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RESUMO

A maléria cerebral (MC) € uma das complicacbes mais severas atribuidas a
infeccdo pelo protozoario Plasmodium falciparum, ganhando destaque nas
taxas de mortalidade infantil em areas endémicas. Esta enfermidade apresenta
uma patogénese complexa e ainda pouco elucidada, estando associada a
alteracbes cognitivas, comportamentais e motoras. Visando ampliar os
conhecimentos a respeito desta patologia e procurando o0s beneficios
atribuidos ao consumo diario de antioxidantes, o principal objetivo deste
trabalho é avaliar o possivel efeito protetor do fruto da Euterpe oleracea (acai)
durante a evolucéo do quadro de malaria cerebral experimental (MCE) induzida
em modelo murino por meio da inoculacdo da cepa ANKA de Plasmodium
berghei (PbA). Para tal, utilizaram-se camungondos da linhagem albino suico,
os quais foram inoculados intraperitonealmente (i.p.) com 10° de eritrécitos
parasitados. Os animais (fémeas e machos entre 4 a 6 semanas) foram
divididos em quatro grupos, dentre os quais 0s grupos Acai e PbA+Acai foram
mantidos com uma dieta exclusiva com ragdo enriquecida com acai, e aos
grupos Controle e PbA foram proporcionadas somente racdo padrédo durante
os 22 dias de experimento. Para caracterizacdo do quadro de MCE foram
avaliados diversos parametros como o surgimento dos sinais clinicos, curva de
sobrevivéncia, parasitemia (%), ganho de massa corpérea e permeabilidade
vascular. Para avaliagdo das alteracdes comportamentais e locomotoras dos
animais foi utilizado o protocolo SHIRPA. Observamos prolongamento de
sobrevida dos animais infectados e tratados com dieta enriquecida com acai,
além de diminuicdo das alteracdes neuroldgicas decorrentes da exposicédo do
parénquima cerebral. Este trabalho nos permitiu validar o desenvovimento do
qguadro de malaria cerebral experimental (MCE) em modelo murino e avaliar o

efeito neuroprotetor do acai (Euterpe oleracea) no decorrer da doenca.

Palavras-chave: Malaria, Plasmodium berghei (PbA), Euterpe oleracea, Acai,

malaria cerebral experimental, protocolo SHIRPA.



ABSTRACT

Cerebral malaria (CM) is one of the most severe complications attributed to
protozoal infection by Plasmodium falciparum, gaining prominence in infant
mortality rates in endemic areas. It's a complex pathogenesis and still little
elucidated, being associated with cognitive, behavioral and motor changes.
Aiming to broaden the knowledge about this pathology and looking for the
benefits attributed to the daily consumption of antioxidants, the objective of this
work is to evaluate the possible protective effect of Euterpe oleracea fruit (acai)
during evolution of experimental cerebral malaria (ECM) induced in murine
model by means of inoculation of Plasmodium berghei (PbA), ANKA stain. For
this, we used the Swiss line, which were inoculated intraperitoneally (i.p.) with
10¢ of parasited erythrocytes. The animals (females and males between 4 and 6
weeks) were divided into four groups, among which Acai and PbA+Acai groups
were maintained on a ration-exclusive diet enriched with acai and the Control
and PbA groups were given only standard ration during 22 days of experiment.
To characterize the ECM framework, several parameters were evaluated such
as the appearence of clinical signs, survival curve, parasitemia, body mass gain
and vascular permeability. The SHIRPA protocol was used to evaluate the
behavioral and locomotor changes in animals. We observed an extension of
survival of the infected animals and treated with a diet enriched with acai berry,
and decreased the neurological changes arising from the exposure of the
cerebral parenchyma. This work allowed us to validate the development of the
experimental brain malaria framework in murine model and evaluate the

neuroprotective effect of Acai (Euterpe oleracea) in the course of the disease.

Keywords: Malaria, Plasmodium berghei (PbA), Euterpe oleracea, Acali,
experimental cerebral malaria, SHIRPA protocol.
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1. INTRODUCAO
1.1. Consideracdes Gerais

A maléria € uma doenca parasitaria de carater endémico, tendo como
agentes etiologicos o0s protozoarios do género Plasmodium, e sendo
transmitida pelo mosquito fémea (hematdéfaga) infectado pertencente ao género
Anopheles. Existem cinco espécies de Plasmodium capazes de infectar os
seres humanos, sendo eles os Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax,
Plasmodium malariae, Plasmodium ovale e Plasmodium knowlesi. Somente o
P. falciparum é capaz de gerar o quadro de malaria mais severo, enquanto que
as outras espécies estdo associadas ao desenvolvimento da forma mais
branda da doenca (ACTA PEDIATRICA PORTUGUESA, 2006; MIRANDA et
al., 2010; QUEIROZ et al., 2008).

Esta enfermidade vem sendo descrita ao longo da histéria com altas
taxas de morbidade e mortalidade e apresenta diversos sindénimos;
Impaludismo, Febre Palustre, Febre Tercd, Febre Quartd e Maleita. O termo
malaria é oriundo do italiano medieval (“mala aria”), nome atribuido devido a
associacdo das manifestacbes desenvolvidas com o ar contaminado presente
em regides ou terrenos alagados (HALDAR et al., 2007). Apesar de estarem
presentes em relatos antigos, foi somente no século XIX que registraram-se as
primeiras observacdes de parasitas em individuos infectados, em decorréncia
da investigacdo cientifica realizada pelo médico francés Charles Louis
Alphonse Laveran, o qual propés que aquele protozoario seria o responsavel
por desenvolver a doenca (TUTEJA, 2007).

Considerada como um relevante problema de saude publica em mais de
100 paises, dentre os quais destacam-se os pertencentes a Africa Tropical,
Sudeste Asiatico e América Latina (Figura 1), a malaria atinge principalmente
criancas menores de cinco anos (TUTEJA, 2007; MIRANDA et al., 2010). Nos
paises da América do Sul, o Brasil encontra-se em destaque, tendo 99% dos
casos registrados na regido da Amazodnia Legal, englobando os estados do
Acre, Amapéa, Amazonas, Maranh&o, Mato Grosso, Para, Rondénia, Roraima e
Tocantins, conforme observado na Figura 2 (MARTINS et at., 2009; QUEIROZ
et al., 2008; GOMES et al., 2011; WHO, 2015, 2018).
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De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2016), a
malaria é endémica em regibes tropicais e subtropicais devido as
caracteristicas ambientais e habitacionais que favorecem seu desenvolvimento,
tais como, temperatura elevada constante, chuva intensa e alta humidade,
contribuindo assim, para a ocorréncia de focos de agua parada que propiciam
a reproducdo das larvas do mosquito. Esta enfermidade apresenta-se
mundialmente distribuida, tendo areas de transmissdo concentradas

principalmente nas regides das Américas, Africa e Asia.

Mudangas Projetadas na Taxa de Incidéncia de Maldria, por pais, 2000-2015

o0

Taxas de Incidéncia de Malaria, por pais, 2000-2015
I Casos reduzidos a zero desde 2000 5] <50% de mudangas protejadas. [ Dados inconsistentes para avaliagao.

[ 575% diminuicéo de incidéncia. WM Aumento na incidéncia. | Nao endémica ou sem transmissao.
L150.75% diminuigéo de incidéncia. [ Nao aplicavel.
0 & 1000 1400 Kiomow's

Figura 1: Mapa geogréfico evidenciando as mudancas projetadas nos paises
gue apresentam taxas de incidéncia de Malaria, entre os anos de 2000-2015.
Fonte: WHO database, 2015.
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Figura 2: Gréafico de casos de maléaria notificados por estado e percentual de
casos na regido Amazonica, nos anos de 2017 e 2018 (nos meses de janeiro e
fevereiro). Fonte: WHO database, 2018.

Com aproximadamente 200 milhdes de novos casos e cerca de 445 mil
mortes por ano, a malaria ainda € uma doenca infecciosa de extrema
importancia. No ano de 2017, o Brasil registrou 89% de casos ocasionados por
Plasmodium vivax, e 11% por Plasmodium falciparum, tendo como principal
vetor o Anopheles darlingi. Apesar de ser a minoria dos casos, um incremento
no percentual atribuido ao P. falciparum é preocupante, haja vista que esta
espécie desenvolve a doenca na sua forma mais grave, podendo levar os
individuos infectados a 6bito (WHO, 2016; DUNST et al., 2017; QUEIROZ et
al., 2008).

Segundo dados do Ministério da Saude (MS, 2015), estima-se que 40%
da populagdo mundial est4 exposta ao risco de adquirir a doenca. Por tanto, as
campanhas de prevencao e de erradicacdo da doenca, tais como o Plano de
Intensificacdo das AcgbOes de Controle da Malaria (PIACM), associadas ao
tratamento adequado, sao essenciais para o controle da disseminacdo desta

enfermidade.

Os sinais e sintomas desenvolvidos durante a infecgéo por Plasmodium

falciparum ja se encontram bastante elucidados na literatura, destacando-se o
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quadro mais severo, o desenvolvimento do quadro de maléria cerebral (MC)
(GOMES et al.,, 2011). A patogénese da doenca é bastante complexa, cujo
mecanismo de acédo gera um quadro de hipoxia cerebral e consequente quebra
da barreira hematoencefalica (BHE), culminando na exposi¢cdo do parénquima
cerebral. Devido a este fato, sdo observadas alteragcbes neuroldgicas,
comportamentais e locomotoras nos individuos afetados (MEDANA et al., 2001;
HORA et al., 2016).

