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Nada mais havendo a tratar, eu Prof. Dr. Eugénio Gongalves de Araiijo, lavrei a presente ata que,

apos lida e achada conforme foi por todos assinada.

Prof. Dr. Eugénio Gongalves de Aratjo
Profa. Dra. Liliana Borges de Menezes Leite
Prof. Dr. Carlos Henrique Xavier Custodio
Profa. Dra. Vanessa de Souza Cruz Pimenta

Prof. Dr. Adilson Donizeti Damasceno
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RESUMO

O objetivo com esse estudo foi determinar o efeito do extrato etandlico da casca de
pequi sobre dano cerebral induzido em ratas submetidas a dieta hipercaldrica e as
expressdes das formas ativas da ERK1/2 e AMPKa no cortex cerebral. Utilizaram-se 48
ratas alocadas em dois grupos de 24, de acordo com a dieta utilizada, hipercaldrica ou
comercial, fornecidas diariamente por 60 dias. Os animais foram distribuidos em dois
subgrupos de 12, tratados ou ndo com o extrato, administrado diariamente 30 dias ap0s
0 inicio das dietas. Foi realizada quantificacdo dos triglicerideos e inducédo de isquemia
cerebral global seguida de reperfuséo. Seguido a eutanésia, colheram-se os encéfalos e
pesou-se a gordura visceral. Foram feitas avaliacdo histopatologica das lesGes no
encéfalo, quantificagdo do nimero de células vidveis e inviaveis no cortex cerebral e
hipocampo e células marcadas pelos anticorpos anti p-ERK1/2 e p-AMPKa no coértex
cerebral. Havia hipertrigliceridemia e aumento significativo na quantidade de gordura
visceral no grupo que recebeu dieta hipercaldrica (p < 0,05). O grupo que recebeu dieta
hipercaldrica e foi tratado com o extrato apresentou menos lesdes cerebrais de isquemia
e reperfusdo. O extrato ndo influenciou o ndmero de células vidveis e inviaveis no
cortex cerebral e hipocampo, porém, reduziu significativamente a marcagdo pela p-
ERK1/2 e p-AMPKoa no grupo da dieta hipercalérica (p < 0,05). Concluiu-se que o
extrato etandlico da casca de pequi reduz lesdes cerebrais induzidas em ratas
alimentadas com dieta hipercaldrica e apresenta efeito modulatdrio sobre a expressao da
ERK1/2 e da AMPKa no cortex cerebral.

Palavras-chave: Antioxidante, cerrado, extrato de plantas, lesdo de isquemia e
reperfusdo cerebral, obesidade.
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ABSTRACT

The aim was to determine the effect of ethanolic extract of pequi mesocarp on induced
brain damage and ERK1/2 and AMPKa active forms in rats subjected to a hypercaloric
diet. 48 rats were sorted into two groups of 24 according to the diet used, hypercaloric
or commercial, provided daily for 60 days. The animals were separated into two
subgroups of 12, treated or not with the extract, given daily for 30 days after diet start.
Quantification of triglycerides, induction of global cerebral ischemia followed by
reperfusion was performed. Later, euthanasia, brains harvest and visceral fat weighing
were performed. Histopathological evaluation of brain lesions, quantification of the
number of viable and non-viable cells in the cerebral cortex and hippocampus, and of
cells marked by the anti-pKR-ERK1/2 and p-AMPKa antibodies in the cerebral cortex
were performed. Hypertriglyceridemia and a significant increase in the amount of
visceral fat were observed in the group that received hypercaloric diet (p <0.05).
Histopathological evaluations showed that the group that received hypercaloric diet and
was treated with the extract had fewer brain lesions of ischemia and reperfusion. The
extract did not influence the number of viable and nonviable cells in the cerebral cortex
and hippocampus, but significantly reduced p-ERK1 / 2 and p-AMPKa cell labelling in
the hypercaloric diet group (p <0.05). In conclusion, ethanolic extract of pequi peel
reduces induced brain lesions in rats fed a hypercaloric diet and has a modulatory effect
on the expression of ERK1 /2 and AMPKa in the cerebral cortex.

Keywords: Antioxidant, brain ischemia and reperfusion lesion, cerrado, obesity, plant
extract.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES INICIAIS

1. Introducéo

As taxas de mortalidade e morbidade ocasionadas por quadros de isquemia e
reperfusdo cerebral sdo cada vez mais alarmantes a cada ano. Esses processos sdo a segunda
maior causa de mortes no mundo e ocupam posi¢des importantes em estatisticas relacionadas
a gastos com internaces, reabilitacdes e aposentadorias precoces. Além disso, sabe-se que a
alimentacdo com dietas hipercaldricas e o estilo de vida influenciam diretamente no
surgimento dessas enfermidades como fatores predisponentes.

Durante a isquemia, ocorrem eventos bioquimicos que reduzem a producédo de
antioxidantes enddgenos. Tais moléculas possuem alta capacidade de doagdo de elétrons,
associada a intensa producdo de substratos para a formacdo de espécies reativas, moléculas
reativas instaveis, com capacidade de captacédo de elétrons.

A reperfusdo, primordial para o tratamento de quadros isquémicos, promove
reacOes bioquimicas que culminam na intensa formacédo de espécies reativas, que se propagam
rapidamente desestabilizando moléculas organicas e deteriorando fungdes celulares. Nesse
contexto, 0s antioxidantes enddgenos sdo ineficientes, pois sua producdo apresenta-se
reduzida em consequéncia da isquemia. Com isso, ocorre um quadro chamado de estresse
oxidativo, caracterizado pelo desequilibrio entre a quantidade de espécies reativas e as defesas
antioxidantes.

O enceéfalo é muito vulnerdvel ao surgimento de lesbes de isquemia e reperfuséo,
pois € propenso ao surgimento de estresse oxidativo. O Orgdo apresenta quantidades
importantes de substratos para a formacdo de espécies reativas deletérias e possuir poucas
defesas antioxidantes.

Além disso, dietas hipercaldricas e obesidade estdo diretamente relacionadas com
0 surgimento de alteracbes metabolicas, que causam estresse oxidativo generalizado e
persistente no organismo. Esse quadro promove a reducdo da producdo das defesas
antioxidantes endogenas, tornando o organismo, como um todo, mais vulneravel a lesdes de
isquemia e reperfuséo.

Portanto, estudos voltados para tratamentos dessas enfermidades com
antioxidantes exdgenos comecaram a se destacar. Observou-se que algumas plantas produzem

compostos fenolicos com capacidade antioxidante durante seu metabolismo. Por essa razéo,



estudos in vitro e in vivo encontram-se em desenvolvimento utilizando extratos vegetais e
avaliando seu potencial antioxidante diante de lesdes de isquemia e reperfusdo induzidas,
além da sua acdo em quadros de obesidade e doencas que cursam com estresse oxidativo
generalizado.

Os antioxidantes provenientes de vegetais estdo relacionados com a quantidade de
compostos fendlicos, que sdo resultantes do metabolismo secundario da planta, para a
protecdo contra agentes externos como o sol, predadores e contaminacgdes. A incidéncia solar
no cerrado € alta, com longos periodos de estiagem, exigindo muito dos sistemas de protecdo
desses organismos. Com isso, observou-se que as plantas dessa regido apresentam
quantidades importantes de compostos fenolicos antioxidantes, com excelente capacidade
redutora e de inibi¢do de peroxidacdo lipidica, como os flavondides, tornando esses vegetais
uma fonte de estudos para o tratamento do estresse oxidativo.

As plantas do cerrado brasileiro, ricas em antioxidantes, sdo utilizadas
popularmente como fitoterdpicos e vém ganhando espago no meio cientifico, pois, estudos
demonstraram seu potencial antioxidante e de inibicdo de peroxidacdo lipidica?3. Neste
contexto, destaca-se 0 pequi, arvore simbolo do cerrado.

A casca do pequi, rica em antioxidantes®**

, € um subproduto da comercializagdo
do fruto, do qual atualmente sé se utiliza a polpa e as sementes. Por esse motivo, podera
influenciar positivamente no tratamento de doencas que cursam com estresse oxidativo e
possuem potencial de uso na industria farmacéutica e de alimentos. A utilizacdo da casca
também potencialmente contribuird na reducdo da producdo de residuos e na valorizacdo
desse subproduto, o que pode influenciar na melhora da economia da regido, além de
estimular a sustentabilidade e a conservagéo do cerrado, atualmente em extensa devastagao.
Portanto, esse trabalho teve como objetivo avaliar in vivo a acdo do extrato
etanolico da casca de pequi sobre o estresse oxidativo cerebral induzido em ratas submetidas a

dieta hipercaldrica.

2. Isquemia encefalica transitoria

O enceéfalo, localizado dentro do crénio, € um 06rgdo pertencente ao sistema
nervoso central e responsavel por toda fungdo motora, cognitiva e regulatoria do organismo.
Essas funcBes sdo ativadas por impulsos elétricos produzidos por eventos bioquimicos nos
neurdnios unidade celular funcional do sistema nervoso central, responsaveis por enviar e

receber informacOes e responder aos estimulos internos e externos. O encéfalo é dividido



anatomicamente em trés regides principais: cérebro, que corresponde aos dois hemisférios
maiores, composto pelo telencéfalo, estrutura responséavel pelo intelecto, aprendizagem,
atividade motora, informacdes sensitivas entre outras; tronco encefalico, regido de ligacédo
entre o cérebro e a medula espinhal, responsavel pelo ritmo cardio-respiratério, pressao
arterial e nivel de consciéncia; e o cerebelo, que situa-se caudal ao cérebro, dividido em dois
hemisférios menores, que determinam equilibrio, tdnus muscular e ajuste da atividade
motora®’.

Esse Orgdo apresenta mecanismos préprios de regulacdo da perfuséo tecidual por
meio de uma relacdo entre a pressdo arterial sisttmica e a pressao intracraniana e com
controle bioquimico depende das concentragdes de O, (oxigénio) e CO, (didxido de carbono)
no sangue que promovem vasoconstricdo e vasodilatacdo de acordo com a necessidade®. As
principais artérias responsaveis pelo suprimento sanguineo cerebral sdo as artérias carétidas e
vertebrais. Esses vasos distribuem o sangue para o encéfalo pelo poligono de Willis, uma
regido anatbmica de anastomoses, que origina diferentes ramos arteriais, que enviam sangue
para variadas areas do encéfalo, presente na maioria das espécies de mamiferos °.

O encéfalo é um o6rgdo exigente quanto ao aporte de oxigénio e nutrientes e
apresenta intensa atividade oxidativa fisiologica. O consumo medio de sangue pelo encéfalo
corresponde a aproximadamente 15% do débito cardiaco por minuto. A demanda metabodlica
da substéncia cinzenta é maior em relagdo a substancia branca, pela primeira apresentar uma
maior quantidade de corpos celulares dos neurénios, sendo o cérebro a regido anatdmica que
recebe a maior parte do aporte sanguineo™®.

A manutencdo do funcionamento satisfatorio do encéfalo estd diretamente
relacionada ao suprimento sanguineo. Apesar de apresentar mecanismos de defesa contra
eventos isquémicos, por ter uma rica rede de anastomoses, ainda sim, é bastante susceptivel a
formacdo de lesbes de isquemia e reperfusdo. Tal susceptibilidade se deve ao fato do érgéo
apresentar intensa e continua demanda metabdlica, baixas reservas energéticas e ser rico em
ferro e gorduras poliinsaturadas, que servem de substrato para reacGes bioquimicas que
promovem a formacdo de espécies reativas capazes de deteriorar funcbes celulares. Além
disso, apresenta poucas defesas antioxidantes quando comparado a outros 6rgdos™*2%3,

A isquemia cerebral global se caracteriza por reducéo abrupta do fluxo sanguineo
para o encefalo. As principais causas relacionadas a esse quadro sdo a parada cardiaca, como
em casos de infarto; reducdo abrupta da pressdo arterial, como no choque hipovolémico; e

aumento da presso intracraniana, geralmente ocasionada por trauma cranio encefalico™.
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O quadro isquémico cerebral é considerado grave e apresenta prognostico que
pode variar de reservado a desfavordvel, pelo potencial de causar déficit neuroldgico
importante. Trata-se de uma frequente causa de ébito em pacientes ap6s procedimentos de
reanimacao cérebro-cardio-pulmonar bem-sucedidos. Observa-se também, que a maioria
desses quadros esta diretamente relacionada & parada cardiaca por mais de 10 minutos™.

Durante a parada cardiaca, o encéfalo fica em isquemia e o tempo em que
permanece sem fluxo sanguineo é determinante no progndéstico do paciente. Quanto maior o
periodo, pior é o prognéstico. Com o procedimento bem-sucedido de ressuscitacéo, ocorre 0
retorno abrupto do fluxo sanguineo para o encéfalo, quadro denominado de reperfusdo. Com
isso, ocorrem trés principais eventos fisiopatoldgicos, que determinam o aparecimento da
lesdo de isquemia e reperfusdo cerebral global: a morte neuronal seletiva, a alteracdo da
dinamica dos fluidos no encéfalo e a intensa producao de espécies reativas deletérias™.

O quadro de isquemia encefalica determina morte neuronal seletiva aguda por
necrose, principalmente nas zonas do cértex cerebral e hipocampo, por sua maior quantidade
de neurdnios e por apresentar maior demanda metabélica em realacdo a outras regides™. A
reducdo de oxigénio e nutrientes, provocada pela isquemia, causa reducdo na producdo de
ATP (adenosina trifosfato). Quando ha oxigénio, a enzima ATP sintase, que fosforila a ADP
(adenosina difosfato), é responsavel pela producdo de ATP para o metabolismo celular,
principalmente para a producdo e propagacdo dos potenciais de acdo, atividade sinaptica e
suprimento para funcionamento das bombas iénicas dos neurdnios®.

A auséncia de oxigénio e nutrientes provenientes da isquemia resulta na reducao
da producéo de ATP, com a ativacdo do catabolismo celular para a producdo secundéria de
energia por via anaerdbica, que ndo é eficiente devido a alta demanda metabdlica do neurénio.
O sistema anaerobico de producdo de energia é ineficiente e reduz o pH celular, por ter como
resultado a producéo de &cido latico.

A falta de ATP em quantidades satisfatorias promove o mau funcionamento da
bomba de Na'/K" (sodio e potassio), causando aciimulo de Na* no meio intracelular, que atrai
agua e provoca tumefacdo celular. A falta da entrada de K™ na célula resulta em reducdo da
sintese proteica, que altera a permeabilidade das membranas celular e mitocondrial. Ocorre
em conjunto influxo de Ca’™" (calcio) intracelular, que por disfungio das membranas encontra
enzimas da propria célula, ativa as mesmas e promove degradacdo. Ao mesmo tempo, libera
das membranas mitocondriais proteinas que estimulam a interrupcdo da fungdo neuronal e a
morte celular por apoptose’”*>*8_ Além disso, ocorre a perda da capacidade de manutencéo do

gradiente i6nico das membranas neuronais e despolarizagdo, com liberagdo intensa sem



recuperacdo de neurotransmissores, como o glutamato no espaco extracelular, o que estimula

inflamag&o e promove neurotoxicidade (Figura 1).