A Dbateria de testes SHIRPA vem sendo utilizada como método
complementar de avaliagdo de mudangas comportamentais evidenciadas
durante a infeccdo por Plasmodium falciparum (e seu correspondente em
modelo murino, o Plasmodium berghei), devido a sua capacidade de
desenvolver o quadro de maléaria cerebral (MC). Os diversos parametros
avaliados neste protocolo permitem rastrear o surgimento de sinais clinicos
indicativos de alteracdes nas funcdes neuroldgicas basicas, podendo, por
tanto, prever o surgimento da doenca (PINTO et al.,, 2013; ROGERS et al.,
2001).

1.2. Aspectos Clinicos, Transmissao e Ciclo Bioldgico

O ciclo evolutivo do Plasmodium é complexo, sendo dividido em duas
fases desencadeadas em seus hospedeiros, intermediario e definitivo. A fase
assexuada se desencadeia no ser humano, e esta subidivida em duas etapas:
uma pré-eritrocitica e outra eritrocitica; enquanto que a fase sexuada se
desenvolve no hospedeiro invertebrado (mosquito) (BOYSEN et al., 2013;
HALDAR et al., 2007).

Quando o individuo é infectado, através da inoculacdo do parasita
durante a picada do mosquito, da-se inicio ao ciclo. Uma vez na corrente
sanguinea, os esporozoitos migram para o figado e infectam os hepatdcitos,
onde proliferam por 2 a 10 dias (dependendo da espécie), dando origem a
varios merozoitos. Durante esse periodo, a infeccdo é assintomatica e cada
esporozoito pode produzir cerca de 30.000 merozoitos por hepatécito infectado
(MOTA et al., 2001).
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Os hepatdcitos infectados se rompem e o0s merozoitos liberados
retornam a corrente sanguinea, onde conseguem invadir as hemacias e iniciam
a fase assexuada eritrocitica do ciclo. Nas hemacias, os merozoitos passam
por 3 estdgios evolutivos: anel (trofozoito jovem), trofozoito e esquizonte. O
trofozoito € formado pelo aumento atividade metabdlica e pelo consumo do
ferro da hemoglobina; enquanto que o esquizonte sera formado apés varios
ciclos de divisdo celular, podendo liberar aproximadamente 20 merozoitos na
corrente sanguinea (MILLER et al., 2002; TUTEJA, 2007; WHITE et al., 2014).

Os merozoitos que nao invadem os eritrocitos acabam se diferenciando
em gametocitos: microgametocitos e macrogametocitos (fémea e macho,
respectivamente), os quais sdo formas infectantes para o vetor transmissor da
doenca. Os gametdcitos que sdo ingeridos pelo mosquito Anopheles (durante o
repasto sanguineo) se fundem na parede do intestino do mosquito, formando o
zigoto. Este zigoto possui a capacidade de evoluir para o estagio de oocistos
durante um processo chamado de esporogonia. O oocisto se rompe e libera os
esporozoitos, que migram até a glandula salivar do mosquito, sendo, por tanto,
transmitidos ao hospedeiro vertebrado durante o repasto sanguineo, onde o
ciclo se reinicia, conforme ilustrado na Figura 3 (EKSI et al., 2006; BAKER et
al., 2010).
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Figura 3: Desenho esquematico do ciclo evolutivo do Plasmodium sp. em seu

hospedeiro vertebrado (homem), evidenciando os estagios evolutivos do
parasita nas fases pré-eritocitica e eritrocitica. Fonte: Adaptado de REGAN et
al., 2016.

A patogénese desta enfermidade deve-se a multiplicacdo assexuada de
estagios intra-eritrociticos, gerando uma associacdo entre as respostas
geradas tanto pelo parasita quanto pelo hospedeiro. Os sintomas clinicos
desenvolvem-se em decorréncia da ruptura das eritrécitos parasitados, ja que
ocorre a liberacdo de antigenos por parte do parasita, desencadeando uma
resposta imunoldgica por parte do hospedeiro. Por tal motivo, os individuos
infectados apresentam episodios febris, mal estar, cefaléia, dores abdominais,
nauseas e vomitos (DE SOUZA & RILEY, 2002).
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Quando o individuo € inoculado com a espécie Plasmodium falciparum,
o quadro desenvolvido é considerado mais grave, gerando episodios de
convulsdes e coma, sendo estes, uma consequéncia do desenvolvimento do
quadro de malaria cerebral (MC). Esta forma da doenca € de extrema
importancia, devido a sua gravidade e a maior probabilidade de levar o
individuo infectado a morte (QUEIROZ et al., 2008).

Apesar do constante progresso nas medidas de combate a doenca, 0s
esforcos sédo dificultados pela resisténcia emergente do Plasmodium em
resposta aos medicamentos antimaléricos, bem como a interrupgdo e demora

na busca dos tratamentos utilizados.
1.3. Patogénese da Maléaria Cerebral

A malaria cerebral (MC) é uma enfermidade ocasionada pela infec¢éo
por Plasmodium falciparum, manifestando-se principalmente por alteracées do
nivel de consciéncia, episodios de crises epilépticas, alteracdes cognitivas e
comportamentais, sendo, por tanto, responsavel pela maioria dos casos de
incapacidade e oObito (QUEIROZ et al., 2008; MIRANDA et al., 2010). A MC
manifesta-se de maneira diferente entre os individuos, mais precisamente entre
as criancas e os adultos (IDRO et al., 2005). Algumas das principais diferencas

clinicas observadas séo descritas no Quadro 1.
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Manifestacdes Clinicas

Criancas

Adultos

Sinais Neurolégicos

>30% associado a
aumento de presséo
intracraniana (PIC) ;

alteracoes retinianas em
>60%, edema cerebral
em 40%.

Geralmente cursam com
sindrome do neurénio

motor superior.

Episddios de Crises

Epilépticas

>60% apresentam

episodios de crise

epiléptica durante
admissao hospitalar.

20% apresentam
episodios de crises
epilépticas.

Recuperacédo da

Consciéncia

Réapida (24-28 horas
apo6s admisséao

hospitalar).

Lenta (48 horas apds

admissao hospitalar).

Coma

Desenvolvimento rapido,
frequentemente apos

crises epilépticas.

Desenvolvimento
gradual, ap6s episédios
de sonoléncia,
desorientacdo, agitacao
(delirio) por 2 a 3 dias ou
de

ocorréncia crises

epilépticas.

Quadro 1: Diferencas clinicas entre criancas e adultos apresentando quadro
de maléria cerebral. Fonte: Adaptado de IDRO, et al., 2005.

A patogénese da doenca € desencadeada pelas respostas do parasita e

do hospedeiro, incluindo a obstru¢cdo da barreira hematoencefalica (BHE),

ativacdo e apoptose de células endoteliais, biodisponibilidade de oxido nitrico

(NO), ativacao plaquetaria e neuroinflamacéo (HORA et al., 2016).

A BHE é uma estrutura formada por células endoteliais que ficam

agrupadas nos capilares cerebrais, com permeabilidade altamente seletiva, o
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que lhe atribui a capacidade de proteger o SNC de sustancias quimicas
presentes no sangue (MEDANA et al., 2001; HORA et al., 2016). Durante o
quadro de MC, ocorre uma alteracdo nas propriedades da barreira, a qual
perde sua capacidade de protecdo e acaba gerando alteracdes estruturais e
funcionais no parénquima cerebral. Estas alteragbes ocorrem em decorréncia
da entrada de citocinas, antigenos do parasita e células do sistema imune,
gerando a ativacdo da microglia e a redistribuicdo dos astrocitos, conforme
observado na Figura 4 (ADAMS et al., 2002).

| BHE Fisiolégica |

Y N

Transcelular

MEC —
Endotélic

Monodcito
Plaqueta

Pericito
Astrocito

Paracelular

Unidade Neurovascular Madura |
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de desenvolvimento
neuronal?

(
L Célula Endotelial @:j -
Eritrocito Pericito V.
Parasitado Astrécito defa.Tizgto %
. " Ativacido do eV
%*Mlcrogha Sistema Imune A

Figura 4. Desenho esquematico evidenciando a ativacdo da microglia e a
redistribuicdo dos astrécitos. Fonte: Adaptado de ADAMS et al., 2002.

Neurdnio

Varios estudos tentam explicar o desenvolvimento do quadro de malaria
cerebral (MC), podendo ser compreendida por duas teorias: teoria da obstrucéo
mecanica e teoria da resposta inflamatoria exacerbada. A teoria da obstrucdo
mecanica foi proposta no ano de 1894 por MARCHIAFAVA & BIGNAMI,
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enquanto que a segunda teoria foi inicialmente proposta por MAEGRAITH no
ano de 1948 (VAN DER HEYDE et al., 2006; CLARK & ROCKETT, 1994).

A Figura 5 ilustra a hipétese da obstru¢cdo mecanica, a qual baseia-se
no sequestro de hemacias (eritrécitos) parasitadas com as formas evolutivas de
trofozoitos e esquizontes de Plasmodium falciparum, levando ao sequestro e a

formacdao rosetas, respectivamente (GOMES et al., 2011).

Aumenta a permeabilidade

Cormos de Bil .s Entiocitos Plaquetas  Fator de Von Willebrand

Weibel-Palade Monécitos  Neutréfilos  parasitados
Figura 5: Esquema ilustrativo demonstrando os mecanismos de citoaderéncia
de eritrocitos parasitados, gerando obstrucdo do fluxo sanguineo no quadro de
malaria cerebral. 1) Expressdo de moléculas de adesao, 2) Citoaderéncia, 3)
Formacdo de rosetas, 4) Quebra da barreira hematoencefalica. Fonte:
Adaptado de REGAN, et al., 2016.

O endotélio ativado expressa uma variedade de moléculas de adesao,
como por exemplo, os corpos de Weibel-Palade (WPB). Os WPB sé&o vesiculas
que, ao aderirem a membrana das células epiteliais, sdo capazes de secretar 0
Fator de Willebrand (VWF), Angiotensina 2 (Ang-2) e P-selectina
(MATSUSHITA, et al., 2004; ARMAH, et al., 2005). O VWF medeia a adesdo
das plaquetas ao endotélio, cujo acimulo no local de sequestro de pRBCs e
seu efeito pro-apoptético dependente do contato com células endoteliais pré-
estimuladas pelo TNF-a (HORA, et al., 2016). As P-selectinas recrutam
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leucdcitos para o local da lesdo, enquanto que as Ang-2 sao moléculas
responsaveis por aumentar a permeabilidade e facilitar a ativacdo endotelial
(FIEDLER, et al., 2006).

Esses eventos resultariam na obstrucdo do fluxo sanguineo, gerando
anoxia no tecido cerebral, e, consequentemente, a diminuicdo da remocéao de
produtos residuais, o que poderia levar ao estado de coma, sintoma
caracteristico no quadro avancado de MC. O sequestro € resultado da ligacéo
da PfEMP-1 (proteina de membrana 1 do eritrocito de Plasmodium falciparum),
presente na membrana de eritrocitos parasitados (pRBCs), juntamente com 0s
receptores das células endoteliais, tais como a molécula de adeséo intercelular
1 (I-CAM 1) e a molécula de adesao vesicular 1(V-CAM 1) (ARMAH et al.,
2005; MIRANDA et al., 2010).

Outra teoria que explica este quadro é a teoria da inflamacao,
ocasionada por uma resposta inflamatéria exacerbada, sendo iniciada pela
liberac@o de antigenos pelo protozoario P. falciparum associada a ativagao de
mondcitos. Estes, irdo secretar mediadores pro-inflamatérios, como
Interleucinas, Fator de Necrose Tumoral (TNF) e Quimiocinas, 0s quais,
juntamente com as citocinas pro-inflamatorias, agem recrutando os linfécitos
CD4 e CDS8. Este recrutamento acaba exacerbando o processo, promovendo o
aumento da producéo de citocinas pré-inflamatérias (GOMES et al., 2011).

As citocinas pro-inflamatorias, como IL-138 e TNF encontram-se elevadas
em episoédios de MC, enquanto que os mediadores IL-2 e IL-10 (citocina anti-
inflamatoria) apresentam-se reduzidos no cortex frontal e no hipocampo
(MIRANDA et al., 2013). Por outro lado, a resposta inflamatoria sistémica e
local gerada leva ao desenvolvimento de coagulopatias, disfuncdo de células
endoteliais cerebrais, acimulo de leucdcitos na microcirculacdo cerebral, além
de gerar alteragbes na BHE, vasoconstricdo cerebral e edema (HORA et al.,
2016).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2017), estima-
se que aproximadamente 20% dos individuos que desenvolvem o quadro de
MC evoluem a 6bito, e que 10 a 17% daqueles que sobrevivem apresentam

déficits neuroldgicos, inclusive apés receberem tratamento adequado. Entre as
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alteracdes clinicas persistentes destacam-se os déficits motores (ataxia, hemi
ou quadriparesia), as alteracdes sensoriais (visuais e auditivas) e o0s

transtornos cognitivos (memoria, linguagem, atencao) (MIRANDA et al., 2010).
1.4. Modelos Experimentais em Malaria Cerebral (MCE)

Modelos experimentais in vivo utilizando roedores sdo de grande
relevancia na pesquisa uma vez que 0sS modelos murinos sdo capazes
desenvolver sinais clinicos similares aos gerados nos seres humanos, com
respostas imunoldgicas e sinais semelhantes aos observados em infec¢des por
Plasmodium falciparum (LOU et al., 2001; BASIR et al., 2012; LAMB et al.,
2006).

Ha uma variedade de doencas que podem ser estudadas através da
utilizacdo destes roedores, dentre as quais destaca-se a Malaria. Para
estabelecer o desenvolvimento do quadro caracteristico da doenca, utiliza-se
uma espécie de protozoario do género Plasmodium infectante somente em
murinos. Existem 5 espécies de parasitas capazes de infectar roedores, todas
oriundas do continente africano e pertencentes ao subgénero Vinckeia. S&o
eles, Plamodium berghei, Plasmodium yoelii, Plasmodium atheruri, Plasmodium
chabaudi e Plasmodium vinckei, contudo, somente as espécies P. berghei e P.
yolelii induzem o quadro de MCE (DE SOUZA & RILEY 2002; WHEELER et al.,
2000).

Segundo a literatura, existem linhagens de roedores mais susceptiveis
ao desenvolvimento da doenga, tais como, CBA/J, C57BL/6 e a linhagem
Albino Suico. A cepa de Plasmodium berghei ANKA é a mais utilizada para
modelo experimental de MC por melhor reproduzir as caracteristicas
observadas na MC humana, sendo capaz de ativar o sequestro de células na
microcirculacdo e gerar alteracdes neurologicas nos roedores (ataxia,
convulsdes e coma) (AMANI et al.,, 1998; LOU et al., 2001; BAGOT et al.,
2002).

Dentre as linhagens resistentes destaca-se o BALB/C e A/J, os quais, ao
serem inoculados com a cepa PbA, acabam desenvolvendo um quadro de

malaria sistémica e evoluem a Obito em decorréncia de hiperparasitemia e
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anemia grave (LOU et al., 2001; MARTINS et al.,, 2009b; NEILL & HUNT,
1992). Enquanto que as linhagens susceptiveis desencadeiam uma producao
elevada de citocinas pro-inflamatodrias, tais como o TNF-a. Estas citocinas séo
essenciais para o desenvolvimento do quadro de MC, pois, o0 aumento da
expressdo de um tipo especifico de receptores deste mediador inflamatério
(TNFR2) gera, consequentemente, um aumento na susceptibilidade do modelo
murino a desenvolver esta consequéncia da doenca (KREMSNER et al., 1991;
SENALDI et al., 1999).

A migragdo dos leucocitos na microvasculatura cerebral induz o
aumento da resposta inflamatoria, promovendo o aumento da producgédo de IL-
1, IL-6 e TNF- a, e por tanto, ocasionando o0 aumento da expressdo de
moléculas de adesdo como ICAM-1, promovendo assim, o aumentando da
citoaderéncia de células parasitadas na microvasculatura cerebral e
consequente formacdo de rosetas. Este fenbmeno gera obstrucdo dos
microvasos, criando um estado de hipdxia cerebral, culminando na quebra da
BHE (LOU et al., 1998; GOMES et al., 2011).

A quebra da BHE expbe o parénquima cerebral, permitindo que
substancias cheguem até o endotélio, favorecendo o desenvolvimento de
alteragcbes comportamentais e locomotoras, frequentemente observadas no
decorrer do quadro de maléria cerebral (MIRANDA et al ., 2010).

Estudos sugerem que as alteracfes evidenciadas no decorrer desta
enfermidade encontram-se associados ao aumento da producdo de radicais
livres (RL), dentre o0s quais as espécies reativas de oxigénio (ERO’s)
desempenham um papel fundamental no desenvolvimento do quadro de MC.
Por tanto, durante a infeccdo por P. berghei, a producdo dos ERO’s pode
ocorrer por oxidacdo do grupo heme (presente nas hemacias), produzindo
elétrons capazes de reagir com o0 oxigénio molecular, ou por ativacdo da
resposta imune do hospedeiro (GUHA et al., 2006; BECKER et al., 2004).

Neste contexto, a utilizacdo de antioxidantes (tais como o acai, fruto da
Euterpe oleracea) sdo de extrema importancia, devido a sua capacidade de

ligar-se as ERO’s e inativa-las, promovendo um equilibrio no estado redox e



35

modulando a resposta inflamatéria desencadeada durante o quadro de MC,
mantendo assim, a integridade da BHE e protegendo, consequentemente, o
SNC.

1.5. Euterpe oleracea (Acai)

A Euterpe oleracea € uma palmeira cespitosa que pertence a familia
Aracaceae, podendo alcancar em torno de 15 a 30 metros de altura e de 12 a
18 centimetros de diametro, conforme evidenciado na Figura 6. De crescimento
lento, necessita de bastante umidade e baixa incidéncia luminosa, podendo
produzir de 3 a 4 cachos contendo entre 3 a 6 kg de frutos. Esta palemira é
comumente observada em solos de igapd, frequentemente encontrada em
solos de varzea, onde a pluviosidade anual € bem distribuida. Tal fato, explica

a grande producédo e consumo do fruto nas diferentes cidades que compdem a

Amazobnia Brasileira, principalmente nos estados do Para, Amazonas,
Maranhdo e Amapé (CARVALHO et al., 1998b; VILLACHICA, H., et al. 1998;
SCHAUSS et al., 2006a e 2006b; DEL POZO-INSFRAN et al., 2004).

Figura 6: Foto das palmeiras Euterpe oleracea no Sitio Santa Fé, contendo os

cachos com o fruto acai. Fonte: Acervo pessoal.
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O mercado mundial comercializa uma ampla variedade de produtos
confeccionados ou desenvolvidos a partir desta palmeira, no entanto, sdo os
pequenos frutos que ganham destaque. De aproximadamente 2 centimetros
de diametro, o fruto chama-se “acgai’; podendo também ser reconhecido em
outras regides como jucara, agai-de-touceira, agai-do-Para ou acai-verdadeiro.
Estes frutos apresentam aspecto globoso, pesando em média 2 gramas, com
coloracao violeta escura caracteristico quando maduros, e recobertos por uma
fina camada de casca comestivel rica em fibras (SCHRECKINGER et al., 2010;
FREITAS et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2000).