Lesdo isquémica (J, Oxigénio e Nutrientes)

Influxo de

Faléncia da bomba de Na*/K* Cat

Disfungdo das membranas celular

Liberagao de glutamato no

Tumefagdo celular Morte neuronal por necrose
espago extracelular

Neuroinflamagio Neurotoxicidade

FIGURA 1 — Mecanismo dos eventos patoldgicos pés isquemia encefalica que
determinam o surgimento de morte neuronal seletiva,
neuroinflamacdo e neurotoxicidade.

O retorno abrupto do fluxo sanguineo promove uma hiperemia reativa pos-
isquémica, que ocorre por liberacdo de substdncias vasoativas, associada a reducdo da
viscosidade sanguinea para aumento do fluxo'®. Segue-se um quadro de hipoperfuséo, que
pode durar dias ap6s o quadro isquémico e que é associado a déficts neuroldgicos importantes
e morte do paciente®®. Ocorrem, ainda, alteracdes de fluxo em diferentes areas do encéfalo
comprometido, de acordo com as concentraces de CO; e o grau de acidez tecidual. Pode ter
lugar o evento conhecido como fendmeno de ndo refluxo, que ocorre por acimulo e adeséo
em massa de leucocitos e tumefacdo da glia perivascular, que ocasionam tamponamento
vascular impedindo o fluxo em zonas isquémicas™.

O processo de isquemia e reperfusdo também aumenta a permeabilidade da
barreira hematoencefalica, ocasionando edema cerebral’®, ao ativar metaloproteinases
responsaveis pela degradacdo da membrana basal e da matriz extracelular da barreira. Esse

processo predispde a infiltracdo de leucdcitos, principalmente neutrofilos, exposicdo do



encéfalo a agentes toxicos e infecciosos, e consequente neuroinflamacdo, ocasionando maior

fragilidade dos vasos sanguineos que podem romper-se e formar focos hemorragicos®.

3. Estresse oxidativo

A reperfusdo causa intensa formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e
nitrogénio (ERNSs), moléculas instaveis nas quais a auséncia da paridade de elétrons em suas
camadas finais promove desequilibrio e reatividade, fazendo com que roubem elétrons de
moléculas estaveis para se estabilizar. As espécies reativas, quando produzidas durantes os
eventos oxidativos normais da célula, sdo combatidas por antioxidantes endégenos, enzimas
de alta capacidade redutora produzidas na propria célula, que estabilizam as espécies reativas
doando elétrons e formando moléculas sem reatividade como H,0O. Porém, essas enzimas tém
sua producéo reduzida ou mesmo inibida durante a fase de isquemia, o que torna essa defesa
ineficiente durante a reperfusdo, quando ha a maior producdo de ERNs e EROs. Esta condi¢édo
caracteriza o estresse oxidativo®.

Além dessas propriedades que apontam o encéfalo como um 6rgdo vulneravel ao
estresse oxidativo, deve-se destacar que, durante a isquemia e reperfusdo cerebral, ocorre a
liberagdo no espago extracelular de grandes quantidades de glutamato, molécula
extremamente oxidavel, o que piora o quadro ao promover o aumento da formacgdo de EROs e
ERNs e causar citotoxicidade. O dano oxidativo ocasionado ao cérebro é caracterizado por
lipoperoxidacdo intensa, estimulo a processo inflamatério, ativacdo da cascata de morte
celular, degradacéo e inibicdo de defesas antioxidantes®.

A formacdo intensa de EROs e ERNs na reperfusdo perpetua-se no estresse
oxidativo, pois com o roubo de elétrons de moléculas estaveis ha a formacdo de mais espécies
reativas, formando uma cadeia interminavel. Além disso, EROs associadas a presenca de
grandes quantidades de Ca™ ocasionam mudangas na cadeia de transporte de elétrons da
mitocondria, pela utilizacdo excessiva de moléculas de oxigénio, como aceptor final de
elétrons, aumentando a formacdo de EROs como o 'O, (oxigénio singlet), extremamente
lesivo ao citoplasma. Também ocorrem alteragdes estruturais, como o0 aumento da
permeabilidade mitocondrial, promovendo a liberagéo de proteinas que estimulam a apoptose,
como o citocromo C*°.

EROs e ERNs também promovem oxidacdo lipidica ao degradar fosfolipideos de
membrana e, consequentemente, promover lise de membranas celulares e de elementos da

matriz extracelular, ocasionando deterioracdo da fungdo e morte celular. A lipoperoxidacéo



forma aldeidos e radicais alcoxil, que sdo toxicos para células adjacentes formando uma
reacdo em cadeia de toxicidade e deterioracdo. Espécies reativas também oxidam o DNA a
ponto de romper as cadeias, 0 que pode promover reacdo de morte celular por apoptose ou
alteracdes estruturais que podem tornar a célula ineficiente e mesmo originar mutagdes que
resultam no surgimento de tumores®®,

Além disso, o estresse oxidativo cerebral promove inflamacdo, pois as espécies
reativas ativam fagdcitos, a cascata do acido araquiddnico, vias moleculares que estimulam a
liberacdo de quimiocinas pro-inflamatdrias, como a COX-2 e metaloproteinases, além das
vias de sinalizacdo que estimulam a ativacao de processo inflamatdrio e de apoptose, como a
p3824’25.

3.1. O estresse oxidativo cerebral na via de sinalizacdo da ERK1/2 e da AMPK«a

Durante o processo de isquemia e reperfusdo, ocorre estimulo a expressdo de
proteinas de sobrevivéncia celular para a neuroprotecdo. A ERK1/2 é uma proteina
pertencente ao grupo das MAPKS, proteinas ativadas por mitdgenos, regulada por estimulos
extracelulares. Essa quinase esta envolvida no estimulo de defesas antioxidantes, proliferacédo
e diferenciacdo celular, entre outros mecanismos de protecdo, sendo considerada uma via de
pré sobrevivéncia celular®®.

Contudo, o estimulo produzido por estresse oxidativo cerebral faz com que a
ERK1/2 seja expressa de forma acentuada e persistente, o que estimula inflamacéo e morte
celular por apoptose. Essa modificacdo da funcdo se deve ao fato das espécies reativas
inibirem as proteinas MAPK fosfatases, enzimas que regulam as quantidades ativas de
ERK1/2 na célula, o que determina sua funcéo. Sua inibicdo promove uma ativacao excessiva
e persistente, 0 que acarreta em estimulos deletérios como a apoptose e a neuroinflamacéo,
comuns apés o processo de isquemia e reperfusdo cerebral®’ (Figura 2).

Estudos in vivo classificam a expressdo reduzida e controlada da ERK1/2 apds
isquemia e reperfusdo cerebral como benéfica. Observou-se que esse tipo de expressdo
coincidiu com a reducéo da ativacao de metaloproteinase-9 e enzimas pré-inflamatorias como
a COX-2 e a iNOs, proteinas associadas ao processo inflamatorio e surgimento de danos
oxidativos teciduais. Com isso, a utilizacdo de antioxidantes exdgenos que promovam a
modulacgéo da expressdo da ERK1/2 em casos de isquemia e reperfuséo cerebral é considerada

uma fonte importante de estudos*?°.
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FIGURA 2 — Mecanismo de acdo das espécies reativas sobre a ERK1/2. Essas
estimulam um aumento na ativacdo da ERK1/2 e bloqueiam a
acdo das MAPK fosfatases, que sdo enzimas que controlam essa
ativacdo tornando-a persistente e excessiva e consequentemente,
em vez de promover protecdo, acaba por causar inflamacdo e
morte celular piorando o quadro pés reperfusao.

A AMPKa é uma proteina de sinalizacdo responsavel pelo balango energético da
célula, que se apresenta intensamente expressa durante processos de isquemia e reperfusdo
cerebral. Os beneficios da expressdo dessa proteina durante o estresse oxidativo cerebral sao
contraditérios, pois dependendo do momento, da quantidade e do tempo de duracdo, pode
resultar em piora nas lesdes®.

A ativacdo da AMPKo ¢ importante em quadros de isquemia e reperfusdo
cerebral para reequilibrar o metabolismo energético. No entanto, o beneficio de sua ativacéo,
intensificada durante o estresse oxidativo, é considerado fator determinante para o surgimento
de morte celular®®. De forma similar ao observado na ERK1/2, a ativagdo acentuada e sem
controle da AMPKa. ap6s isquemia e reperfusdo cerebral é deletéria ao encéfalo, estando esse
tipo de expressao relacionado a edema, inflamagao e morte celular®. Apesar dos mecanismos
ainda serem pouco esclarecidos, pesquisas in vivo demonstram que a redugédo ou inibicdo da
ativacdo exacerbada da AMPKa ap06s o processo de isquemia e reperfusdo cerebral promove
reducdo de sinais neuroldgicos, edema cerebral, processos de autofagia e morte celular por
apoptose®.

Um importante mecanismo de neuroprotecdo em quadros de isquemia e
reperfusdo encefalica consiste na ativacéo de vias de sobrevivéncia celular, como a ERK1/2, e
vias de estabilizagcdo do metabolismo celular, como a AMPKa. Porém, o estresse oxidativo

cerebral resulta na ativacéo intensa e descontrolada dessas vias, causando degradacao e morte



celular por apoptose, estimulo a inflamacdo, edema, agravamento das lesdes e maior perda

neuronal®*?"%,

4. Dietas hipercaldricas

A obesidade e o sobrepeso séo quadros caracterizados pelo acumulo de gordura de
forma exacerbada na cavidade abdominal e no tecido subcutédneo. Tais condi¢fes podem
deteriorar a satide em decorréncia do desequilibrio energético, no qual a absorcéo da energia é
maior que o gasto, associado a hipertrofia e hiperplasia de adipécitos. Sdo considerados
problemas alarmantes de saude publica no mundo, por determinar o surgimento de
enfermidades como o diabetes insulina-resistente e doencas cardiovasculares. Dietas
hipercaldricas estdo diretamente relacionadas ao estilo de vida ocidental, no qual fast foods,
comidas processadas e alimentos que utilizam gorduras saturadas, como palatabilizantes, séo
amplamente utilizados. Além disso, o sedentarismo também é fator determinante, por néo
ocorrer a queima energética necessaria para balancear o organismo, o que gera sobrepeso e
obesidade®*.

A obesidade promove o surgimento de um processo conhecido como sindrome
metabdlica, caracterizada por alteracBes metabdlicas como dislipidemias e deposicdo de
gordura com aumento significativo das concentracGes de colesterol e triglicerideos. Com o
tecido adiposo acumulado na cavidade abdominal, no estado de catabolismo se inicia um
processo de inflamacdo crénica, com producdo e liberacdo continua de quimiocinas na
corrente sanguinea, com intensa liberacdo de &cidos graxos livres. Além disso, ocorrem
alteracbes hormonais como a resisténcia a insulina e leptina, além da reducdo das
concentracdes de adiponectina, alterando o metabolismo energético, desacelerando-o. Ha
também alteracdes na dindmica de fluidos do organismo, como o surgimento de hipertensédo
sistémica™®.

A sindrome metabdlica € um quadro no qual o paciente apresenta dislipidemia,
com valores de colesterol HDL (lipoproteina de alta densidade) < 39mg/dL para homens e <
35mg/dL para mulheres, além dos triglicerideos > 150mg/dL. Além disso, h& um aumento
significativo no indice de massa corporal, maior que 15% a 20% do esperado, resisténcia a
insulina e tolerancia a glicose, aumento da pressao arterial sisttmica acima de 140/90mmHg e
aumento das concentracdes de proteina C reativa na circulacdo®”.

As dietas hipercal6ricas sdo as principais causadoras de obesidade, sendo

determinantes no surgimento da condicdo conhecida como estresse oxidativo generalizado.
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Observou-se em pacientes obesos com sindrome metabolica aumento significativo da
lipoperoxidagdo no plasma sanguineo e das concentracfes em eritrocitos da superoxido
dismutase (SOD), enzima que faz parte da primeira linha de defesa antioxidante endégena
COmMo mecanismo compensatorio.

Dietas ricas em carboidratos e gorduras saturadas ou trans, conhecidas como
dietas de cafeteria ou hipercaldricas, foram consideradas elementos importantes no
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, independente do surgimento de sobrepeso®’.
Dietas hipercaldricas também estdo associadas a condicdo inflamatdria subclinica persistente,
pois ha relacdo direta entre a inflamacéo persistente decorrente da dieta e 0 estresse oxidativo
generalizado, o que resulta em doencas cardiovasculares®.

Experimentos in vivo demonstraram que ratos alimentados com dieta
hipercaldrica apresentam ganho de peso significativo, além de estresse oxidativo em 6rgaos
como ovarios® e coracdo®’. Observou-se também aumento na peroxidacéo lipidica no figado
e no plasma sanguineo®’. Com isso, foi estabelecido que dietas hipercaléricas promovem
estresse oxidativo generalizado ao aumentar a peroxidacao lipidica e reduzir os mecanismos
de defesa antioxidante do organismo. O prognostico € pior caso ocorra um evento isquémico
seguido de reperfusdo, pois 0s processos patoldgicos seriam ainda mais deletérios, por
reducdo nas defesas antioxidantes endogenas e incremento de deterioracdo organica resultante
do estresse oxidativo generalizado**.

Em camundongos submetidos a dieta hipercaldrica, houve deterioracdo do
hipocampo por estresse oxidativo, decorrente do aumento significativo da peroxidacdo
proteica, em relacdo aos do grupo controle. Além disso, também ocorreu decréscimo
significativo do fator de transcricdo Nrf2 (fator nuclear derivado de eritroide 2), sabidamente
associado a ativacdo e producdo de defesas antioxidantes. Com isso, concluiu-se que dietas
hipercaldricas sdo deletérias as fungdes cognitivas do cérebro por promoverem estresse
oxidativo®’.