A partir da maceracdo dos frutos obtém-se um suco de consisténcia
viscosa (polpa de acai), o qual pode ser consumido individualmente ou
utilizado na producéo de geleias, sorvetes, licores e energéticos. O acai pode
ser obtido durante o ano todo, tendo maior demanda nos meses entre Julho e
Dezembro (periodo de alta estacdo), devido a maior qualidade organoléptica
do fruto (DEL POZO-INSFRAN et al., 2004, ROGEZ, 2000).

O alto valor nutricional do acai e suas diversas propriedades
farmacolégicas sdo fatores fundamentais para seu consumo. A polpa
apresenta moléculas bioativas com diferentes propriedades, tais como, fungéo
imunomoduladora, cardioprotetora, anti-inflamatéria, antiproliferativa e
anticonvulsivante (MACHADO, et al.,, 2016). Fonte de proteinas, minerais
(cobre, zinco, calcio, ferro, magnésio, fosforo e potassio) e de acidos graxos
essenciais, (bmega 6 e 9), a polpa de acai também possui alto teor de
antocianinas (cianidina-3-glucosideo (C3G) e cianidina-3-rutinosideo (C3R)) e
outros flavonoides (MERTENS-TALCOTT et al., 2008; CARVALHO et al., 2006;
DEL POZO-INSFRAN et al., 2006; NERI-NUMA et al., 2017).

Os efeitos benéficos do acai podem estar atribuidos a diversos
compostos, porém sua atividade antioxidante vem sendo restrita aos
flavondides, dentre os quais destacam-se, a orientina, homoorientina, catecina,
epicatecina, acido ferralico, &cido vanilico, acido galico, acido p-hidroxibenzoico
e acido siringico. Estes compostos fendlicos contribuem para manter o

equilibrio entre a producéo e eliminacdo de ERO’s, reduzindo, por tanto, os
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danos causados nas células pelos radicais livres (CARVALHO et al., 2006,
GUERRA et al., 2011; FREITAS et al., 2015).

Diversos estudos ja foram realizados utilizando o fruto da Euterpe
oleracea, geralmente sendo realizado um tratamento por via oral com o intuito
de avaliar alteragbes funcionais e/ou comportamentais no decorrer da
patogénese de diversas doencas. Além de evidenciar que o efeito protetor da
polpa de acai sobre os neurbnios esta associado a sua capacidade
antioxidante e anti-inflamatéria, como descrito na Tabela 1 (POULOSE, 2012;
NERI-NUMA et al., 2017).



38

Fonte Efeitos Metabdlicos
Modelo Efeito Referéncias
Suco de acai | Efeito Anti-lipedémico e |Lipidios intracelulares TALCOTT et al,
concentrado Anti-inflamatério em 2016.

Fracdes da polpa

de fruta

Polpa de acai

Polpa de acai
congelada

Polpa de acai
pasteurizada
Extrato de acai
rico em

Antocianinas

Polissacarideos
isolados da polpa

de acai

Casca e sementes

de acai

células adiposas de
camundongos.
Efeito protetor em

células microgliais

Atividade Antioxidante

Genotoxicidade

Esteatose induzida pela

NAFLD em
camungondos

Modula 0s genes
expressos na
homeostase do
Colesterol

Células C-6 (ratos)
Introduz a resposta
imune innata

Efeito  citotéxico em
linhagens de células

oncogénicas

TExpressao de

adiponectinas

| Producédo de Nitritos,
expressdo de iNOS, TNF
—a e NF-kB.

1 Enzima Catalase

| danos causados ao

DNA de células do
figado e rins.

Efeito protetor contra
NAFLD

| TAG no figado

| LDL

| Fragmentacdo do
DNA.

Recrutamento de IL-12

| Proliferacdo de células

oncogéncias.

POLOUSE, 2012.

SILVA & SOUZA et
al., 2016.

RIBEIRO et al.,
2010.
GUERRA et al,
2015.

DE SOUZA et al,
2012.

HOGAN et al., 2010.

HOLDERNESS et
al., 2011.

SILVA et al., 2014.

BARROS et
2015.

al.,



Racdo enriquecida

com agai

Suco de acai

clarificado

Retina de ratos

Cultura de neurbnios

corticais e astrocitos

Efeito neuroprotetor,
anticonvulsivante e

antidepressivo.

Efeito neuroprotetor em
exposicdo aguda ao

Metilmercario (MeHg)

Previne (o} déficit
eletrofisiologico e
estresse oxidativo
induzido por

metilmercdrio.

Efeito anticonvulsivante

no sistema GABAérgico.

1 Laténcias de crises
convulsivas induzidas

pelo Pentilenotetrazol.

Protecdo contra dano

oxidativo.
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BRASIL et al., 2016.

ARRIFANO et al,
2018.

MONTEIRO, 2016.

SOARES, 2017.

Tabela 1: Efeitos metabdlicos da familia Aracaceae. Fonte: Adaptado de NERI-

NUMA et al., 2017.

A polpa de acai consegue proteger contra danos hepdticos, além de

atenuar a inflamacao pulmonar induzida pela fumaca de cigarro em modelo
experimental murino (GUERRA et al., 2015; MOURA et al., 2012). Segundo

XIE et al. (2012) reportou que os flavondides presentes no fruto possuem a

capacidade de reduzir a producdo de citocinas inflamatorias (TNF-a e IL-6),

inibindo assim, a ativacao do fator nuclear NF-kB. Enquanto que BRASIL et al.

(2016) descreve que uma dieta enriquecida com acai pode prevenir o

desenvolvimento de estresse oxidativo e consequente toxicidade do metil

mercurio (MeHg) no tecido retiniano.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito protetor do Acai (Euterpe oleracea) no quadro de malaria

cerebral, induzido por Plasmodium berghei (PbA) em modelo murino.
2.2. Objetivos Especificos

« Determinagéo da curva de sobrevivéncia de camundongos da linhagem
albino suico inoculados com a cepa ANKA de Plasmodium berghei
(PbA).

« Avaliar a porcentagem de parasitemia e alteracdes na massa corporea

em camundongos da linhagem albino suico inoculados com a cepa PbA.

« Verificar o efeito do Acai (Euterpe oleracea) no desenvolvimento do
quadro de malaria cerebral (MC) em camundongos albino suico

inoculados com a cepa PbA.

« Avaliar o extravasamento vascular no tecido cerebral de camundongos
albino suico inoculados com a cepa PbA e tratados com Acai no 7° dia

pos-infeccéo (d.p.i.).

« Avaliar alterac6es locomotoras de camundongos albino suico inoculados
com PbA e tratados com Acai nos dias 3, 5, 7, 9 e 12 poés infeccao
(d.p.i), utilizando como base o Protocolo SHIRPA e o Teste de Campo

aberto.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Animais Experimentais

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados camundongos
(Mus musculus) da linhagem Albino Sui¢co (machos e fémeas), entre 46-54 dias
pos-natal, pesando aproximadamente 20-25 gramas, obtidos no biotério central
do Instituto de Ciéncias Biolégicas (ICB) da Universidade Federal do Para
(UFPA). Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno, em grupos de
no maximo 5 camundongos por gaiola, em condi¢cdes assépticas, com comida
controlada e agua (NUTIVAL) ad libitum e sob condicbes de luz (ciclo
claro/escuro de 12 horas) e temperatura (25+1°C) controladas. As normas
éticas para pesquisa com animais de laboratorio foram respeitadas, estando
este projeto aprovado pelo Comité de Etica de Uso de Animal (CEUA) parecer
6211241117.

3.2. Racdao enriguecida com Polpa de Acai (Euterpe oleracea)

A polpa de acai fresca foi processada a partir da obtencdo dos frutos
brutos presentes nos cachos das palmeiras localizadas no Sitio Santa Fé
(Bairro Areia Branca - Santa Izabel do Para — Pard), conforme mostrado nas
Figuras 7 e 8. Esta polpa, com aproximadamente 90% de umidade, foi
homogeneizada ao farelo da racdo comercial padrdo na proporcéo de 10% de
peso seco do fruto, ou seja, a cada 1 litro de polpa de acai (100g de peso seco)
foi adicionado 900g de farelo de racdo padrdo. Os pellets obtidos foram
aguecidos a 150°C durante 60 minutos com o intuito de reduzir a umidade dos
mesmos, em seguida, foram pesados e armazenados dentro de sacos plasticos
hermeticamente fechados e mantidos em refrigeracdo por periodos entre 3 a 5
dias. O protocolo utilizado para a fabricacdo da racdo enriquecida com acai foi
adaptado de BRASIL et al., 2016.
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Figura 7: Foto dos cachos de acai para obtencdo da polpa. Fonte: Acervo

pessoal.
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Figura 8: Mapa geogréfico mostrando a localizagdo do Sitio Santa Fé, de onde

foram obtidos os frutos da Euterpe oleracea. Fonte: Google maps, 2018.
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A racao enriquecida (Figura 9) foi ofertada aos animais diariamente por
um periodo de dez dias antes da inoculacdo da cepa ANKA de Plasmodium
berghei (PbA), como forma de pré-tratamento. Apds isso foi inoculado a cepa
ANKA nos animais e estes continuaram a receber a ragdo enriquecida como
forma de tratamento até a evolucdo a 6bito dos animais. Diariamente os pellets
foram pesados e ofertados aos animais para obter controle do consumo

alimentar.

Figura 9: Foto da racao enriquecida com acai. Fonte: Acervo pessoal.