Na obesidade e sobrepeso, comuns apés dietas hipercaloricas, existe maior
liberacdo de adipocinas pelo tecido adiposo hipertrofiado. Em casos de isquemia associada a
obesidade, essas moléculas presentes no organismo e grande quantidade tendem a agravar o
dano cerebral. As adipocinas, como a interleucina 6 (IL6) e o fator de necrose tumoral o (TFN
a), sdo proteinas pro-inflamatorias provavelmente associadas ao dano cerebral e produzidas
no tecido adiposo. Elas induzem o aparecimento de apoptose e infiltracdo leucocitaria pds

isquemia, aumentando o dano cerebral®.
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O estresse oxidativo generalizado ocasionado pela obesidade estd associado com
lesdo endotelial, o que pode culminar em hipertenséo arterial. A formacdo de ERN’s, que
reagem com o Oxido nitrico endotelial formando peroxinitritos, promove danos ao DNA
celular e desacoplamento da enzima O6xido nitrico sintase endotelial (eNOs). Nessas
condicBes, ocorre a fomacdo de radicais superdxido, exacerbando o estresse oxidativo e 0
dano endotelial, produzindo resposta inflamatoria e alteracdo dos mecanismos vasodilatadores

e anticoagulantes*.
5. O potencial antioxidante do pequi

As plantas sdo consideradas importantes fontes de compostos bioativos
antioxidantes, que podem ser utilizados na agroinddstria, industria quimica, de alimento e
farmacéutica. As concentracdes desses compostos podem variar muito em relagcdo ao método
de extracdo e o solvente utilizado, porém os de maior interesse sdo os compostos fenélicos™®.

O pequi é o fruto do pequizeiro (Caryocar brasiliense), uma arvore tipica do
cerrado brasileiro da familia Caryocaraceae. Amplamente apreciado pela culinaria regional, é
originario do Centro-Oeste do Brasil e apresenta grande importancia para a economia local. E
sazonal, com a florada entre agosto e novembro e frutificacdo a partir de setembro até o més
de fevereiro™.

Por ser o fruto mais consumido do cerrado brasileiro, impulsiona a economia e
apresenta apelo conservacionista, pois a regido encontra-se em franca devastacdo. Os
compostos bioativos das plantas do cerrado ndo sdo muito explorados em pesquisas, em
contraste com plantas amazoénicas, por exemplo. Portanto, quanto maior a quantidade de
pesquisas sobre compostos bioativos interessantes, mais importancia ganha a regido®.

O pequi apresenta compostos bioativos na polpa e na améndoa, particularmente
lipideos, em sua maioria acidos graxos insaturados, como o &cido oléico. Observou-se
também altas concetraces de compostos fendlicos e carotendides, além de possuir fibras,
sendo por todas as suas caracteristicas considerado uma importante fonte de nutrientes®’.

A casca do pequi é um subproduto ndo explorado, que gera residuo organico. No
entanto, tem sido considerado como fonte interessante de compostos bioativos,
principalmente de antioxidantes. Dessa forma, despertou-se o interesse por pesquisas focadas
no controle de doencgas que cursam com estresse oxidativo®®“%*. O alto potencial antioxidante

do extrato hidroetanolico a base de casca de pequi, foi atribuido & uma fragdo com grande
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quantidade de &cido galico livre, um composto fendlico flavondide presente na concentracdo
de, 26,54 + 1,13 mg/g de matéria seca®.

Os compostos fenolicos sdo moléculas bioativas, que apresentam anel aromatico e
grupos hidroxila. Sdo elementos funcionais que dao adstringéncia, aroma e estabilidade
oxidativa aos alimentos e que sdo detectados em Varios vegetais. A capacidade antioxidante
de um determinado composto fendlico depende de sua estrutura molecular e tem relacdo com
0 posicionamento de seus grupos hidroxila e capacidade de hidroxilacdo. Corresponde ao
acréscimo e substituicdo de grupos hidroxila na molécula, com doacdo de elétrons, reducdo do
ferro e inibigdo de peroxidagdo lipidica para estabilizar moléculas. Dessa forma, flavondides
como o 4cido galico estdo entre os principais compostos em capacidade antioxidante™.

Avaliacdes sobre a composicdo e o potencial antioxidante da casca do pequi,
epicarpo e mesocarpo externo demonstraram que sua principal constituicdo € de agua, fibra
alimentar e carboidratos. A quantidade de polifenois pode variar bastante, de acordo com o
método de extracdo e o solvente. Como exemplo, em um estudo onde diferentes métodos de
extracdo foram testados com o objetivo de aumentar a vida de prateleira de linguicas de
frango, o extrato hidroetandlico a 80% sob agitacdo foi o que apresentou as maiores
quantidades de polifendis. Por sua vez, a maior atividade antioxidante foi observada pelo
método aquoso, que também apresentou bons resultados quando usado na inibicdo da
oxidacdo lipidica de acordo com o aumento da concentracdo de extrato, em linguicas
armazenadas por 42 dias*.

O extrato etandlico da casca de pequi apresentou alta capacidade antioxidante em
teste de meio aquoso DPPH, com concentracio baixa de extrato (9,44 pg.mL™ para o extrato
etandlico e 17,98 g.mL™ para o extrato aquoso)®. Além disso, foi observada alta capacidade
antioxidante em figado de ratos, em um sistema in vitro de microssomos. Nesse teste ocorre 0
estimulo a oxidacdo lipidica e o extrato etandlico de casca de pequi demonstrou excelente
capacidade de inibicdo da peroxidacdo lipidica, 50% de inibicdo na concentracdo de 0,78
ng.mL™, quando comparado aos resultados obtidos dos extratos de polpa e semente, com
concentracdo de 33,84 ug.mL™ %0 O extrato etandlico da casca de pequi também mostrou
baixo potencial citotdxico e ndo apresentou potencial fototéxico®.

A suplementacdo in vivo com o extrato etanolico da casca de pequi sob a inducéo
de isquemia e reperfusdo cerebral em ratos, ndo resultou em diferenca significativa, em
relacdo ao grupo controle, quanto as lesdes histopatologicas observadas. Porém, observou-se

efeito modulatorio benéfico sobre a expressdo de proteinas MAPKS, especialmente a ERK1/2.
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Os resultados sé&o indicativos do potencial antioxidante in vivo dos compostos presentes na
casca de pequi.

Além do efeito antioxidante observado in vitro na utilizacdo de extratos a base de
casca de pequi®®, observou-se também efeito anti clastogénico, ou seja, previne
desestruturacdo do DNA, ao se utilizar o extrato de polpa>*°. Também foi observado efeito
antioxidante in vitro de extratos etandlicos  base de polpa e améndoa®®*’.

Existem poucos estudos in vivo que relatam o efeito antioxidante proveniente do
pequi sobre enfermidades que cursam com estresse oxidativo®**®. Porém, como suplemento,
ele foi testado utilizando a polpa e améndoa associada a racdo em camundongos, alimentados
com dieta hipercal6rica, com resutados promissores ao promover o aumento dos niveis de
lipoproteinas antiaterogénicas®°.

Diante de todas as evidéncias mencionadas, acredita-se que o pequi seja um fruto
com muito potencial no fornecimento de principios ativos antioxidantes para o tratamento e
prevencdo de doengas como a obesidade e enfermidades agudas e crénicas que cursam com
estresse oxidativo®?,

Nesse contexto, o objetivo geral com essa pesquisa foi analisar o efeito do extrato
etandlico da casca de pequi sobre o dano cerebral induzido por isquemia e reperfusdo
encefélica, em ratas submetidas a dieta hipercaldrica, que resultou em dois estudos.

O primeiro estudo, intitulado “O extrato etanolico da casca de pequi reduz lesdes
de isquemia e reperfusdo encefalica induzida em ratas submetidas a dieta hipecalorica”, teve
por objetivo determinar se o extrato etandlico da casca de pequi reduz lesGes de isquemia e
reperfusdo encefélica induzida em ratas submetidas a dieta hipercalérica. Além disso,
procurou-se avaliar se o extrato apesenta alguma acdo sobre o processo de deposicdo de
gordura e sobre as concentracdes de triglicerideos dos animais. Concluiu-se que o extrato
efetivamente reduz as lesdes, sem influenciar nos niveis de triglicerideos e ganho de peso.

No segundo estudo, intitulado “O extrato etandlico da casca de pequi sobre a
viabilidade neuronal e expresséo de p-ERK1/2 ¢ AMPKa p6s isquemia encefalica transitoria
em ratas alimentadas com dieta hipercalorica”, visou-se determinar se o extrato etanolico da
casca de pequi atua sobre a viabilidade neuronal no cortex cerebral e no hipocampo e se esse
modula a expressdo da p-ERK1/2 e da p-AMPKa apés inducdo de isquemia e reperfuséo
encefalica em ratas alimentadas com dieta hipercalorica. De fato, ndo houve efeito sobre a
viabilidade neuronal no cértex cerebral, mas o extrato reduziu a ativagdo de ERK1/2 e da
AMPKa com o avangar do tempo de reperfusdo no cortex cerebral de ratas alimentadas com

dieta hipercalorica.
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CAPITULO 2 - O EXTRATO ETANOLICO DA CASCA DE PEQUI
REDUZ LESOES DE ISQUEMIA E REPERFUSAO ENCEFALICA
INDUZIDA EM RATAS SUBMETIDAS A DIETA HIPERCALORICA

Resumo

O potencial antioxidante do pequi tem despertado interesse em sua utilizacdo para minimizar
os efeitos do estresse oxidativo. Com isso, 0 objetivo com esse estudo foi avaliar a acdo do
extrato etandlico da casca de pequi sobre o dano induzido por isquemia e reperfusdo
encefalica em ratas alimentadas com dieta hipercaldrica. Utilizaram-se 48 ratas Wistar
distribuidas em dois grupos de 24, de acordo com a dieta, comercial ou hipercalérica,
estabeleceram-se subgrupos de 12, tratadas com o extrato ou ndo, e estipularam-se grupos
menores de seis animais separados de acordo com o0s tempos de reperfusdo, duas e quatro
horas apds isquemia encefalica global transitéria induzida. Os animais que receberam dieta
hipercal6rica apresentaram aumento significativo de triglicerideos e quantidade de gordura
visceral (p < 0,05). Os animais do grupo tratado com o extrato e que receberam dieta
hipercalorica apresentaram menor intensidade de vacuolizagdo de neurdpilo e menor nimero
de neurdnios corticais isquémicos (p <0,05). Os grupos submetidos a quatro horas de
reperfusdo, apresentaram menos lesdes no plexo coréide hipocampal que os de duas horas (p
< 0,05). O extrato etanolico da casca de pequi reduziu lesdes de isquemia e reperfusdo
encefalica induzida em animais alimentados com dieta hipercalorica.

Palavras-chave: Antioxidante, Caryocar brasiliense, hipertrigliceridemia, isquemia cerebral
global transitoria.

ETHANOLIC EXTRACT OF PEQUI PEEL IN INDUCED TRANSIENT BRAIN
ISCHEMIA LESIONS IN RATS FED WITH HIGH CALORIC DIET

Abstract

The antioxidant potential of pequi to relieve oxidative stress damage has been raising
researchers interest. Therefore, the aim of this study was to evaluate the action of the
ethanolic extract of pequi peel on the brain damage induced by ischemia and reperfusion in
rats fed with hypercaloric diet. 48 Wistar rats were separated into two groups according to the
diet, commercial or hypercaloric, sub-divided into subgroups of 24, treated with the extract or
not, and separated into smaller groups with six animals according to reperfusion times, two
and four hours after induced transient global brain ischemia. Animals that received a
hypercaloric diet presented a significant increase of triglycerides and amount of visceral fat (p
<0.05). The animals that were treated with the extract and received hypercaloric diet had less
neuropilus vacuolization and fewer ischemic cortical neurons (p <0.05). The groups subjected
to four hours of reperfusion presented fewer lesions in the hippocampal choroid plexus than
the two hours (p <0.05). The ethanolic extract of pequi peel relieved lesions of induced
trantient brain ischemia in animals fed a high calorie diet.

Keywords: Antioxidants, Caryocar brasiliense, hypertriglyceridemia, transient global
cerebral ischemia.
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Introducéo

As doencas cardiovasculares estdo entre as principais causas de morte em seres
humanos. Essas enfermidades englobam as doencas cerebrovasculares, como o acidente
vascular encefalico, caracterizado por quadros agudos de isquemia do encéfalo, de forma
transitoria ou permanente, sdo a segunda maior causa de morte no mundo, além de apresentar
a maior taxa de morbidade, resultando em elevado dnus ao sistema de satide e previdenciario®.

A isquemia cerebral global transitéria (ICGT) tem prognéstico que varia de
reservado a desfavoravel. E resultante da reducio abrupta do aporte sanguineo para o encéfalo
por diminuicdo da pressdo arterial, observada em casos de parada cardiaca, choque
circulatério ou aumento da pressdo intracraniana, como nos casos de trauma cranioencefalico.
Nesses quadros clinicos, € comum a perda seletiva de neur6nios em areas consideradas mais
vulneraveis, como cortex cerebral e hipocampo, além de causar lesdes em substancia branca,
que se desdobram em déficits neuroldgicos graves®®.

A parada cardiaca é uma das principais causas de ICGT e apresenta baixa taxa de
sobrevivéncia, cerca de 20%, sendo que apenas 8% dos pacientes ndo apresentam algum grau
de deficit neurolégico®. O dano neurolégico promovido pela ICGT é a maior causa de mortes
apo6s a realizacio bem-sucedida do procedimento de reanimacéo cérebro-cardio-pulmonar®.

A ICGT ocasiona leséo neuroldgica significativa de varias maneiras: morte celular
por necrose, desregulacio do Ca’ intracelular com ativacio de proteases, toxicidade pela
liberacdo de amino4cidos excitatrios no espago extracelular e inflamag&o®®. Outra forma de
lesdo que se instala no encéfalo apds o retorno abrupto do fluxo sanguineo é o estresse
oxidativo, caracterizado como processo de reperfusdo. Nessa situagdo, espécies reativas de
oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNs) sdo produzidas em excesso, sem adequada
neutralizacdo por antioxidantes enddgenos. EROs e ERNs tém capacidade de deteriorar
estrutura e fungdes celulares, além de estimular processo inflamatério e morte celular por
apoptose’.

Os principais fatores de risco relacionados a doencas cardio e cerebrovasculares
estdo diretamente relacionados ao estilo de vida e nutricdo. Atualmente, quadros como
sobrepeso, dislipidemias, obesidade, hipertensdo e diabetes tipo I, ocasionados
principalmente por consumo excessivo de alimentos ricos em elementos energéticos, como
gordura e carboidratos, sao considerados importantes fatores de risco, que ao predisporem 0s
pacientes as doencas cerebrovasculares, causam grande preocupacdo para a comunidade

médica mundial®.
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Estudos relacionados ao uso de antioxidantes exdgenos capazes de neutralizar ou
reduzir a formagéo de EROs e ERNs para tratamento do estresse oxidativo cerebral em casos
de isquemia e reperfusdo foram desenvolvidos®®. Dentre esses, pesquisas com plantas e seus
extratos sdo relevantes, tanto pelo potencial dos resultados obtidos, quanto pelo apelo
conservacionista®'%**,

O pequi (Caryocar brasiliense) é um fruto tipido da regido do cerrado brasileiro,
utilizado pela populacdo da regido como alimento e fitoterapico para o tratamento de
enfermidades respiratorias. Ja foi demonstrada sua atividade antioxidante in vitro e in vivo,
por ser rico em compostos fenélicos'®*®. A suplementacdo com polpa de pequi reduziu a
peroxidaco lipidica no figado de ratos alimentados com dieta hipercaldrica™. Esse potencial
antioxidante em reduzir o processo de peroxidacédo lipidica também foi observado in vitro, ao
se utilizar extrato etanolico de casca do fruto. Com isso, o pequi demonstrou ser uma fonte
interessante de antioxidantes exdgenos para o tratamento de doengas que cursam com O
estresse oxidativo™.