Foram colhidas amostras do caule da palmeira (Euterpe oleracea) da
qual foram obtidos os cachos de acai, com o intuito de posterior envio do

material para a realizacao de exsicatas, para afins de estudo botanico.
3.3. Inducéo do Quadro de Maléaria Experimental

Para inducdo do quadro de malaria foi utilizada a cepa ANKA de
Plasmodium berghei, obtida no Laboratério de Neurofarmacologia Experimental
(UFPA). Inicialmente, uma aliquota de sangue foi descongelada e inoculada
em um camundongo Albino Suigo por injegao intraperitoneal (i.p). Ao atingir
entre 5-10% de parasitemia, 0 sangue foi coletado por puncao cardiaca com o
auxilio de uma seringa de insulina contendo PBS/EDTA (NaCl 137 mM; KCI
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,2,7 mM; NazHPO4 0,8 mM; KH2PO4 1,4 mM; EDTA 10%; pH 7.4) e inoculado
em um outro camundongo até atingir novamente uma parasitemia de 5-10%.
Para garantir uma inoculacdo uniforme nos diferentes grupos, os animais foram
inoculados via i.p com in6culo de 108 eritrécitos parasitados diluido em 100l
de PBS. A quantificacdo dos eritrocitos parasitados foi determinada pela
contagem em camara de Neubauer através do numero total de eritrécitos em

suspensao pela porcentagem de parasitemia.

3.4. Grupos Experimentais e Tratamento com Acai (Euterpe oleracea)

Para a realizacdo dos experimentos, os camundongos foram divididos
em quatro grupos: Grupo Controle (n= 7), Grupo Controle Acai (n=7), Grupo
Infectado (n= 10) e Grupo Infectado tratado com a rag&o enriquecida com acai
(n=10) (Quadro 2). Os grupos que receberam os pellets enriquecidos com acai
foram pré-tratados durante 10 dias, com ofertas diarias de 5mg/kg por animal, e
apos infeccdo, o tratamento continuou até a evolucdo do animal a 6bito,

conforme ilustrado na Figura 10.

Grupo Tratamento

Racao Padréo

Grupos controle Racéao Enriqueciada com Acai

Racao Padrdo

Animais infectados

(PbA)* Ragéo Enriqueciada com Acai

Quadro 2: Organizacdo dos grupos experimentais de acordo com o
tratamento. *Plasmodium berghei ANKA (PbA).
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Pré-tratamento com Tratamento com
ragéo enriquecida racdo enriquecida
com acai com agai
Dias pés-infecgio
0 10 22

Linha de Base Infeccao de Grupos Testes da bateria
do SHIRPA Experimentals com SHIRPA e
Campo Aberto ,E berghei Campo Aberto

Figura 10: Desenho esquematico de linha temporal, evidenciando o periodo de
pré-tratamento, inoculacdo da cepa PbA e tratamento dos camundongos da
linhagem albino suicgo infectados.

3.5. Caracterizacdo de Malaria Cerebral nos Grupos Experimentais

3.5.1. Massa Corporea, Curva de Sobrevivéncia e Parasitemia

Para caracterizar o quadro de maléaria cerebral experimental (MCE),
foram considerados varios parametros, entre eles, a variacdo de massa
corpoérea, a evolucao da parasitemia e a sobrevida do animal. Foi observado o
surgimento dos sinais clinicos, entre o 5° e 10° dia ap6s a inoculacao (d.p.i.) da
cepa ANKA de Plasmodium berghei (PbA), dente os quais destacam-se: ataxia,

paralisia, desorientacdo, convulséo e coma.

Foi realizado a curva de sobrevivéncia e a parasitemia dos grupos
experimentais infectados, no qual a curva foi obtida considerando o nimero de
animais que evoluiram a 6bito e a porcentagem da parasitemia foi determinada
a partir de distensGes sanguineas delgadas. As distensdes foram realizadas
em lamina histologicas e a gota de sangue foi extraida da veia da cauda de
cada animal. Apos secagem, as laminas foram fixadas em Metanol absoluto
(P.A) durante 2 minutos e logo coradas pelo método de Giemsa (10%) por 10

minutos.

Posteriormente, as laminas foram observadas em microscopio éptico
(NIKON, modelo E200) com o6leo de imersdo (1000X maximizacao final). A

porcentagem de parasitemia dos animais foi determinada a partir da razao



46

entre a quantidade de eritrocitos parasitados e a quantidade total de células,

conforme observado na equacéo abaixo.

% PARASITEMIA= N° de eritrocitos parasitados x 100
1000

A contagem das células foi realizada com o auxilio do programa ImageJ,
garantindo maior precisdo na porcentagem de parasitemia de cada animal. A
determinacdo da parasitemia foi realizada nos dias 3, 5, 7, 9 e 12 dias po6s-
infeccéo.

Para o monitoramento da Massa corpérea, os camundongos foram
pesados diariamente antes da infeccdo, com o intuito de avaliar a massa
corporea. Apés serem infectados com a cepa PbA, os animais continuaram a
ser monitorados no decorrer do experimento, registrando-se 0 consumo
alimentar a partir da pesagem das ra¢fes diarias (considerando a diferenca
entre a ragdo ofertada e as sobras do dia seguinte & oferta). O experimento
durou aproximadamente 22 dias (dez dias de pré-tratamento e doze dias de

tratamento), ou até o dltimo animal evoluir a 6bito.
3.6. Permeabilidade Vascular

O ensaio de permeabilidade vascular sera realizado com o intuito de
caracterizar a presenca de extravasamento vascular no tecido cerebral de
camundongos da linhagem albino suico inoculados com a cepa ANKA de
Plasmodium berghei (PbA), além de confirmar a presengca do quadro de
malaria cerebral experimental (MCE) através da utilizacdo do corante Azul de
Evans como marcador, adaptado do método descrito por SCHMIDT et al.,
2011.

No 7° dia pos-infec¢do, apos a realizacdo de todos os experimentos
comportamentais, os camundongos dos grupos controle e infectado ser&o
anestesiados com uma injecao intraperitoneal (i.p.) de solucédo de Cloridrato de
Quetamina (1 mg/kg) e Cloridrato de Xilazina (1 mg/kg), seguido da inje¢céo de
corante Azul de Evans a 2% (200 pl) no coracdo de cada animal. Apds o
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bombeamento do corante para o corpo do animal, este serd perfundido com
10ml de Solucdo Salina (0,9%) e o cérebro sera coletado por craniotomia.
Posteriormente, o cérebro sera colocado em uma placa de Petri e levado a
uma lupa acoplada ao Sistema de Captura de Imagem (NIKON, modelo
SMZ1500) para realizacdo do registro fotografico de possivel presenca de

extravasamento vascular na microvasculatura do animal.
3.7. Ensaio de Comportamento (Protocolo SHIRPA)

Seré realizado o teste comportamental e funcional utilizando como base
o protocolo SHIRPA (cuja sigla significa “SmithKline Becham Pharmaceuticals;
Harvwell, MRC Mouse Genome Centre and Mammalian Genetics Unit; Imperial
College School of Medicine at St Mary’s; Royal London Hospital, St
Bartholomew’s and the Royal London School of Medicine; Phenotype
Assessment”), cujos equipamentos utilizados para avaliacdo foram adaptados
do protocolo de ROGERS et al.,, 1997 e 2001. Esta bateria de testes é
realizada com o intuito de avaliar alteracdes comportamentais e neuroldgicas
no decorrer da infeccdo pela cepa ANKA de Plasmodium berghei (PbA)
(MARTINS et al., 2010).

Os parametros avaliados serédo classificados em 5 categorias funcionais,

as quais podem ser observadas no Quadro 3.



Dominios Funcionais

Comportamento Motor

Tonus Muscular e Forga

Reflexo e Funcado Sensorial

Aspectos Neuropsiquiatricos

Funcédo Autondmica
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Parametros Avaliados

Posicao corporal, Elevagéo pélvica,
Elevacédo da cauda, Marcha,
Encurvamento do tronco, Tremor,
Geotaxis negativa, Manobra do arame

(“Wire manoeuvre”).

Forca ao agarrar, Ténus abdominal,

Tonus corporal, Ténus dos membros.

Posicionamento visual, Reflexo
auricular (“Pinna reflex”), Reflexo
corneal, Reflexo de endireitamento,
Beslicada dos dedos da pata traseira

(“Toe pinch”).

Excitacdo de transferéncia,
Passividade posicional, Atividade
espontanea, Escape ao toque,
Mordida, Medo, Irritabilidade,

Agresséo e Vocalizacéo.

Taxa de respiracao, Piloerecao,
Frequéncia cardiaca, Lacrimejamento,
Salivacao, Fechamento das

palpebras, Miccéo e Defecacéo.

Quadro 3: Classificacdo das categorias funcionais e parametros avaliados no
protocolo SHIRPA. Fonte: Adaptado de LACKNER et al., 2006.

Em cada categoria serdo avaliados diversos parametros com scores

independentes, caracterizando presenca ou auséncia do parametro; além de

determinar niveis de avaliagdo para 0 mesmo, conforme especificado no

Quadro 4 abaixo.



Parametros

Coloracéao dos

Pelos

Morfologia dos

Pelos

Piloerecéo

Coloracédo da

Pele

Morfologia

Auricular

Reflexo Auricular

("Pinna Reflex")

Reflexo Corneal

Reflexo de

Endireitamento

Reflexo de
Endireitamento

por contato

Descricao
Observacéao da
coloracéo dos pelos
do animal.
Observacéao da
morfologia dos pelos
do animal.
Observacgéo da
posicéo dos pelos do
animal.
Observacgéo da
coloracado da pele da
superficie plantar e
os digitos dos
membros.
Observacéao da
morfologia auricular.
Observacgéao da
retracdo auricular do
animal.
Observacéao do
reflexo corneal do

animal.

Observacgéao da
posicéo de pouso do

animal.

Observacéao da
posicéo de pouso do
animal apés coloca-lo

de cabeca para

baixo.

Scores

Normal=0

Normal=0
Ondulado=1
Outros= 2

Presente= 0

Ausente= 1

Palido=0
Rosado=1

Vermelho= 2

Normal= 0
Anormal=1
Ausente=0

Retracao Ativa= 1
Hiperatividade= 2
Ausente= 0
Ativo (1 olho)=1
Ativo (2 olhos)= 2

colocado de costas=0
Cai de costas=1
Cai de lado= 2

Ausente=0

Presente= 1
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Alteracéo de coloracao=1

Cai para a direita quando

Sem comprometimento= 3



10
Posicao do
Corpo
11
Elevacao Pélvica
12 .
Elevacado da
Cauda
13 _
Morfologia da
Cauda
14
Tonus Corporal
15 )
Tonus
Abdominal
16
Tonus dos
Membros
17

Ondulacéao do

Tronco

Observagéao da
posicéo do corpo do

animal.

Observagéo da
posicdo da pélvis do

animal.

Observacgéo da
posicdo da cauda do
animal.
Observacgéo da
morfologia da cauda

dos animais.

Observacgéao do tonus

corporal do animal.

Observacéao do tonus

abdominal do animal.

Observacéao da
resisténcia a pressao
dos membros
anteriores e
posteriores do
animal.
Observacéao da
posicéo do corpo do

animal.
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Totalmente plano= 0
Deitado de lado=1
Deitado de brugos= 2
Sentado ou em Pé=3
Apoiado nas patas traseiras=
4
Pulando= 5
Acentuadamente plana= 0
Apenas toca= 1
Normal (3mm)= 2
Elevada (= 3mm)= 3
Puxando= 0
Estendida Horizontalmente= 1

Elevada= 2

Normal= 0

Anormal=1

Flacido=0
Resisténcia Leve=1
Resisténcia Extrema= 2
Flacido= 0
Resisténcia Leve=1
Resisténcia Extrema= 2

Ausente= 0
Resisténcia Leve= 1
Resisténcia Moderada= 2
Resisténcia Marcada= 3

Resisténcia Extrema= 4

Ausente=0

Presente= 1
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Atividade
Espontanea
19
Fechamento das
Palpebras
20
Taxa de
Respiracao
21
Tremor
22
Lacrimejamento
23
Salivacéao
24
Mordida

Observagéo da
atividade realizada

durante 5 minutos.

Observacéao da
capacidade do
animal de fechar os
olhos.

Observacéao da taxa
respiratoria do

animal.

Observacéao da
presenca de
tremores no animal.
Observacgéao da
presenca de lagrimas
na regiao periorbital
do animal.
Observacéao da
presenca de saliva
na area submaxilar.
Observacéao da
capacidade de
mordida provocada
com o auxilio de uma

haste.

o1

Nenhuma/Descansando= 0

Cocar casualmente/
Movimentos Lentos= 1
Cocar vigorosamente/

Movimentos Moderados= 2

Cocar vigorosamente/
Movimentos rapidos= 3

Cocar extremadamente= 4

Olhos Fechados= 0
Olhos Semi-abertos= 1
Olhos Abertos= 2

Ofegante/Irregular= 0
Lenta= 1
Normal= 2
Hiperventilagéo= 3
Importante= 0
Moderado= 1

Ausente= 2

Presente= 0

Ausente= 1

Zona totalmente imida= 0
Zona levemente Gimida= 1

Ausente= 2

Presente= 0

Ausente=1
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Geotaxis
Negativa
26
Medo
27
Irritabilidade
28
Agressao
29
Vocalizacao
30
Manobra do
Arame
(“Wire

Manoeuvre”)

Observacéao do
comportamento do
animal apés coloca-lo
em uma grade e
posicionar a mesma
de cabeca para baixo
durante 30 segundos.
Observagao do
comportamento do
animal apoés
transferéncia de
ambiente.
Observacéao do
comportamento do
animal apés
manipulagéo.
Observacéao do
comportamento do
animal apés
manipulagéo.
Observacéao da
presenca de
vocalizacdo ap0s
manipulagéo do

animal.

Observacgéao do
comportamento do
animal apés deixa-lo
em suspensao (pelas
patas anteriores) em
um arame durante 3

minutos.
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Cai=0
N&o se move durante 30
segundos=1
Se move, mas ndo consegue
se virar = 2
Se vira, mas fica estatico= 3

Vira-se e escala a grade=4

Estatico quando troca de
ambiente= 0

Ausente=1

Ausente= 0

Presente=1

Ausente= 0

Provoca mordida ou ataca= 1

Ausente=0
Presente= 1

Cai imediatamente= 0
Incapaz de levantar os
membros inferiores / Cai em
segundos=1
Incapaz de agarrar com 0s
membros inferiores= 2
Dificuldade de agarrar os

membros inferiores= 3



31

32

33

34

35

Forca dos
Membros

Forca ao Agarrar

Beliscada na
pata traseira
("Toe Pinch")

Marcha

Atividade

Locomotora

Observacéao da forca
dos membros
anteriores e
posteriores durante 3
minutos.
Observacéao da
capacidade do
animal de agarrar
com 0s membros
anteriores, aplicando
pequenos puxdes
pela cauda, utilizando
uma grade como
auxilio.
Observacgéao do
comportamento do
animal apoés
pressionar o digito
central da pata
traseira com o auxilio
de uma pinga.
Observagéao da
capacidade de
locomocéo do

animal.

Observagao do

numero de
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Agarra com os membros

inferiores= 4

Ausente= 0

Presente=1

Ausente=0
Leve/Semi-eficaz= 1
Moderado/Eficaz= 2

Ativo/Eficaz= 3

Inusualmente eficaz= 4

Ausente=0
Retirada ligeira= 1
Retirada Moderada= 2
Retirada Rapida= 3
Retirada Brusca/ Repetitiva=
4

Incapacidade= 0
Movimentos Limitados= 1
Fluido/Anormal= 2

Normal= 3



gquadrantes
explorados durante

30 segundos.
36

Observagéao do

. comportamento do
Transferéncia de

_ animal apoés
Ambiente

transferéncia de

ambiente.

37 Observacgéo da

capacidade de
Escape ao Toque

resposta a
manipulagéo.
38 Observacgéao da

Peso massa corporea dos

animais.
39

Observagéao da

Passividade resposta do animal a

Posicional manipulacéo

seqguencial.
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Coma=0
Freeze prolongado/
Movimentos leves= 1
Freeze temporario/
Movimentos Moderados= 2
Freeze breve/
Movimentos Ativos= 3
Freeze Momentaneo/
Movimentos Ativos= 4
Sem Freeze/ Movimentos
imediatos= 5
Extremamente excitado= 6
Sem Resposta= 0
Suave=1
Moderada= 2

Vigorosa= 3

Sem Reacdo=0
Luta quando segurado pelas
patas traseiras= 1
Luta quando posicionado de
brucos= 2
Luta quando segurado pelo
pescoco= 3
Luta quando segurado pela

cauda= 4
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40 . Nenhum= 0
Observacéao do _ '
Contato acima do nariz= 1
comportamento do

Posicionamento _ Contato acima das vibrissas=
) animal durante
Visual o ) 2
permanéncia na jarra o
(“Grooming”) Contato antes das vibrissas

de observacéao
(18mm)=3

("Viewing jar"). o
Extensao vigorosa (25mm)=4
Quadro 4: Classificagdo e descricdo dos parametros avaliados utilizando o
protocolo SHIRPA, estabelecendo os devidos scores. Fonte: Adaptado de

Lackner et al., 2006.

O protocolo SHIRPA foi utilizado para avaliar o desempenho individual
de cada animal objetivando fornecer o perfil comportamental e locomotor. A
bateria de testes foi realizada antes da infeccdo pela cepa ANKA de
Plasmodium berghei para registrar a linha de base, e nos dias 3, 5, 7, 9 e 12
pos-infeccdo, a fim de se verificar se 0s animais apresentavam alguma

alteracao.

Para o desenvolvimento do protocolo foram utilizados alguns
equipamenos e utensilios que auxiliardo na avaliagdo morfolégica e
comportamental dos animais. Primeiramente, 0s animais permaneceram na
sala de experimentos durante 20 minutos para ambientacdo, logo, utilizou-se
um cilindro transparente de 15cm de altura por 11cm de largura chamado de
jarra de observacgao (“viewing jar”), no qual o animal foi analisado durante 5

minutos.

Posteriormente, o animal foi posicionado sob uma grade para avaliacao
da forca, tanto da forca ao agarrar (através de leves “puxdes” realizados pela
cauda) ou por meio da realizacdo do teste de geotaxis negativa (“negative
geotaxis”). A primeira andlise foi realizada durante 3 segundos, ja o teste de
geotaxis negativa teve duracdo de 30 segundos. Além disso, nesta etapa foi
realizada a avaliacdo morfologica do animal, analisando também a presenca ou
auséncia de reflexos: corneal, auricular (“pinna reflex”) e o reflexo de retirada
da pata traseira (“toe pinch”). Todos estes testes foram realizados com o auxilio

de uma haste e uma pinca respectivamente.
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Apébs avaliacdo morfoldgica e de reflexos, realizou-se a analise da forga
dos membros do animal, por meio de sua capacidade de ficar pendurado em
um arame, somente pelas patas dianteiras, durante 3 minutos. Por udltimo,
transferiu-se o animal para uma arena ampla (campo aberto) com o intuito de
avaliacdo de capacidade locomotora, cuja analise foi registrada durante 5

minutos.
3.7.1. Campo Aberto

O teste de Campo Aberto é frequentemente utilizado para avaliar a
capacidade locomotora de roedores. Para a realizacdo do mesmo utilizou-se
uma arena circular de 83cm de diametro por 52cm de altura, confeccionado em
madeira e revestido internamento com lona preta. Primeiramente realizou-se o
teste da linha de base, ultizando os animais antes da infec¢cdo, com o intuito de
avaliar a atividade locomotora dos mesmos e destacar 0s parametros
comportamentais. Apos inoculacdo com a cepa ANKA de Plasmodium berghei
(PbA), o teste foi realizado no 3°, 5°, 7°, 9° e 12° d.p.i., onde os animais foram
posicionados individualmente no centro do aparato e monitorados durante 5
minutos com o auxilio do programa Debut Video Capture Software, versao
1.49. A gravacao foi analisada por meio do software X-PloRat, versdo 2005, e o
parametro avaliado foi: Deslocamento vertical, por meio da quantificacdo dos

centimetros percorridos pelo animal durante toda a sesséo.