Portanto, com esse estudo objetivou-se avaliar se o tratamento profilatico com o
extrato etandlico da casca de pequi (EECP) apresenta acdo benéfica na isquemia encefalica

global transitoria induzida, em ratas submetidas a dieta hipercalorica.

Material e métodos

As atividades experimentais foram desenvovidas nas dependéncias da Escola de
Veterindria e Zootecnia da Universidade Federal de Goids (UFG), em parceria com a
Faculdade de Farmacia/UFG e aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais — UFG
(Protocolo n° 072/12, ANEXO A e B).

1. O extrato etand6lico da casca de pequi (EECP)

Para a obtencdo do EECP, utilizou-se aproximadamente 180 kg de casca fresca
de frutos adquiridos no comércio local, provenientes da regido sul da Bahia. Apds
higienizacéo, a casca (epicarpo e mesocarpo externo) foi retirada manualmente, picada, seca
em estufa de ar forgado e triturada em moinho analitico, obtendo-se 9kg de casca pulverizada.
Em seguida, foi realizada a extracdo, na proporcdo de 1 kg de p6 de casca para 1 litro de
etanol a 95%. O extrato resultante foi submetido a rotoevaporacao a frio, resultando em 450

mL de extrato bruto, que foi armazenado a 4°C, técnica adaptada de Roesler et al. ™.
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As anlises fisico-quimicas do EECP foram realizadas conforme padronizado®’. O
teor de fendis totais presentes no extrato foi determinado pelo método de Folin Denis'®,

O EECP foi fornecido diariamente por 30 dias, via gavagem, na dose de
600mg/kg de peso vivo. O fornecimento iniciou-se 30 dias apds o inicio das dietas, sendo as

dosagens ajustadas semanalmente por pesagem dos animais.

2. Dietas

A dieta comercial utilizada foi especifica para roedores (Presence®, Presence
Nutricdo Animal, Paulinea, SP, Brasil), (Composi¢do em ANEXO C).

A dieta hipercaldrica consistiu em uma receita previamente padronizada®®, a qual
fabricou-se a partir da mistura das proporcGes de cada ingrediente por peso: 37,5% de racéo
comercial triturada, 25% de chocolate branco, 25% de amendoim torrado e 12,5% de biscoito
de maisena (12,5%). Os ingredientes foram triturados, misturados ao chocolate derretido,
peletizados e armazenados a -20 C°. As dietas foram fornecidas diariamente, por 60 dias, a

vontade, em quantidades iguais para 0s grupos.

3. Tratamentos e colheita de sangue

Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura controlada de 24°C +/-
2°C, com agua e racdo a vontade, ciclos de claro e escuro de 12 horas e passaram por periodo
de adaptacdo de 10 dias.

Foram utilizadas 48 ratas adultas, da linhagem Wistar, pesando em média 200
gramas, alocadas em oito grupos (n=6), de acordo com o tratamento administrado, dieta
fornecida e tempo de reperfusdo. Os animais dos grupos NP2 e NP4 foram tratados com
EECP, dieta comercial e submetidos a reperfusdo por duas horas e quatro horas,
respectivamente. Similarmente, os animais dos grupos HP2 e HP4 foram tratados com EECP,
porém receberam dieta hipercaldrica e foram submetidos a reperfusdo por duas horas e quatro
horas, respectivamente.

Os animais dos grupos N2 e N4 néo foram tratados com EECP, receberam dieta
comercial e foram submetidos a reperfusdo por duas horas e quatro horas, respectivamente.
Da mesma forma, os animais dos grupos H2 e H4 ndo foram tratados com EECP, mas
receberam dieta hipercalorica e foram submetidos a reperfusdo por duas horas e quatro horas,
respectivamente.

A colheita de sangue periférico da base da cauda foi realizada no dia 0, antes do

inicio das dietas, e aos 60 dias ap0s inicio das dietas, de todos os animais, para confirmacao
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da hipertriglicedemia nos grupos H e HP e dos pardmetros de normalidade nos grupos N e
NP. Para a dosagem de triglicerideos, foi utilizado o método colorimétrico enziméatico com o

aparelho portatil Accutrend Plus® (Roche, Sdo Paulo, SP, Brasil)*.

4. Procedimento cirargico e colheita de amostras

Apo6s o periodo de tratamento, foi realizada a inducdo cirdrgica do quadro de
isquemia cerebral global por oclusdo bilateral e simultanea por ligadura temporéaria das
artérias carotidas comuns, com fio de seda 4-0, associada a hipotensdo por meio de
anestésicos. Utilizou-se como medicacdo pré-anestésica a associagdo de 10mg/kg de
cloridrato de tramadol (Cloridrato de Tramadol®, Unido Quimica, S&o Paulo, SP, Brasil) com
3mg/kg de cloridrato de midazolam (Midazolam®, Unido Quimica, Sdo Paulo, SP, Brasil) por
via intraperitoneal, e para inducdo e manutencdo, 0 anestésico inalatério isoflurano
(Isoforine®, Cristélia, Itapira, SP, Brasil). O tempo de isquemia cerebral foi padronizado em
45 minutos para todos os animais. Os tempos de reperfusdo foram divididos de acordo com o0s
subgrupos de duas e quatro horas e foi realizada oxigenoterapia durante o pds-operatorio,
técnica adaptada de Wellons et al..

Ao final dos tempos preconizados de reperfusdo, os animais foram submetidos a
eutanasia por overdose anestésica com isoflurano (Isoforine®, Cristalia, Itapira, SP, Brasil)
em camara fechada. Os cérebros foram colhidos e mantidos em formol tamponado a 10%,
para preparacdo das laminas para avaliacdo histologica.

A avaliacdo da quantidade de gordura visceral foi realizada por meio da colheita e
pesagem do tecido adiposo retroperitoneal, inguinal e omental, para determinar se houve
diferenga quanto a deposicdo de gordura abdominal, entre os animais que foram alimentados
com a dieta hipercalorica e os animais com dieta comercial. Além disso, foi utilizada a técnica
adaptada de Ravagnani et al.! para verificar se o EECP apresentou algum efeito sobre a

deposicédo de gordura.

5. Andlise histopatolégica

As laminas histoldgicas foram preparadas e coradas segundo o protocolo rotineiro
do laboratério de histopatologia da EVZ/UFG, pela coloragdo de Hematoxilina-Eosina
(HE)?. Em seguida, foram avaliadas por meio descritivo e por escores que determinaram o
grau de lesdo?®®* detalhada no Quadro 1. Para tal, foram avaliadas as regides do cortex
cerebral, dividido em trés regiBes, rostral, média e caudal. Analizou-se a regido do hipocampo

e suas sub-regides principais divididas em dorsal e giro denteado. Avaliou-se a regido do
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plexo corodide adjacente ao hipocampo e realizaram-se comparagdes entre 0s grupos e dentro

dos subgrupos com duas horas e quatro horas de reperfuséo.

QUADRO 1 - Descricdo do método qualitativo por escore para avaliacdo do cérebro dos

animais de estudo apos tratamentos e induc¢do de isquemia e reperfusdo.

Regido de Descricéo dos graus de leséo por escores*
avaliacdo e tipo de
1a5a0 € 1PD 0 1 2 3
lesdo a ser avaliada
Vacuolizacdo e - Vacuolizacdo e
A ~ Vacuolizacdo e 5
Substéancias branca N congestdo com x congestéo
. Auséncia congestao em duas A
e cinzenta do N foco em uma - ocupando as trés
. de leséo T« regides de .~
cérebro regiao de avaliacio regides de
avaliacdo ¢ estudo
Presenca de Presenca de
nGe Presenca de nGe
A neurdnios A neurénios
Neurdnios - N neurénios e
L Auséncia isquémicos e R isquémicos e
isquémicos no x x isquémicos e x
) de lesdo congestao em X congestdo nas
cortex cerebral ix congestao em duas - L
uma regido de 2 trés regides de
2 regibes de estudo
avaliacdo estudo
Presenca de
A\ Presenca de Presenca de nGe
Neurdnios L5 A neurénios
A - neurdnios neurénios S
isquémicos na Auséncia R L isquémicos
Sx x isquémicos isquémicos em .
regido do de lesdo X i associada a
. concentrados em | mais de uma area ;
hipocampo . intensa
apenas uma area de estudo o
vacuolizacao
Presenca de
congestéo,
LesBes de isquemia Presenca de vacuolizagéo de
e reperfusdo no A congestdo epitélio e perda
P e Auséncia Presenca de 9 P °P
plexo cordide x x associada a da arquitetura
- de lesdo congestéo S .
préximo ao vacuolizacdo de do revestimento
hipocampo epitélio do plexo
associada a
hemorragia

*Metodologia descritiva adaptada de Mendes et al.”®, Wellons et al.” e Shafri et al.”®, com
estabelecimento de escores para avaliagdo qualitativa das laminas.

6. Métodos estatisticos

Realizou-se a avaliacdo histopatologia descritiva e o teste de normalidade de
Shapiro-Wilk. Foi feita analise estatistica pelo teste para dados ndo paramétricos de Kruskal
Wallis associado ao teste de Dunn, para a avaliacdo da diferenca entre os grupos. O teste de
Mann Whitney foi utilizado para a avaliacdo comparativa entre os subgrupos de duas e quatro
horas de reperfusdo. Os testes ANOVA e Tukey foram utilizados para os dados paramétricos
de quantidades de gordura visceral dos animais e concentracdo de triglicerideos totais nos
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tempos O e aos 60 dias de experimento. Todos os testes foram aplicados utilizando o
programa estatistico BioEstat® verséo 5.3.

Resultados

A andlise do EECP revelou pH médio de 5,7 £ 0,456, teor de sélidos de 29,19% +
0,003 e densidade média de 0,944 + 0,003 g/mL. O extrato apresentou 88g ATE. Kg* de
compostos fenolicos totais, o que corresponde a 30,14% do residuo seco.

As concentragdes de triglicerideos no tempo O ndo apresentaram diferenca
estatistica significativa entre os grupos. Houve aumento significativo nos niveis de
triglicerideos em todos o0s grupos aos 60 dias de avaliacdo (p < 0,05), porém os grupos H e HP
apresentaram hipertrigliceridemia evidente (p < 0,05) em relacdo aos grupos N e NP (Tabela
1). A suplementagdo com EECP n&o alterou de forma significativa as concentragdes de
triglicerideos.

TABELA 1 — Médias (n=12) das concentra¢bes de triglicerideos totais (mg/dl) do sangue
periférico de ratas nos tempos (T) 0 e 60 dias de experimento.
DIETAS (GRUPOS)

Periodo Comercial sem Comercial com Hipercalérica Hipercalérica
EECP (N) EECP (NP) sem EECP (H)  com EECP (HP)
T=0 143,00 + 9,67 138,67 + 9,87 149,67 + 13,77 139,00 + 4,81
T=60* 167,677 +588  151,17°+722  230,67°+13,44 234,33°+12,29
p (T=60) 0,0000001

*Letras diferentes na mesma linha representam diferenca estatistica significativa (testes ANOVA
e Tukey entre 0s grupos).
EECP- Extrato etandlico da casca de pequi.

Os animais dos grupos H e HP apresentaram maior quantidade de gordura visceral
aos 60 dias (p < 0,05) quando comparados aos grupos N e NP, que ndo receberam a dieta
hipercalorica (Tabela 2). A suplementacdo com EECP n&o alterou de forma significativa as
quantidades de gordura visceral dos animais do estudo. Porém, deve-se ressaltar que a dieta
hipercaldrica utilizada foi eficiente em promover o surgimento de hipertrigliceridemia,

sobrepeso e deposicédo de gordura visceral na cavidade abdominal dos animais.
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TABELA 2 — Meédias (n=12) dos pesos da gordura visceral (g) presente no tecido adiposo
retroperitoneal, inguinal e omental de ratas aos 60 dias de experimento.
DIETAS (GRUPOS)

Periodo Comercial sem Comercial com Hipercaldrica Hipercaldrica
EECP (N) EECP (NP) sem EECP (H) com EECP (HP)
T=60 8,33+ 2,42 5,25 + 2,86 265+577° 24,75+ 6,28
P 0,0000001

*Letras diferentes na mesma linha representam diferenca estatistica significativa (testes
ANOVA e Tukey entre 0s grupos).
EECP- Extrato etandlico da casca de pequi.

Na avaliagdo histopatologica notou-se intensa vacuolizagdo de substancia branca
em todos os animais sem que houvesse qualquer diferenca estatistica entre 0s grupos e
subgrupos relativos aos tempos de reperfusdo, independente do tratamento (Figura 1A). Em
todos os grupos, foi possivel observar neurénios isquémicos na regido cortical, principalmente
nas camadas Ill (camada piramidal externa), IV (camada granular interna) e V (camada
piramidal interna) do cortex, associados a congestdo e vacuolizagdo (Figura 1B),

principalmente nas camadas IV e V, porém com intensidades diferentes entre 0s grupos.

e £ RS ;':'2 B . \Q'v‘ ~‘q‘ 8 :’-. >
gy o SRS T ,? “"‘_ "‘\\ C iy e ?ﬁ.\a o en
FIGURA 1 — Fotomlcrografla de encefalo de rata apos indugéo de isquemia cerebral global por
45 minutos e reperfusdo de duas horas, grupo N2. HE. A) Regido de substancia
branca intensamente vacuolizada (seta azul) adjacente ao hipocampo e circundante
ao plexo coroide. 2,5X. B) Cortex cerebral parietal apresentando lesbes de
isquemia e reperfusdo cerebral, neurdnio isquémico (seta preta), congestdo (seta
verde) e vacuolizacdo de neurdpilo (seta vermelha). 100x.

A maior parte das lesGes observadas concentrava-se nas regides do cortex frontal
e parietal. Apos duas horas de reperfusdo, a quantidade e distribuicdo de neurbnios

isquémicos foi significativamente menor (p < 0,05) no grupo HP2 em relacdo ao grupo N2
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(Tabela 3). N&o houve diferenga estatistica significativa entre os grupos as quatro horas e nem

quando comparados 0s subgrupos de duas e quatro horas entre si.

TABELA 3 — Escores relativos a distribuicdo de neurbnios isquémicos encontrados no cortex
cerebral de ratas de acordo com a dieta (N=comercial ou H =hipercal6rica),
suplementagdo ou ndo com extrato etandlico da casca de pequi (P) e tempo de
reperfusdo de duas (T=2) ou quatro (T=4) horas.

DIETAS (GRUPOS)

N NP H HP N NP H HP
Animal T=2" T=2/% T=2"% T=2F T=4 T=4 T=4 T=4
1 3 2 2 1 2 1 1 1
2 2 2 2 1 2 2 2 2
3 2 2 2 2 2 2 1 2
4 2 3 2 2 2 3 3 3
5 2 2 2 2 2 2 3 2
6 3 2 2 1 2 2 3 2
p 0,03 0,8574

Letras diferentes na linha correspondente aos tempos de reperfusdo representam diferenca
estatistica ap0s as avaliagdes pelos testes de Kruskal Wallis e Mann Whitney.

Ap0s duas horas de reperfusdo, os animais do grupo HP2 apresentaram, de forma
estatisticamente significativa (p < 0,05), menor grau de vacuolizacdo de substancia cinzenta
guando comparados ao grupo H2; porém ndo houve diferenca estatistica significativa em
relacdo aos grupos N2 e NP2. As quatro horas de reperfusdo, o grupo HP4 comportou-se de
forma similar, demonstrando de forma significativa (p < 0,05) menos lesdes que 0s grupos N4
e H4, porém, sem diferenca significativa com o grupo NP4 (Tabela 4). Nao houve diferenca

significativa nos subgrupos entre os periodos de reperfuséo.

TABELA 4 — Escores relativos a vacuolizagdo de neurdpilo no cortex cerebral de ratas de
acordo com a dieta (N=comercial ou H =hipercaldrica), suplementagdo com
extrato etandlico da casca de pequi (P) e tempo de reperfusdo de duas (T=2) ou
quatro (T=4) horas.

DIETAS (GRUPOS)

N NP H HP N NP H HP
Animal T=2"% T=2%% T=2A T=28  T=4"® T=4"%C T=4"® T=4°
1 2 1 3 1 2 2 3 1
2 2 2 3 1 3 2 2 1
3 2 1 3 1 2 2 3 1
4 2 3 3 2 3 3 2 1
5 2 1 2 2 3 1 3 1
6 2 1 2 1 2 3 3 1
p 0,0081 0,0026

Letras diferentes na linha correspondente aos tempos de reperfusdo representam diferenga
estatistica apds as avaliacdes pelos testes de Kruskal Wallis e Mann Whitney.
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N&o houve diferenca estatistica significativa entre os grupos N, H, NP e HP
quanto a avaliacdo das lesdes observadas no hipocampo dos animais, € nem entre 0s

subgrupos de duas e quatro horas de reperfusdo (Tabela 5).

TABELA 5 — Escores relativos as lesdes no hipocampo cerebral de ratas de acordo com a dieta
(N=comercial ou H =hipercaldrica), suplementacdo com extrato etandlico da
casca de pequi (P) e tempo de reperfusdo de duas (T=2) ou quatro (T=4) horas.

DIETAS (GRUPOS)

N NP H HP N NP I HP
Animal  T=2 T=2 T T=4
1 2 3
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NN NN
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WERLr NN P
R NNEFE W W

0,2238 0,9558

Foi possivel observar neur6nios isquémicos no hipocampo, principalmente na
regido do giro denteado, além de vacuolizacdo na mesma regido em todos 0s grupos nos dois
tempos de reperfusdo. Também observou-se alguns neurbnios isquémicos na regido dorsal do
hipocampo em menor grau quando comparado ao giro denteado em alguns animais, porém
ndo se visualizou vacuolizacdo nessa regido.

Ao realizar-se a avaliagdo descritiva comparando os subgrupos de duas e quatro
horas de reperfusdo das regides do hipocampo, evidenciou-se que, independente do tempo de
avaliacdo, o giro denteado foi a regido mais afetada nesse estudo.

N&o houve diferenca entre os grupos N, H, NP e HP quanto as lesdes observadas
no plexo coroide hipocampal. Contudo, os animais do grupo HP apresentaram lesGes menos
graves (p < 0,05) nessa regido as quatro horas de reperfusdo quando comparado aos animais
de duas horas do mesmo grupo (Tabela 6).

AlteracGes estruturais acentuadas do plexo cordide proximo a regido hipocampal,
com presenca de congestao, vacuolizacdo do epitélio, perda da arquitetura e hemorragia foram

observadas em 60% dos animais (29/48).
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TABELA 6 — Escores relativos as lesdes no plexo cordide hipocampal de ratas de acordo com a
dieta (N=comercial ou H =hipercaldrica), suplementagdo com extrato etandlico
da casca de pequi (P) e tempo de reperfusdo de duas (T=2) ou quatro (T=4)

horas.
DIETAS (GRUPOS)
N NP H HP N NP H HP
Animal T=2 T=2 T=2 T=2* T=4 T=4 T=4 T=4"

1 2 3 3 3 2 2 3 2
2 3 3 2 3 3 3 2 2
3 3 3 2 3 2 3 3 2
4 3 3 2 3 2 3 2 2
5 3 2 2 3 3 3 3 2
6 3 2 3 3 3 2 3 3
p 0,0798 0,28

*Diferenca estatistica significativa ap6s as avaliacGes pelo teste de Mann Whitney entre os
tempos de reperfuséo para o grupo HP (p = 0,0082).

Discussao

A quantidade de compostos fenolicos presentes no extrato etandlico da casca de
pequi nesse estudo foi menor que as encontradas em outras pesquisas™. Contudo, o teor de
compostos fendlicos pode variar muito de acordo com o método de extracdo, local e periodo

1529 Este fato ndo determinou auséncia de resultados menos

de aquisicdo dos frutos
significativos quanto a capacidade de neuroprotecdo, pois observou-se reducdo
estatisticamente significativa das lesGes no grupo grupo que recebeu a dieta hipercalérica
tratado com o EECP.

Sabe-se que, apesar de haver uma relacdo entre a quantidade de compostos
fendlicos e efeitos benéficos sobre o organismo, a estrutura molecular também é um dos
fatores determinantes para a sua atividade, assim como a capacidade de manutencdo de sua

15, Com isso, os resultados

estrutura e atividade apds a absorcdo pelo sistema gastrointestina
observados nesta investigacdo podem ter relagdo com a estabilidade molecular dos compostos
fenolicos do EECP ap0s absorcéo.

A dieta hipercalorica utilizada neste estudo ocasionou aumento significativo da
deposicao de gordura visceral e nas concentragdes de triglicerideos aos 60 dias nos grupos H e
HP, como esperado. Resultados similares foram obtidos em estudos com 0 mesmo tipo de

dieta®™*

, que descreveram o aumento da deposicdo de gordura na regido visceral induzindo
obesidade em ratos. Da mesma forma, foi observado aumento significativo nos niveis de

triglicerideos e na porcentagem de gordura visceral dos animais ao utilizarem a dieta
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hipercalorica, determinante no aparecimento de alteracdes metabdlicas como aumento da
leptina, reducéo da adiponectina e alteracfes cardiovasculares, proporcionando 0 aumento no
risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares associadas a esse tipo de dieta.

O aumento significativo nas concentracdes de triglicerideos observado em todos
0s grupos aos 60 dias pode ter ocorrido por variagdes metabdlicas que ocorrem com 0
envelhecimento dos animais®. Porém, o aumento nos grupos H e HP foi significativamente
maior do que o observado nos animais que ndo receberam a dieta, grupos N e NP, o que pode
demonstrar a capacidade da dieta em elevar os triglicerideos. A hipertrigliceridemia vem
ganhando visibilidade e comega a ser considerada um fator de risco associado ao
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, acredita-se que triglicerideo aumentado em
jejum tenha relacdo com o aumento das lipoproteinas ricas em triglicerideos, que sdo capazes
de piorar quadros de aterosclerose e induzir trombose e inflamag&o dos vasos®***,

Né&o foi observada influéncia benéfica do EECP nos niveis de triglicerideos e na
deposicao de gordura visceral neste trabalho; porém, estes resultados ndo séo suficientes para
determinar que ndo houve qualquer efeito benéfico do EECP sobre o organismo durante o
periodo experimental com a dieta hipercaldrica. Em outro estudo que utilizou polpa e semente
de pequi também ndo foi observada influéncia dessa suplementacdo sobre os niveis de
triglicerideos dos animais, mas observou-se um aumento significativo de lipoproteinas
antiaterogénicas®>.

Neste estudo, o grupo HP apresentou reducao significativa das lesGes ocasionadas
pela inducdo de isquemia e reperfusdo encefalica. Acredita-se que o EECP tenha sido
responsavel por essa reducdo nos indices de leséo, pois relatos com extratos similares in vitro
demonstraram alta capacidade de captura de radicais livres em meio hidrofilico e de reducao
do ferro, que é substrato para formacdo de EROS®*?’. Além disso, em outro trabalho com
extrato de casca de pequi produzido a partir de epicarpo e mesocarpo externo, registrou-se alta
capacidade de reduzir, ou mesmo inibir, a peroxidacdo lipidica por neutralizacdo do radical
H,0, in vitro®’.

A isquemia encefalica global, nos periodos estabelecidos, foi capaz de promover
lesGes classicas de isquemia e reperfusdo no cérebro das ratas. O tempo preconizado para o
principio do surgimento de lesdes é de 10 minutos de parada do fluxo sanguineo e quanto
maior o tempo de isquemia, mais graves as lesdes observadas pos reperfusdo®. O periodo de
reperfusdo maximo de quatro horas neste protocolo foi curto para se observar lesdes como
apoptose e infiltrado inflamatorio. O processo de reperfusdo cerebral é complexo pois fatores

intrinsecos pos isquémicos determinam o surgimento de hiperemia e fluxo inconstante em
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diferentes zonas cerebrais pds isquemia encefalica transitoria, determinando o surgimento de
mais lesGes associadas a isquemia, inflamac&o e ruptura da barreira hematoencefalica, mesmo
apos o restabelecimento do fluxo sanguineo principal para o encéfalo. Preconiza-se para
humanos que a janela terapéutica de oito horas € o tempo que se tem para tentar restabelecer o
fluxo normal e minimizar essas lesbes com agentes neuroprotetores®. Nesta pesquisa, 0
EECP foi fornecido por 30 dias antes do procedimento de inducdo de isquemia encefalica
transitdria e acredita-se que possa ter promovido neuroprotecdo no grupo HP, minimizando os
danos.

O efeito neuroprotetor in vivo aqui observado deve ser advindo do potencial
antioxidante dos compostos fendlicos presentes no EECP utilizado. Essa hipdtese se justifica
pelo fato da maior parte de lesdes ocasionadas por estresse oxidativo no cérebro de forma
aguda ser resultante dos altos indices de peroxidacao lipidica ocasionadas por EROs formados
durante a reperfusdo®.

O fato de o grupo HP ter apresentado menores escores de lesdes também pode
indicar que o EECP apresenta atividade mais efetiva de neuroprotecdo em animais
alimentados com dieta hipercaldrica. Existem relatos que demonstraram efeitos benéficos de
antioxidantes em reduzir a peroxidacdo lipidica e aumentar a producdo de enzimas
antioxidantes enddgenas, 0 que atenua 0 estresse oxidativo sisttmico em quadros de
obesidade induzida por dieta hipercal6rica* .

Foi observada intensa vacuolizacdo de substancia branca em todos os animais,
para ambos os tempos de reperfusdo. Apesar do estresse oxidativo cerebral induzido poder
produzir lesdes em substancia branca®, nesse estudo o método de indugdo pode néo ter sido
suficiente para promover lesdes tdo intensas e similares em todos os animais, portanto outro
elemento pode ter sido determinante no aparecimento de lesdes com esse grau de intensidade.

Nesse estudo, imediatamente ap6s a liberacdo do fluxo sanguineo para o cérebro,
0s animais eram mantidos aquecidos e em mascaras de oxigénio a 100% e assim
permaneciam até a melhora da funcdo respiratoria, pois ao final do procedimento cirurgico
observava-e intensa dispneia nos animais. Apesar do fornecimento de oxigénio fazer parte do
tratamento inicial para a isquemia cerebral global, o mesmo é considerado controverso*, pois
o fornecimento de O, a 100%, no momento da reperfusdo, pode desencadear uma lesédo
conhecida por hiperoxia, 0 que aumenta intensamente a producdo de EROs e a peroxidagéo
lipidica no encéfalo, principalmente na substancia branca, que se desdobra no aumento da
area de lesdo, maior desenvolvimento de edema e também esta associada a maior perda

neuronal®®. Essas alterages foram observadas nesse estudo, contudo, o fornecimento de
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oxigénio no momento da reperfusdo foi fundamental para a sobrevivéncia dos animais pelo
periodo de estudo, e ndo poderia ter sido descartado.

Neste trabalho, verificou-se que o extrato etanolico da casca de pequi (Caryocar
brasiliense) reduziu a vacuolizacdo de substancia cinzenta e lesdes no plexo coroide
hipocampal no quadro de isquemia encefalica transitoria induzida em ratas alimentadas com
dieta hipercaldrica. Contudo, ndo influenciou a deposicdo de gordura visceral nem as
concentracgdes de triglicerideos.

A reducdo da vacuolizacdo de neuropilo observada no cortex cerebral dos animais
do grupo HP e das lesGes de plexo cordide com o avangar do tempo mostram-se como
resultados promissores em relacdo ao uso do EECP como agente neuroprotetor in vivo. Mais
estudos devem ser realizados para a determinacdo dos mecanismos de neuroprotecdo desse
extrato e sua atuacdo sobre o quadro de dislipidemia e obesidade, além da determinacdo e
isolamento de pricipios ativos e estabelecimento de dosagens para a obtencdo de respostas
organicas melhores. O EECP é uma fonte interessante e importante de pesquisa, tanto na area

de salide quanto no aspecto de desenvolvimento sustentavel e protecdo do bioma cerrado.

Concluséao

O extrato etandlico da casca de pequi (EECP) apresenta acdo benéfica na

isquemia encefalica global transitdria induzida, em ratas submetidas a dieta hipercaldrica.
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CAPITULO 3 -VIABILIDADE NEURONAL APOS REPERFUSAO E
MARCACAO DE p-ERK1/2 E p-AMPKa EM RATAS ALIMENTADAS
COM DIETA HIPERCALORICA E SUPLEMENTADAS COM
EXTRATO DA CASCA DE PEQUI

Resumo

O pequi, fruto simbolo do cerrado brasileiro, demonstrou beneficios in vitro e in vivo sobre
estresse oxidativo induzido. O objetivo com esse estudo foi avaliar o efeito do extrato
etanolico da casca de pequi sobre a viabilidade celular do cértex cerebral e hipocampo e sobre
a expressao de p-ERK1/2 e P-AMPKa no cortex cerebral apés inducdo de isquemia e
reperfusdo cerebral global induzida em ratas alimentadas com dieta hipercal6rica. Foram
utilizadas 40 ratas alocadas em quatro grupos: dieta comercial, dieta comercial com
tratamento com extrato, dieta hipercaldrica e dieta hipercaldrica com tratamento com extrato.
Foi realizada avaliagdo quantitativa dos neurdnios viaveis e invidveis no cortex cerebral e
hipocampo e das células marcadas pelos anticorpos anti p-ERK1/2 e p-AMPKa no cértex
cerebral. O extrato etandlico da casca de pequi ndo apresentou influéncia sobre a viabilidade
neuronal no cortex cerebral e hipocampo, porém apresentou efeito modulatério sobre a
expressdo de p-ERK1/2 e p-AMPKa, com reducdo no cortex cerebral.