3.7.2. Andlise Estatistica

Os resultados foram analisados por meio do ANOVA de duas vias
(analise de variancia) seguido de pés-teste Tukey-Kramer (para andlise de trés
ou mais grupos). Para avaliar os parametros obtidos no protocolo SHIRPA
utilizou-se o pos teste ndo paramétrico de Wilcoxon. Todos os testes foram
realizados com o auxilio do programa estatistico BioEstat versdo 5.3,
considerando significativo p<0,05. Os experimentos foram repetidos pelo
menos duas vezes e os graficos foram construidos considerando a média de

cada grupo.
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4. RESULTADOS

4.1. Padronizacdo e Efeito do acai no quadro de malaria cerebral experimental
(MCE)

4.1.1. Variagdo de Massa Corporea

Antes de caracterizarmos o efeito do acai na evolucado do quadro clinico
da malaria cerebral experimental (MCE), foi avaliado uma série de parametros
com o intuito de padronizar o desenvolvimento do quadro de malaria cerebral

nos grupos inoculado com a cepa PbA.

Inicialmente, foi avaliado uma possivel variagdo de massa corpérea dos
camundongos albino suico pertencentes aos quatro grupos experimentais
(Controle, PbA, PbA + Acai e Acai) no decorrer da infecgdo. A massa corporea
dos animais foi mensurada nos dias 3, 5, 7, 9 e 12 pés-infeccdo. Pode-se
observar que os animais do Grupo PbA, infectados com a cepa ANKA de
Plasmodium berghei (PbA) apresentaram alteracdes relacionadas ao ganho de
massa corpoérea, no decorrer da evolugédo da doenca, conforme evidenciado na
Figura 11. Entre o dia 3° e 0 9° d.p.i observou-se que ndo houve diferenca
estatistica significativa da massa corporea entre os grupos infectados (PbA=
20.032+0.93 VS PbA + Agai= 23.298+1.75; F[3,12]= 8.8947; p>0.05)

40-
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i & Acai (5mglkg)
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¥ PbA+Acai (5mg/kg)

Massa Corporea (g)
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0lllIII
s 5 6 A 9 9

Dia p6s-infecg¢ao (d.p.i.)

Figura 11: Avaliacdo de massa corpOrea em camundongos albino suicos/

controles e infectados com a cepa ANKA de Plasmodium berghei (PbA).
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Grupos experimentais: Controle, PbA, PbA + Acai e Agai (n= 34 animais).

Dados apresentados em MédiatErro Padrao; p<0.05.
4.1.2. Curva de sobrevivéncia e Sinais Clinicos

Foi avaliado o curso de desenvolvimento do quadro de malaria cerebral
experimental (MCE) em camundongos albinos suico infectados com a cepa
ANKA de Plasmodium berghei (PbA), a partir do surgimento dos sinais clinicos
caracteristicos, evidenciados principalmente entre o 7° e 10° dia ap6s a
inoculacdo (d.p.i.), dentre os quais observou-se a ataxia, paralisia,
desorientacdo, desvio da cabeca, convulsdo e coma. Associada a esta analise,
realizou-se a curva de sobrevivéncia dos animais por meio do monitoramento
diario da taxa de sobrevivéncia dos mesmos. A curva foi obtida a partir da
determinacdo do niumero de animais que evoluiram a 6bito no seu respectivo

dia apoés a infeccao (d.p.i.).

Durante este periodo, foi possivel observar que os camundongos
inoculados com a cepa PbA desenvolveram uma infeccdo aguda e letal, com
inicio no 7° dia pds-infecgdo (d.p.i) e mantendo-se até o 11° d.p.i, evidenciando
uma diminuicdo significativa na taxa de sobrevivéncia destes. Contudo,
observou-se que os animais infectados e tratados com racdo enriquecida com
acai (grupo PbA + Acai) obtiveram um aumento na taxa de sobrevida,

evoluindo a 6bito a partir do 13° d.p.i. , como demonstrado na Figura 12.
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Figura 12: Curva de sobrevivéncia de camundongos albino suico infectados

com a cepa ANKA de Plasmodium berghei (PbA). Os animais foram inoculados
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com 10° de eritrocitos parasitados, apresentando dois grupos experimentais:
PbA e PbA + Acai (n= 20 animais).

4.1.3. Parasitemia

A evolucdo da parasitemia foi acompanhada a partir da obtencdo de
distensbes sanguineas delgadas realizadas nos dias 3, 5, 7, 9 e 12 pos
inoculacdo com a cepa ANKA de Plasmodium berghei (PbA). Durante a analise
observou-se uma répida progressdo da parasitemia nos animais que

desenvolveram o quadro de malaria cerebral experimental (MCE).

No 3° dia foi observada uma parasitemia inicial de 3-5%, a qual aumenta
gradativamente, registrando a partir do 5° d.p.i. um percentual de 13-14%, onde
pode-se observar que houve um aumento do nivel de parasitemia dos animais
que desenvolveram o quadro clinico de MCE. A partir do 7° d.p.i, registrou-se
no grupo PbA + Acai uma parasitemia de 18,44%, enquanto que os animais do
grupo PbA registraram 20,21%. O acompanhamento do desenvolvimento da
parasitemia demonstrou que os animais do grupo PbA apresentavam uma
parasitemia de aproximadamente (13,20%) quando evoluiram a Obito,
enquanto os animais do grupo PbA + Acai registraram 16,29%, conforme
mostrado na Figura 13.
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Figura 13: Parasitemia de camundongos albino suico infectados com a cepa
PbA. Os animais foram inoculados com 10° de eritrécitos parasitados,

apresentando os grupos experimentais PbA e PbA + Acai.
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4.1.4. Permeabilidade Vascular

Os animais dos grupos controle (Controle e Acai) e infectados (PbA e
PbA + Acai) foram submetidos ao Ensaio de Permeabilidade Vascular no 7°
d.p.i, 0 qual nos permitiu observar a presenca ou auséncia de extravasamento
da microvasculatura cerebral. Entre os animais infectados com a cepa ANKA
de Plasmodium berghei (PbA), os pertencentes ao grupo PbA apresentaram a
maioria dos sinais clinicos da doenca, juntamente com presenca de maior
concentragdo do corante Azul de Evans, comprovando a ocorréncia de
extravasamento vascular. A partir deste dado, pode-se observar maior taxa de
incidéncia do quadro de MCE nos animais do grupo PbA, que apresentaram
uma concentracdo de aproximadamente 26ug/g de corante Azul de Evans,
quando comparados com o0s animais do grupo PbA + Acai (12ug/g).
Aproximadamente 85% do grupo tratado (PbA + Acai) ndo desenvolveu o
quadro de extravasamento vascular, apresentando-se morfologicamente

semelhante ao grupo controle, conforme evidenciado na Figura 14.
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Figura 14: Permeabilidade vascular. Apresentando diferenca significativa entre
0os grupos PbA e Controle, PbA e PbA + Acai (n=8). Dados expressos em
médiatzEPM. *p<0.01 vs Controle, #p<0.01 vs PbA.

4.1.5. Ensaio de Comportamento (Protocolo SHIRPA)

Os animais dos grupos controle (Controle e Acai) e infectados (PbA e

PbA + Agai), foram submetidos a avaliacdo de diversos testes paramétricos
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com o intuito de verificar as alteracdes comportamentais geradas em
decorréncia do quadro de malaria cerebral experimental (MCE) induzido pela

infeccdo por cepa ANKA de Plasmodium berghei (PbA).

Foi possivel observar o comprometimento de todos os dominios
funcionais avaliados na realizagdo do protocolo SHIRPA, demonstrando que
houve diminuigcdo do comportamento motor, dos reflexos dos animais e perda

de forca e tbnus muscular, conforme observado nas Figura 15.
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Figura 15: Comprometimento comportamental apds inoculacdo da cepa PbA

para inducdo do quadro de Malaria Cerebral Experimental (MCE). O

comprometimento foi avaliado em cinco diferentes categorias funcionais:

comportamento motor, tdbnus muscular e forca, reflexo e funcdo sensorial,
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estado neuropsiquiatrico e fungdo autondmica utilizando a tabela primaria do
protocolo SHIRPA. A soma dos escores de todas as categorias foi registrada
como uma pontuacao total para cada grupo (n=10) e os dados estdo expressos
como média + SEM. ANOVA de uma via com pos teste ndo paramétrico de
Wilcoxon. *p<0.0001 PbA vs Controle. #p<0.0001 PbA vs PbA + Acai.