Palavras-chave: Antioxidante, Caryocar brasiliense, neuroprotecéo, obesidade.

POST-REPERFUSION NEURON VIABILITY AND p-ERK1/2 AND p-AMPKa
MARKING IN RATS FEED WITH HIGH CALORIC DIET AND PEQUI MESOCARP
ETHANOLIC EXTRACT

Abstract

Pequi fruit, a symbol of the Brazilian cerrado, has demonstrated in vitro and in vivo benefits
on induced oxidative stress. The objective of this study was to evaluate the effect of the pequi
mesocarp ethanolic extract on cell viability of the cerebral cortex and hippocampus and on p-
ERK1/2 and P-AMPKa expression in the cerebral cortex after induction of global cerebral
ischemia and reperfusion in rats fed with a hypercaloric diet. Fourty female rats were
allocated in four groups: commercial diet, commercial diet with extract treatment,
hypercaloric diet and hypercaloric diet with extract treatment. Quantitative evaluation of
viable and non-viable cerebral cortex and hippocampus neurons and cells marked by the anti-
pPERK1/2 and p-AMPKa antibodies in the cerebral cortex were performed. The ethanolic
extract of pequi mesocarp had no influence on neuronal viability in the cerebral cortex and
hippocampus, but showed modulatory downregulation effect on p-ERK1/2 and p-AMPKa in
the cerebral cortex.

Keywords: Antioxidant, Caryocar brasiliense, neuroprotection, obesity.
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Introducéo

E consenso que dietas hipercaléricas, dislipidemias e obesidade sdo problemas
graves de saude publica por resultarem em doencas cardio e cerebrovasculares. Essas
enfermidades s&o a principal causa de mortes de pessoas no mundo e apresentam as mais
elevadas taxas de morbidade®. Além disso, uma dieta hipercaldrica pode resultar em estresse
oxidativo generalizado, o que deteriora de forma significativa o bom funcionamento organico,
reduzindo as defesas antioxidantes endogenas e aumentando o potencial de danos nos casos
de isquemia e reperfuséo®.

A isquemia cerebral global é ocasionada pela reducéo abrupta do fluxo sanguineo
para o0 encéfalo. Como este 6rgdo apresenta uma das maiores demandas metabolicas do
organismo, alteracdes que cursam com a reducdo da quantidade de oxigénio e nutrientes
determinam o aparecimento de lesGes graves como morte neuronal seletiva, principalmente
nas regides do cortex e hipocampo, acionamento do metabolismo anaerdbico,
excitotoxicidade por liberacdo de glutamato no espago extracelular e lesGes na substancia
branca®*°.

A reversdo do quadro isquémico por retorno abrupto da circulagdo para o encéfalo
caracteriza a reperfusdo. Embora o fendbmeno seja fundamental para o tratamento e
sobrevivéncia do paciente, inicia-se uma cascata de eventos bioquimicos e moleculares que
resultam em ampla producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (EROs e ERNs
respectivamente). Essas moléculas sdo instaveis e se utilizam da captacdo de elétrons de
moléculas estaveis para se estabilizar®.

As espécies reativas sdo neutralizadas por antioxidantes, que sdo moléculas com
alta capacidade redutora capazes de estabilizar EROs e ERNs. O desequilibrio causado pelo
excesso de espécies reativas e a baixa producdo de antioxidantes para neutralizacdo das
mesmas é denominado estresse oxidativo. Este fendmeno resulta em lesdes celulares e
ativacdo de mecanismos moleculares de morte celular por necrose e apoptose, além de
estimular processo inflamatério’.

O estresse oxidativo também aciona mecanismos de defesa moleculares, a fim de
manter o funcionamento do encéfalo e estimular as defesas antioxidantes endogenas. Porém,
esses mecanismos, quando acionados de forma exacerbada, podem determinar a piora do
guadro, como ocorre no aumento da expressdo de proteinas de pré-sobrevivéncia celular

como a ERK1/2. Esta quinase é regulada por sinalizagdo extracelular e participa na ativagéo
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de genes antioxidantes e antiapoptéticos; todavia, a proteina também pode ativar cascatas de
sinalizacdo de morte celular por apoptose e inflamagéo®.

De forma similar, ocorre a ativagdo da proteina AMPKa, responsavel pelo
balanco energeético da célula e importante em quadros de isquemia e reperfusdo cerebral, para
reequilibrar o0 metabolismo energético. No entanto, os beneficios de sua ativagdo,
intensificada durante o estresse oxidativo, sdo contraditorios, pois existem evidéncias que
pode ser deletéria e promover morte celular®. Essas lacunas estimulam a realizacdo de estudos
sobre 0 uso de antioxidantes exdgenos, como 0s presentes em plantas e medicamentos com
agentes neuroprotetores, redutores do estresse oxidativo, que melhoram o estado metabdlico
de pacientes com dislipidemia e obesidade %1213,

O pequi (Caryocar brasiliense) € um fruto tipico do cerrado brasileiro muito
apreciado na culinaria regional, além de ser uma fonte importante de renda e também
utilizado como fitoterpico. A casca, o fruto e a semente demonstraram atividade
antioxidante, pois esses sdo ricos em compostos fendlicos com grande potencial redutor,
apresentando-se como uma interessante fonte de estudo com resultados promissores'*>*®,

Estudos in vitro demonstraram que extratos de casca de pequi apresentam
importantes quantidades de polifendis, que neutralizam espécies reativas em meio aquoso®’ e
apresentam capacidade de reducdo e inibic&o da peroxidacdo lipidica'. Em pesquisas in vivo
com o extrato de polpa, observou-se reducdo tanto da lipoperoxidacdo no figado de ratos
alimentados ou ndo com dieta hipercalérica quanto do quadro de estetose hepética'®. Com
isso, 0 extrato a base de casa de pequi se mostra uma fonte interessante e importante de
estudos na area da salde, em especial na area de controle e tratamento de enfermidades que
cursam com estresse oxidativo.

Com o presente estudo objetivou-se avaliar o efeito do extrato etandlico da casca
de pequi (EECP) sobre a viabilidade neuronal no cértex e hipocampo cerebral e sobre a
expressdo das proteinas p-ERK1/2 e p-AMPKa no cortex cerebral diante do quadro de

isquemia encefalica global transitdria induzida em ratas submetidas a dieta hipercaldrica.

Material e Métodos

O estudo foi realizado nas dependéncias da Universidade Federal de Goiés, na
Escola de Veterinaria e Zootecnia, em parceria com a Faculdade de Farméacia e do Instituto de
Patologia Tropical e Satde Publica e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) — UFG (Protocolo n° 072/12, ANEXO A e B).



38

1. O extrato etandlico da casca de pequi (EECP)

O EECP foi produzido a partir de frutos adquiridos do comércio local proveniente
da regido sul da Bahia. Os frutos foram higienizados e a casca (epicarpo e mesocarpo externo)
foi separada e picada manualmente, seca em estufa de ar forcado a 58°C por 72 horas e
triturada em moinho analitico. Em seguida, foi realizada extragdo alcodlica, utilizando-se 1kg
de casca pulverizada em 1 litro de etanol a 95%. O extrato resultante foi submetido a
rotoevaporagdo a frio e armazenado a 4°C, técnica adaptada de Roesler et al.*.

Realizou-se a caracterizacdo fisico-quimica do extrato determinando o teor de
s6lidos, densidade e pH®. Também foi feita a quantificagdo de compostos fenélicos totais,
taninos totais pelo método de Folin Denis?®* e dos flavondides totais por método

espectofotométrico?.

2. Animais, dietas e delineamento experimental

Para o estudo in vivo, foram utilizadas 40 ratas da linhagem Wistar, adultas
jovens, pesando em média 200 gramas, distribuidas em grupos e subgrupos como descrito no
Quadro 1. Os animais foram submetidos a um periodo de adaptacdo de 10 dias antes do inicio
dos protocolos experimentais e mantidos em ambiente com temperatura controlada de 24°C
+/- 2°C, com agua e racao a vontade e ciclos de claro e escuro de 12 horas por todo o periodo

experimental.

QUADRO 1 - Distribuicdo dos grupos e subgrupos para o estudo, de acordo com o
fornecimento do extrato de pequi (EECP), a dieta e o tempo de

reperfuséo.

Grupo Subgrupo (n=10 cada) Tempo de reperfusdo (n=5 cada)
NP (dieta normocalérica NP 2 horas
EECP suplementada com EECP) NP 4 horas
(n=20) HP (dieta hipercal6rica suplementada HP 2 horas
com EECP) HP 4 horas
. - N 2 horas
Controle N (dieta normocalorica sem EECP) N4 horas
(n=20) . . - H 2 horas
H (dieta hipercaldrica sem EECP) 0 4 horas

Apos a adaptacdo, forneceu-se aos animais dos grupos N e NP racdo comercial
propria para roedores (Presence®, Presence Nutricdo Animal, Paulinea, SP, Brasil),
(Composicdo em ANEXO C) e para os grupos H e HP racdo hipercalérica peletizada

padronizada® composta por 37,5% de racdo comercial, 25% de chocolate branco, 25% de
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amendoin torrado e 12,5% de biscoito de maisena. As dietas foram fornecida na mesma
quantidade, a vontade, por 60 dias.

O tratamento com o EECP foi fornecido por 30 dias diariamente, iniciado 30 dias
apos o inicio das dietas, na dose de 600 mg/kg de peso vivo por gavagem. As doses foram

ajustadas semananalmente.

3. Procedimento cirdrgico e colheita de amostras

Encerrado o periodo de 60 dias, foi realizada a indugéo cirargica do quadro de
isquemia encefélica transitoria, por ocluséo bilateral das artérias cardtidas comuns, associada
a hipotensdo induzida por meio anestésico. Para medicagdo pré-anestésica, utilizou-se
10mg/kg de clorirato de tramadol (Cloridrato de Tramadol®, Unido Quimica, Sdo Paulo, SP,
Brasil) e 3mg/kg de cloridrato de midazolam (Midazolam®, Unido Quimica, Sdo Paulo, SP,
Brasil) por via intraperitonial e o anestésico inalatorio isoflurano (lsoforine®, Cristélia,
Itapira, SP, Brasil) para inducdo e manutencdo anestésica. Foi padronizado o tempo de 45
minutos de isquemia para todos os animais. Os tempos de reperfusdo foram de duas ou quatro
horas para os subgrupos (Quadro 1), técnica adaptada de Wellons et al.?*. Apds os
procedimentos, foi realizada a eutanasia dos animais por overdose anestésica com isofluorano
(Isoforine®, Cristalia, Itapira, SP, Brasil) em cadmara fechada e os encéfalos foram colhidos,
mantidos em formol tamponado a 10% por 48 horas, recortados e posteriormente imersos em
alcool etilico a 70%, para preparacdo das laminas para as avaliacbes histoquimicas e

imunohistoquimicas.

4. Analise histopatoldgica

As laminas histoldgicas foram preparadas e coradas pela técnica histoquimica de
violeta cresil (coloracdo de Nissl)®® e de hematoxilina e eosina®’. As regides de cortex
cerebral e hipocampo foram fotografadas no aumento de 200 x em microscépio de campo
claro, acoplado a um sistema de captura de imagem, para a avaliacdo da viabilidade neuronal

126, O cortex cerebral foi dividido em

dessas regides segundo, a técnica adaptada de Shafri et a
trés regides rostral, média e caudal. As avalia¢des consistiram em contagem manual de células
viaveis e inviaveis, como descrito na Figura 1, em seis fotomicrografias em uma area de
tamanho igual para cada imagem, sendo duas fotomicrografias de cada regi&o.

A contagem foi realizada de forma similar no hipocampo, considerando-se as
divisdes em quatro regides: Zonas CAl, CA2 e CA3 e o giro denteado (Figura 2). Foram

utilizadas duas fotos por zona, e estabeleceu-se uma area de tamanho igual por
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fotomicrografia. Para andlise da regido do giro denteado, foram utilizadas trés fotos e
estabeleceu-se area igual para cada fotomicrografia. Para essa regido utilizou-se a coloracdo
de hematoxilina e eosina®’. A contagem dos neurdnios viaveis e inviaveis foi realizada
manualmente com o programa de analise de imagens Image J, versdo 1.48v, utilizando-se o

recurso cell counter.
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FIGURA 1 — Cortex cerebral de rata do grupo HP apo6s 45
minutos de isquemia e duas horas de reperfusdo
cerebral induzida. Neurdnios considerados
inviaveis (cabegas de seta vermelhas) apresentando
basofilia, retracdo, perda de arquitetura neuronal e
auséncia do corplsculo de Nissil. Os neurdnios
considerados viaveis (cabecas de seta pretas)
apresentaram-se redondos, de citoplasma claro, n,
discretamente basofilico, com arquitetura celular
preservada e presenca do corpusculo de Nissil.
Coloragdo violeta cresil 200x.

HP — grupo que recebeu dieta hipercalérica e foi
suplementado com extrato etandlico da casca de

pequi.
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N & : AR

URA 2 — Regido do hipocampo do cérebro de rata do
grupo N ap6s 45 minutos de isquemia
seguidos de duas horas de reperfusao.
Demonstracdo das divisbes das zonas CA1,
CA2, CA3 e giro denteado (GD) do
hipocampo. Hematoxilina e eosina, 50x.
N — grupo que recebeu dieta comercial e ndo
foi suplementado com extrato etandlico da
casca de pequi.

FIG

5. Imunoistoquimica

As laminas de imunoistoquimica foram preparadas segundo a técnica adaptada de
Aratijo et al.®. Essas foram desparafinadas, hidratadas, permeabilizadas com sédio dodecil
sulfato (SDS) a 1% e realizou-se o bloqueio da peroxidase enddgena. Em seguida, passaram
por recuperacdo antigénica em microondas com poténcia de 620 watts por oito minutos em
solucdo de citrato de sédio com pH 6. Logo apds, realizou-se o bloqueio de reacdes
inespecificas com leite desnatado e soro albumina bovina e colocou-se 0s anticorpos anti-
phospho-ERK1/2  (Phospho-p44/42 MAPK®, polyclonal antibody, Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, EUA) na diluicdo de 1: 500 e anti-phospho-AMPKa (phospho-
AMPKa Thr172®, monoclonal antibody, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, EUA) na
diuicdo de 1:200, overnight. Apds esse periodo colocou-se o anticorpo secundario Kit LSAB®
(Universal LSAB™+ kit HRP, rabbit/mouse/goat®, DAKO, Carpinteria, CA, EUA) e
realizou-se a revelacdo da reacdo com o cromégeno diamenobenzidina-peroxidase (Liquid
DAB Substrate Chromogen System, Dako, Carpinteria, CA, EUA).

Foi realizada a contagem manual das células marcadas pelos anticorpos no cortex
cerebral, dividido e analisado de forma similar a descrita para a analise histoquimica,

adaptado da técnica descrita por Xuan et al.?.
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6. Métodos estatisticos
Para a analise estatistica dos dados foram utilizados o teste de normalidade de
Shapiro-Wilk e os testes ANOVA, Tukey e Scott Knott utilizando o programa estatistico R®

3.0.2.

Resultados

Os dados obtidos sobre as andlises fisico quimicas, quantidade de fendis totais,
taninos e flavondides presentes no EECP estdo descritos no Quadro 2.

QUADRO 2 — Dados obtidos das andlises fisico quimicas e quantificacdo dos fendis totais, taninos e
flavonoides em extrato etandlico da casca de pequi (Caryocar brasiliense).

Avaliagéo Quantidade média Porcentagens no extrato
Teor de sélidos 275,72 g/L 29,19% =+ 0,003 do extrato
Densidade média 0,944 + 0,003 g/mL -
pH médio de 5,7 + 0,456 -
Fendis Totais 88g ATE. Kg™ 30,14% dos solidos
Taninos 64,99 ATE. Kg* 22,23% dos fenois totais
Flavondides 16,89 ER. Kg™. 5,75% dos fendis totais

ATE — Tanino equivalente.
ER — Equivalente a rutina.

A quantidade de células viaveis no cortex cerebral apds duas horas de reperfusdo
foi significativamente maior nos grupos H e HP em relag&o ao grupo N e NP (p < 0,05) e ndo
se observou diferenca entre 0s grupos quanto ao nimero de células invidveis (Tabela 1).
Apbs quatro horas de reperfusdo, o grupo NP apresentou menor numero de células viaveis em
relacdo aos outros grupos (p < 0,05), porém ndo houve diferenca estatistica significativa

quanto o numero de células inviaveis nesse periodo.

TABELA 1 — Quantidade média de neurbnios viaveis e inviaveis no cortex cerebral de ratas de
acordo com a dieta (N=comercial ou H =hipercal6rica), suplementacdo ou ndo
com extrato etandlico da casca de pequi (P) e tempo de reperfusao (T).

Viaveis T= 2h Viaveis T= 4h Invidveis T=2h  Inviaveis T= 4h

Tratamento

N 46.6" 48.8" 42.8" 38.4"
NP 40.28 35.0° 40.8* 39.2%
H 52.8* 47.2% 30.8" 47.8%
HP 56.8" 48.4» 32.24 40.6"

Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca estatistica significativa (p < 0,05) entre
0s grupos pelo teste Scott Knott. Ndo houve diferenca significativa (p > 0,05) dentro dos grupos
entre T= 2h e T= 4h (ANOVA e Tukey).
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Ao comparar-se a quantidade média de células vidveis e invidveis no cortex
cerebral entre os tempos de reperfusdo para cada grupo, ndo se observou diferenca estatistica
significativa entre essas variaveis (p > 0,05).

N&o foi observada diferenca significativa (p > 0,05) entre 0 nimero de células
viaveis e nem entre a quantidade de células inviaveis entre os grupos no periodo de duas horas
de reperfusdo nas zonas CAl e CA3 do hipocampo (Tabela 2). Na zona CA2, foi possivel

observar um menor namero de células inviaveis nos grupos NP e HP (p < 0,05).

TABELA 2 - Quantidade média de neurdnios viaveis e inviaveis no hipocampo cerebral
dos animais nas zonas CAl, CA2 e CA3 de ratas ap6s 45 minutos de
isquemia e duas horas de reperfusdo de acordo com a dieta (N=comercial
ou H =hipercaldrica), suplementacdo ou ndao com extrato etandlico da
casca de pequi (P).

Viaveis Inviaveis Viaveis Inviaveis  Viaveis Inviaveis
Tratamento CAl CAl CA2 CA2 CA3 CA3
N 142.6" 34.2% 158.0" 374" 83.4" 37.8"
NP 199.6" 26.8" 92.0" 20.48 86.0" 20.2%
H 168.6" 28.24 140.8* 29.8"* 78.8"* 27.8%
HP 161.8% 18.24 136.0" 17.08 89.4% 25.0"

Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca estatistica significativa
(p<0,05) entre os grupos pelo teste Scott Knott.

Apds quatro horas de reperfusdo, o grupo NP apresentou quantidade menor de células
viaveis na zona CA1 comparada aos outros grupos (p < 0,05), e o grupo HP apresentou maior
namero de células viaveis em relacdo aos outros grupos na zona CA2 (p < 0,05). Néo se
observou diferenca significativa (p > 0,05) entre 0s grupos quanto ao numero de células
viaveis na zona CA3 e nem entre 0s grupos quanto o numero de células inviaveis nesse

periodo em nenhuma das trés zonas (Tabela 3).

TABELA 3 - Quantidade média de neurbnios viaveis e inviaveis no hipocampo
cerebral dos animais nas zonas CAl, CA2 e CA3 de ratas apds
quatro horas de reperfusdo de acordo com a dieta (N = comercial ou
H = hipercaldrica), suplementacdo ou ndo com extrato etandlico da
casca de pequi (P).

Viaveis Invidveis Viaveis Inviaveis Viaveis Inviaveis
Tratamento CAl CAl CA2 CA2 CA3 CA3
N 153.6" 36.4" 103.8° 294" 90.6" 35.8"
NP 103.08 29.6" 75.0®  39.2% 74.0% 37.2%
H 155.0" 27.6" 94.88  25.2° 74.0" 21.0%
HP 161.6" 30.6" 134.0* 286" 74.2% 23.8*

Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca estatistica significativa
(p<0,05) entre os grupos pelo teste Scott Knott.
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Ao se comparar 0s tempos de reperfuséo para cada grupo na zona CA1 pode-se
observar que o grupo NP apresentava menos células viaveis as quatro horas de reperfusdo do
que as duas horas (p = 0.0143), além disso, também pode-se observar que o grupo HP
apresentou mais células inviaveis as quatro horas de reperfusdo do que as duas horas (p =
0.0164). Quanto a comparacdo entre os tempos de reperfusdo na zona CA2 para cada grupo
ndo houve diferenca quanto ao numero de células viaveis, porém o grupo HP apresentou
aumento significativo na quantidade de células inviaveis as quatro horas (p = 0.0166). A
comparacdo entre os tempos de reperfusdo na zona CA3 demonstrou que o grupo HP
apresentou maior numero de células vidveis ap6s duas horas de reperfusdo quando comparado
as quatro horas (p = 0.0035).

Na regido do giro denteado do hipocampo (Tabela 4), ap6s duas horas de
reperfusdo, ndo houve diferenca entre 0s grupos quanto a quantidade de neurdnios
identificados viaveis e inviaveis. Todavia, as quatro horas, observou-se menor nimero de
células viaveis no grupo NP quando comparado aos demais (p < 0,05), ainda que nao
houvesse diferenca entre 0s grupos quanto ao numero de células inviaveis. Quanto a
comparagdo entre os tempos de reperfusdo, o grupo NP apresentou um ndmero
significativamente maior (p = 0,0004) de células vidveis no giro denteado ap6s duas horas de
reperfusdo em relacdo as quatro horas e ndo houve diferenca significativa na quantidade de

células inviaveis apds duas e quatro horas de reperfusdo nos grupos.

TABELA 4 - Quantidade média de neurdnios viaveis e inviaveis no hipocampo cerebral
dos animais na zona do giro denteado de ratas de acordo com a dieta
(N=comercial ou H =hipercaldrica), suplementacdo ou ndo com extrato
etandlico da casca de pequi (P) e tempo de reperfusao (T).

Vidveis T=2h  Viaveis T=4h Inviaveis T= 2h Inviaveis T= 4h

Tratamento

N 285.4" 261.6" 54.6" 67.4"
NP 266.8" 180.28 59.24 68.4"
H 279.6" 258.0" 73.0% 50.6"
HP 276.8" 281.8% 38.6" 64.8"

Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca estatistica significativa
(p<0,05) entre os grupos pelo teste estatistico Scott Knott.

Ao se realizar a contagem das células marcadas pelo anticorpo anti-phospho-
ERK1/2 (Tabela 5), verificou-se que os animais do grupo N e NP apresentaram mais células
marcadas (p < 0,05) que os animais dos grupos H e HP apds duas horas de reperfusdo. Ja apos
quatro horas, os grupos N e H apresentaram menos células marcadas (p < 0,05) que o grupo

NP. O grupo HP apresentou a menor quantidade de células marcadas (p < 0,05) em relacéo a
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todos os grupos. Comparando-se os tempos de reperfusdo de duas e quatro horas dentro de
cada grupo, notou-se notar reducdo significativa no nimero de células marcadas pela
phospho-ERK1/2 no grupo HP (p = 0,0083) e aumento significativo no grupo NP (p = 0,03).
Apbs duas horas de reperfuséo, os animais do grupo N foram os que apresentaram
a menor quantidade (p <0,05) de neurdnios marcados pelo anticorpo anti-phospho-AMPKa
(Tabela 5). Por sua vez, os animais do grupo HP foram os que apresentaram a maior
quantidade (p < 0,05) de células marcadas quando comparados aos outros grupos. Contudo,
apos quatro horas de reperfusao, o grupo NP foi o que apresentou maior quantidade de células
marcadas em relacdo aos outros. Houve aumento significativo no nimero de neurdnios
marcados por phospho-AMPKa em relagdo ao tempo de reperfusdo nos grupos N (p =
0.0428) e NP (p = 0.8868). Contudo, 0 mesmo ndo ocorreu no grupo HP, no qual observou-se

um decréscimo no namero de células marcadas com o avancar do tempo (p = 0,0083).

TABELA 5 — Quantidade média de neurénios marcados pelos
anticorpos p-ERK1/2 e p-AMPKa no cortex cerebral
de ratas de acordo com a dieta (N=comercial ou H
=hipercalorica), suplementacdo ou ndo com extrato
etandlico da casca de pequi (P) e tempo de reperfusao

(M.
p-ERK1/2 p-ERK1/2 p-AMPKa p-AMPKa
Tratamento T=2h T=4h T=2h T=4h
N 197.0% 173.6° 144.8% 194.487
NP 187.8" 220.2%" 183.6%" 226.8""
H 154.8% 184.2° 197.28 198.6°
HP 139.0%" 127.4%" 238.4"" 199.4%"

Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca estatistica
significativa (p<0,05) entre os grupos pelo teste Scott Knott.

*Diferenca significativa observada entre os tempos de reperfusdo dentro
dos grupos pelos testes ANOVA e Tukey.

Discussao

As doses de compostos fenolicos totais encontradas no EECP nesse estudo nao

19,30,31

foram menores em relacdo as observadas em outras pesquisas . Todavia, sabe-se que as

dosagens podem variar bastante de acordo com o local e o periodo de aquisicdo dos frutos,
além do método de extracao utilizado™*".

A analise do EECP revelou que a maior parte dos compostos fenolicos presentes
eram constituidos de taninos (73,75% da quantidade total de fenois). Além dos taninos,

também se detectaram flavonoides, em quantidade correspondente a 19% dos fenois totais.
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Ainda que os taninos e flavonoides sejam metabolitos secundéarios de plantas que apresentem
capacidade antioxidante, os Gltimos sd0 mais estudados por essa caracteristica®***. O EECP
apresentou menores doses de taninos e maiores doses de flavonoides em relacdo ao observado
em outro estudo in vivo que utilizou extrato hidroalcélico™.

Né&o foram observados efeitos benéficos do EECP sobre a viabilidade neuronal no
cortex cerebral ou no hipocampo apo6s a inducdo de isquemia e reperfusdo encefalica
transitoria. Além disso, foi possivel observar reducdo na viabilidade celular no hipocampo,
principalmente nos grupos NP e HP, tratados com o EECP, com o avancar do tempo de
reperfusdo. Resultados similares foram observados em ratos submetidos a isquemia e
reperfusdo cerebral tratados com o extrato hidroalco6lico a base de casca de pequi; 0s animais
apresentaram maiores indices de necrose nas células do hipocampo, sugerindo um possivel
efeito toxico do extrato sobre essas células®. Também foi observado efeito téxico agudo em
estudo realizado com a aplicagdo via intraperitonial de solucdo a base de farelo de casca de
pequi em camundongos®.

Outra hipotese condizente com esses resultados é referente ao estado nutricional
dos animais do grupo HP, a dieta hipercalorica associada ao fornecimento do EECP. Existem
evidéncias de que dietas hipercaldricas causam estresse oxidativo generalizado nos animais,

podendo incrementar os indices de peroxidacdo lipidica™®®.

Em estudo previamente
realizado, observou-se que apds 16 semanas de dieta hipercaldrica oferecida a camundongos,
houve aumento do estresse oxidativo cerebral e surgimento de lesdes e morte celular
principalmente no hipocampo sem a inducao de isquemia e reperfusdo cerebral, demonstrando
a capacidade deletéria da dieta hipercalérica sobre o cérebro®’. Com isso, acredita-se que néo
somente o EECP possa ter promovido perdas neuronais no hipocampo no grupo HP, mas
também a condicao nutricional dos animais.

Foi observada reducdo significativa na expressdo da phospho-ERK1/2 nos
animais do grupo HP com o avancar do tempo de reperfusdo, e esse apresentou menos células
marcadas em relacdo aos outros grupos as quatro horas de reperfusdo (Tabela 5). Houve
também um aumento significativo na expressdo no grupo NP com o avancar do tempo de
reperfusdo, e esse apresentava mais células marcadas do que 0s outros grupos as quatro horas.
O estresse oxidativo é considerado fator estimulante ao aumento da expressdo da ERK1/2 no
cérebro, porém o efeito desse aumento de ativacdo ainda é amplamente discutido. Acredita-se
que o estimulo causado por estresse oxidativo ndo determine a ativacdo de vias de pro
sobrevivéncia e antioxidantes, e sim que estimule aumento de processo inflamatorio e morte

celular. E possivel também que a ativagio ERK1/2 apresente efeitos benéficos em casos
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especificos de estimulo, como por fatores de crescimento . A reducéo da expressdo da p-
ERK1/2 observada no grupo HP demonstrou que o EECP apresentou capacidade modulatoria,
porém somente nos animais que receberam a dieta hipercalorica.

A reducdo da expressao da forma ativa da ERK 1/2 observada em dois dos quatro
grupos de estudo (N e HP) pode ser considerada benéfica para o cérebro, levando em conta o
tempo de reperfusdo empregados no presente experimento. A expressdo exacerbada da
ERK1/2, em casos de estresse oxidativo, pode ser deletéria quando sua ativacdo € persistente
e determina inducéo de inflamacdo, apoptose e aumento da area de lesao®**.

A questdo relativa ao tempo de reperfusdo é, de fato, crucial para a real
compreensdo do papel protetor da ERK1/2 no tecido. Em estudo realizado com o extrato de
cebola (Alliun cepa) foi relatada reducdo inicial da ativacdo da ERK1/2 ap0s a inducdo de
estresse oxidativo em neurdnios corticais em cultivo; posteriormente, houve incremento na
ativacdo e inibicdo de proteinas de estresse como a MAPK p38, amplamente ativada
inicialmente durante o processo de isquemia e reperfusédo®. Esse decréscimo na ativacio foi
observado no grupo HP do presente experimento; é plausivel, portanto, que o periodo de
quatro horas ndo tenha sido suficiente para observar se haveria ativacdo secundaria da
ERK1/2 como relatado in vitro. Ainda, pode-se considerar que o comportamento in vivo da
ativacdo da ERK1/2 pode ser diferente, influenciado por outros fatores presentes no tecido.

Reducoes da ativacdo da ERK1/2, tais como descritas na presente pesquisa, foram
observadas em investigacdes similares. Em estudos in vivo nos quais se utilizou extrato rico
em flavonoides derivado da planta Rosa leviagata e fitoceramidas derivadas da soja,
observou-se reducdo na ativacdo da ERK1/2 que foi considerada benéfica por coincidir com
outros achados como a reducdo da ativacdo de metaloproteinase-9 e enzimas pro-
inflamatdrias como a COX-2 e a iNOs, estas associadas ao aumento de processo inflamatorio
e surgimento de danos oxidativos teciduais**.

Apesar do grupo HP apresentar grande quantidade de células marcadas pela
phospho-AMPKa as duas horas de reperfusdo, também foi observado que houve reducéo

na quantidade de células marcadas nesse grupo com o avangar do tempo de
reperfusdo. Ao contrario, nos outros grupos se observou aumento no ndmero de células
marcadas as quatro horas de reperfusio. A AMPKa ¢ uma proteina amplamente ativada
durante os quadros de estresse oxidativo cerebral, de forma similar a8 ERK1/2, e o beneficio de
sua ativacdo durante o processo de isquemia e reperfusdo cerebral ainda é contraditorio,
acreditando-se que sua expressdo dependendo do momento, da quantidade e do tempo de

duracdo pode desencadear piora nas lesdes se essa for de forma exacerbada®*.
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E possivel que o efeito modulatério do EECP observado sobre a ativacdo da
AMPKa, reduzindo a ativacdo a medida que o tempo de reperfusdo avancou, tenha sido
benéfico para o tecido. Porém, essa condicdo foi observada apenas no grupo HP,
demonstrando que o EECP modulou a enzima principalmente em animais que se alimentam
com dieta hipercaldrica. Estudos in vivo utilizando dorsomorphin (componente quimico
conhecido como inibidor de proteina morfogenética dssea), berberina (componente derivado
da planta Coptis chinensis, utilizado como cha) e shengmai (componente derivado de plantas
utilizado na medicina chinesa) apontam que a reducdo ou inibi¢do da ativagdo da AMPKa
promove reducdo de sinais neuroldgicos, edema cerebral, processos de autofagia e morte
celular por apoptose® 4047,

Estudos do efeito de antioxidantes sobre estresse oxidativo generalizado induzido
por dietas hipercaloricas, semelhante ao que foi realizado neste trabalho, demonstram
beneficios importantes. Um dos efeitos é o incremento nas defesas antioxidantes enddgenas,
como 0 aumento nos niveis enzimaticos de catalase, superoxido dismutase e glutationa
peroxidase e agentes protetores a nivel molecular. Com isso, observou-se a potencializacdo do
efeito de varredura dos antioxidantes exdgenos, observado por reducdo da lipoperoxidacéo e
oxidacdo de proteinas'®*®*°,

Em outro estudo foi observado que dietas hipercal6ricas reduzem a atividade de
agentes neuroprotetores endégenos, como o fator de transcricdo Nrf2 no cérebro®’, importante
para a promocdo de defesas antioxidantes no organismo. A utilizacdo de agentes antioxidantes
exogenos derivados de plantas (composto Agavin), como no caso da presente pesquisa, foi
capaz de reduzir lesdes oxidativas no cérebro de camundongos aumentando os niveis de fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e fator neurotréfico derivado da glia (GDNF),
agentes neurotroficos que estimulam neuroprotecdo, neuroregeneracdo, neuroplasticidade, e
pré sobrevivéncia celular, além de reduzir lipoperoxidag&o®.

O EECP atuou na reducdo da expressdo da p-ERK1/2 as duas e quatro horas de
reperfusdo e da p-AMPKa. Inicialmente, havia grande quantidade de células marcadas;
porém, houve a reducdo significativa da marcagdo com o avancar do tempo de reperfuséo,
verificada apenas no grupo HP. E possivel que o EECP tenha estimulado o organismo a
aumentar suas defesas antioxidantes enddgenas, além de seu efeito antioxidante de varredura.
O EECP pode néo ter atuado no aumento da viabilidade celular por questdes de dose-resposta.
Em estudo in vitro, o extrato etanolico da casca de pequi foi capaz de inibir a peroxidacdo

19,15

lipidica e reduzir a quantidade de radicais livres em meio aquoso™™>, porém 0 extrato
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utilizado naquela investigacdo apresentava maiores concentracdes de fendis totais (209,37 ¢
GAE Kg™) quando comparados aos desta pesquisa (88 g ATE Kg™).

Vaérios fatores podem influenciar no efeito de extratos, como o tipo de fenol, a
disponibidade quimica para reducdo, a absorcdo desse no sistema gastrointestinal, a
quantidade de extrato fornecida e o tempo de fornecimento. Tais fatores também podem
determinar o efeito antioxidante e o efeito modulatorio sobre a p-ERK1/2 e a p-AMPKa. Em
trabalho realizado em ratos submetidos a aplicacdo de doxirrubicina para induzir estresse
oxidativo cardiaco, ndo se observou efeito benéfico de um extrato hidroalcolico da casca de
pequi®®. No entanto, a dose utilizada foi menor, de 300mg/Kg, e por um periodo menor, por
10 dias, em relacdo a esta pesquisa, na qual utilizaram-se 600mg/kg por 30 dias. Além disso,
na pesquisa citada anteriormente o extrato apresentava quantidades menores de flavonoides,
demonstrando que a ac¢do do extrato pode variar muito.

Existem poucas pesquisas in vitro e principalmente in vivo que trabalham com
pequi determinando variaveis fisico-quimicas dos extratos obtidos. Nesse contexto, este
trabalho € pioneiro no estudo in vivo do extrato empregado mediante um quadro de isquemia e
reperfusdo cerebral induzida, associada a dieta hipercalérica. O EECP demonstrou resultados
interessantes sobre a modulacéo de proteinas de pro sobrevivéncia celular e de metabolismo
celular, ERK1/2 e AMPKa, sendo uma fonte potencial de estudo para varias outras pesquisas

similares e também com outros tipos de enfermidades.

Concluséao

O extrato etandlico da casca de pequi (Caryocar brasiliense) ndo apresenta efeito
benéfico sobre a viabilidade neuronal no cortex cerebral e pode estar relacionado a reducédo da
viabilidade celular no hipocampo. Além disso, apresenta efeito modulatério reduzindo a
ativacdo de ERK1/2 e da AMPKa com o avangar do tempo de reperfusdo no cortex cerebral
de ratas alimentadas com dieta hipercalorica e submetidas a indugdo de isquemia encefalica

transitoria.
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CAPITULO 4 - CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho pode ser considerado desbravador por avaliar o efeito in vivo do
extrato etandlico da casca de pequi em um quadro induzido de isquemia e reperfusdo
encefalica em animais submetidos a dieta hipercaldrica. E importante ressaltar que pouco se
sabe sobre as respostas organicas aos extratos de pequi, pois as pesquisas in vivo sdo poucas,
assim como pouco se discute sobre toxicidade e dosagens minimas para obtencdo de
resultados.

Os resultados mostraram-se interessantes e promissores, pois na dose de
600mg/kg observou-se reducdo significativa de lesdes classicas de isquemia e reperfusao
cerebral induzida, como vacuolizacdo de neurdpilo e no plexo cordide hipocampal e
apresentou efeito modulatério sobre a p-ERK1/2 diminuindo sua expressdo as duas e quatro
horas de reperfusdo e sobre a p-AMPKa com o avango do tempo de reperfusdo. Porém, o0s
animais que apresentaram esses resultados foram os alimentados com dieta hipercalorica
associada ao tratamento com o extrato.

Acredita-se que o extrato tenha implementado defesas antioxidantes dos animais
tratados, alimentados com dieta hipercalérica, mesmo que ndo tenha influenciado
positivamente nas concentraces de triglicerideos e na deposicdo de gordura abdominal.
Existem pesquisas que demonstram potencializacdo do efeito de antioxidantes exdgenos em
pacientes com obesidade pois estimula a producdo generalizada de antioxidantes enddgenos
aumentando as defesas dos pacientes.

Atualmente observa-se muita falta de informacdo quanto a caracterizacdo dos
extratos provenientes do pequi utilizados em pesquisas, principalmente in vivo. Além da falta
de padronizacdo de métodos de extracdo e de avaliagdes fisico-quimicas, que dificultam a
comparacg0es entre os produtos finais e seus resultados e estabelecimento de doses e respostas.

Muitas variantes influenciam diretamente na composicdo do produto final como
local, época do ano da colheita, periodo e tipo de armazenagem, se o fruto era maduro ou nao,
tipo de solo e alteragdes climaticas durante o ano. Com isso padronizar métodos de extracao e
e estabelecer dosagens é fundamental para se utilizar extratos como tratamentos, pois 0s
outros fatores sdo complexos demais para se estabelecer padrdes.

Os trabalhos com extratos de plantas sdo bastante chamativos por apresentar
abordagens mais conservacionistas, sustentaveis e estimulo ao desenvolvimento técnico e

cientifico de polos de pesquisa sobre 0 assunto em regides estruturalmente mais pobres.
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O grupo de pesquisa que desenvolveu o extrato etandlico da casca de pequi,
chefiado pelo professor Dr. Eugénio Gongalves de Araujo, desenvolve pesquisas com extratos
de plantas do cerrado brasileiro em vérias areas de pesquisa médica, como oncologia,
isquemia e reperfusdo, cultivo celular, biologia molecular e vem se desenvolvendo a cada ano
com publicages de trabalhos cientificos em eventos e periddicos.

A cada nova pesquisa se busca aperfeicoar e especificar cada vez mais
mecanismos de acao, protocolos de producdo, andlises, entre outros elementos que tornam o
estudo mais consolidado no meio cientifico. Atualmente comeca-se a buscar isolamento de
principios ativos e seus mecanismos de agao in vitro e in vivo de forma muito mais detalhada
e com isso se atrai financiamento de agéncias de fomento, como nesse projeto que teve apoio
financeiro da FAPEG (Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Goias), ap6s concorrer
em edital aberto para todo o estado, e outros apoiados por agéncias de fomento nacionais
como CAPES (Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior) e CNPq
(Conselho Nacional de Desenvovimento Cientifico e Tecnoldgico). Com isso, houve
desenvolvimento técnico com a formacdo de mestres e doutores e estrutural com a aquisicao
de equipamentos, tornando o laboratorio um ponto de referéncia.

Mais estudos in vitro e in vivo devem ser realizados para melhor elucidar as
respostas organicas ao extrato etanodlico da casca de pequi, toxicidade, e mecanismos de acao.
Porém, sempre deve ser realizada as analises fisico quimicas prévias para poder se elucidar
reacOes e criar padrdes para extracdo e fornecimento. Com isso, se vislumbra desenvolver
protocolos de tratamentos para a utilizacdo do extrato contra lesdes de isquemia e reperfusao e

quadros que levam ao estresse oxidativo.
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ANEXO B

Composic¢édo quimica da dieta comercial.

Umidade (max)

Proteina bruta {min)
Extrato etéreo (min)

Fibra bruta (max)

Matéria mineral (max)

Célcio (min)
Calcio (max)
Fosforo (min)
Sadio (min)
Magnesio {min)
Ferro (min)

Cobre (min)
Manganés (min)
Zinco (min}

Todo (min)
Cobalto {min)
Selénio (min)
Vitamina A (min)
Vitamina D3 (min)
Vitamina E (min)
Vitamina K3 (min)
Vitamina B1 {min)
Vitamina B2 (min)
Miacina (min)

Acido pantoténico (min)

Vitamina B6 (min)
Acido félico (min)
Biotina {min)

Vitamina B12 (min)

Olina (min)
Lisina (min)
Metionina (min)

Composicao basica

130,00 g/kg
230,00 g/kg
40,00 g/kg
50,00 g/kg
100,00 g/kg
12,00 g/kg
13,00 g/kg
8.500,00 mag/kg
2.700,00 mag/kg
500,00 mag/kg
180,00 mog/kg
30,00 ma/kg
110,00 mg/kg
110,00 ma/kg
1,00 ma/kg
2,00 mg/kg
0,20 mg/kg
25.500,00 Ulfkg
4.000,00 UL/kg
82,00 Ul/kg
6,40 mag/kg
11,00 mg/kg
12,00 mag/kg
219,00 ma/kg
90,00 ma/kg
11,00 ma/kg
13,00 ma/kg
0,10 ma/kg
40,00 mca/kg
1.800,00 ma/ka
— 12,50 g/kg
3.500,00 ma/kg
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Farelo de soja*, milho integral moido, dextrina, casca de arroz, farelo de trigo,
farelo de arroz, 6leo de soja refinado*, farinha de carne e ossos, farinha de peixe, calcério
calcitico, cloreto de sddio (sal comum), éxido de magnésio, sulfato de ferro, sulfato de cobre,
monodxido de manganés, oxido de zinco, iodato de calcio, sulfato de cobalto, selenito de
sodio, vitamina A, vitamina D3, vitamina E, vitamina K3, vitamina B1, vitamina B2, niacina,
acido pantoténico, vitamina B6, acido folico, biotina, vitamina B12, cloreto de colina, lisina,
metionina, &cido propidnico. Espécies doadoras do gene: *Agrobacterium tumefaciens e/ou
Arabidopsis thaliana e/ou Bacillus thuringiensis e/ou Streptomyces viridochromogenes e/ou

Zea mays.