4.1.6. Campo Aberto

Além da utilizacdo do protocolo SHIRPA para avaliacdo da atividade
locomotora do animal, também foi utilizado o teste de Campo Aberto com maior
tempo de andlise (5 minutos), com o intuito de obter um resultando adicional.
Foi observado uma diminuicdo significativa da atividade locomota dos animais
dos grupos infectados (PbA e PbA + Acai), quando comparados aos grupos

Controle, sendo melhor evidenciado entre o 7° e 0 12° d.p.i. na Figura 16.
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Figura 16: Atividade locomotora dos animais dos grupos Controle, Acai, PbA e
PbA + Acai, a partir do numero total de quadrantes cruzados no 3°, 5°, 7° e 9°
dia pos-infeccao (d.p.i.).*p<0.05 PbA vs Controle, #p<0.05 PbA vs PbA + Acai.
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5. DISCUSSAO

A maléaria cerebral (MC) é uma doenca infecciosa de patogénese
complexa, cujos mecanismos de acéo ainda encontram-se pouco elucidados. A
literatura descreve que o desenvolvimento deste quadro esta associado a
citoaderéncia de eritrécitos parasitados no endotélio vascular e a uma resposta
imunologica exacerbada, desencadeando na quebra da barreira
hematoencefalica (BHE) e consequente desenvolvimento dos sinais e sintomas
observados no decorrer do quadro (COMBES et al., 2006; MILLER et al., 2002;
CARVALHO et al., 2014).

Neste trabalho, utilizou-se modelo murino para avaliar a malaria cerebral
experimental (MCE), onde camundongos da linhagem albino suico foram
inoculados com a cepa ANKA de Plasmodium berghei (PbA). Dentre os
modelos murinos, esta linhagem é uma das mais susceptiveis a infec¢do por
PbA, além de gerar o quadro de MCE, estes animais conseguem desenvolver
sinais clinicos semelhantes aos observados em infec¢cdes por Plasmodium
falciparum em humanos, tais como: ataxia, convulsdes e coma (MARTINS et
al., 2009a; HANUM et al., 2003).

Segundo BAGOT et al.,, 2002, a incidéncia do desenvolvimento do
quadro de MCE em camundongos infectados com a cepa PbA pode variar
entre 60-100%, dependendo do peso, idade e perfil genético dos animais, além
da quantidade de eritrGcitos parasitados que sao inoculados.

Para caracterizar o desenvolvimento do quadro de MCE, foi considerada
a taxa de sobrevivéncia e a porcentagem de parasitemia. Como descrito em
nossos resultados, 100% dos camundongos inoculados com a cepa PbA
(inéculo de 10°) e pertencentes ao grupo PbA desenvolveram MCE, evoluindo
a Obito entre 0 7° e 11° d.p.i., 0 que se assemelha ao descrito na literatura,
onde evidencia-se que os camundongos susceptiveis a desenvolver o quadro
de MCE evoluem a o6bito entre o 6°-10° d.p.i. com uma baixa porcentagem de
parasitemia (MARTINS et al., 2009b; QUEIROZ et al., 2010).

Também foi observado que os animais infectados (grupos PbA e PbA +

Acai) apresentaram uma rapida progressao da parasitemia, melhor evidenciada
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entre o 5° e 12° d.p.i., além de evidenciar que o acai ndo agiu como
antimalarico e ndo alterou a porcentagem de parasitemia entre 0s grupos
infectados. Fatos semelhantes foram descritos na literatura, como o relatado
por MILLER et al., (2002), o qual afirma que a porcentagem de parasitemia
encontra-se associado tanto a uma resposta imunoldgica exacerbada quanto a

citoaderéncia dos eritrécitos parasitados na microvasculatura cerebral.

Além dos sinais clinicos, taxa de sobrevivéncia e porcentagem de
parasitemia, este trabalho também avaliou uma possivel variagdo de massa
corpdrea dos animais pertencentes aos quatro grupos experimentais (Controle,
Acai, PbA e PbA + Acai). Contudo, verificamos que ndo houve variacdo de
massa corpoérea no decorrer da infeccado, demonstrando que o fornecimento de
racdo padrdo (grupos Controle e PbA) e de ragdo enriquecida com acai
(grupos Acai e PbA + Acai) ndo influenciou na massa corporea dos animais.
DAI et al., (2012) corrobora estes dados, uma vez que afirma que o quadro de
MCE néo é capaz de alterar a massa corporea em modelo murino até o 7°
d.p.i, podendo, no entanto, apresentar diminuicdo de massa corpérea apenas
no 9°d.p.i.

Avaliamos também o extravasamento da microvasculatura cerebral em
camundongos albino suico por meio do ensaio de permeabilidade vascular pelo
uso do corante Azul de Evans. Conseguimos identificar que os animais do
grupo PbA apresentava maior numero de vasos extravasados quando
comparados aos animais do grupo PbA + Acai, além de evidenciar que 0s
animais dos grupos Controle e Acai apresentavam integridade da barreira
hematoenceféalica. Este fato foi confirmado pela maior concentracdo de corante
Azul de Evans na microvasculatura cerebral extravasada nos animais do grupo
PbA. Conforme descrito no trabalho de SCHMIDT et al., (2011), é evidente
observar a presenca de extravasamento vascular em camundongos com o
quadro de MCE, assim como a total integridade dos vasos sanguineos que

irrigam o tecido cerebral em camundongos controle.

Dados da literatura j& elucidaram a presenca de alteracdes
comportamentais em modelo murino durante o desenvolvimento da doenca,

sendo principalmente desencadeados em virtude da quebra da barreira
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hematoencefalica. De acordo com ADAMS et al. (2002), o aumento da
permeabilidade da BHE ocorre no inicio da infeccdo por cepa PDbA,

promovendo danos ao endotélio no decorrer da doenca.

Nossos resultados evidenciaram alteragbes comportamentais nos
animais infectados com a cepa PbA, a partir da analise por observacdo com
auxilio do protocolo SHIRPA para avaliacdo de diversos parametros. A bateria
de testes realizada no SHIRPA é considerada uma ferramenta de extrema
importancia para avaliacdo da funcdo neurolégica de diversas doencas em
modelo murino. Segundo LACKNER et a., (2016), varios scores obtidos no
protocolo estdo associados ao desenvolvimento do quadro de malaria cerebral
(MC).

Conseguimos observar uma diminuicdo na atividade exploratéria dos
animais do grupo PbA, quando comparados ao grupo PbA + Acai, sendo
melhor evidenciada entre o 5° e 9° d.p.i. Os animais tratados com a racéo
enriqguecida com acai nao apresentaram diminuicdo significativa deste
parametro, mostrando o seu efeito protetor no endotélio cerebral. Este fato ja
foi descrito por ZHANG et al. (2016), sugerindo que o aumento da atividade
exploratéria dos animais, assim como o0 aumento da frequéncia das
necessidades fisiologicas (miccdo e defecacdo) encontra-se diretamente
associado a sensibilidade (estado de ansiedade) dos animais quando
colocados em ambientes nunca antes explorados. Além disso, 0os autores
também sugerem que 0s animais que apresentavam maior elevacdo pélvica

apresentavam melhor flexibilidade e tbnus muscular.

Os resultados obtidos comprovam o fato evidenciado por ZHANG et al.,
(2016) haja vista que os animais infectados de ambos grupos (PbA e PbA
+Acai) também apresentaram diminui¢éo da flexibilidade e do tdnus muscular,
tanto dos membros quanto tbnus abdominal. Ademais, os testes nos permitiram
evidenciar que os animais dos grupos Controle e Acai apresentaram maior
flexibilidade, ténus muscular e forca quando comparados aos animais
infectados, comprovando novamente que a infeccdo pela cepa PbA promove o

desenvolvimento de alteracbes comportamentais e funcionais, comumente
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evidenciadas no decorrer do quadro de MCE (MASUYA et al., 2005; MIRANDA
et al., 2010).

Segundo MASUYA et al., (2005), a elevacdo da cauda dos animais
(>45°) é comumente observado em comportamentos mais agressivos,
geralmente durante uma luta. Neste trabalho, a observacdo deste parametro
nos permitiu sugerir que 0s animais apresentaram comportamento agressivo, o
qual foi melhor evidenciado também, quando foram avaliados a capacidade de

mordida e o teste do arame (“Wire Manoeuvre”).

Por outro lado, ao avaliar a atividade locomotora, observamos que o0s
animais infectados, pertencentes ao grupo PbA + Acai, apresentaram maior
namero de quadrantes cruzados explorados entre o 3° e 0 9° d.p.i., quando
comparados ao grupo PbA, o que sugere um aumento da capacidade
locomotora e maior atividade exploratoria quando posicionados em novos
ambientes, o que novamente corrobora com o descrito no trabalho de ZHANG
et al., 2016.

Nossas andlises permitiram evidenciar a alteracdo na performance dos
animais durante o curso da infecgdo, melhor observadas entre o 5° e 9° d.p.i.,
mostrando que 0s animais apresentavam comprometimento neurologico. Este
fato € semelhante ao relatado por CARVALHO et al, (2013), o qual
demonstrou que 100% dos animais infectados pela cepa PbA analisados
apresentavam alguma alteracao histoldgica no cérebro entre o 6° e 8° d.p.i.

Neste contexto, o trabalho de LACKNER et al. (2016), sugere que as
alteracdes patofisioldégicas em roedores sdo evidenciadas aproximadamente 36
horas antes do animal evoluir a Obito. Tal fato permite propor a utilizagcdo do
protocolo SHIRPA para avaliagdo neurologica e comportamental dos
camundongos infectados com a cepa PbA, com o intuito de prever o
desenvolvimento do quadro de malaria cerebral experimental (MCE) e retardar

ou evitar o desenvolvimento da doenca.

O fruto da Euterpe oleracea (Acai), ja vem sendo utilizado como terapia
adjuvante no tratamento de diversas doencas, tanto pela sua capacidade anti-

inflamatoéria, cardioprotetora e anti-convulsivante, quanto pela sua capacidade
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antioxidante. A literatura comprova a alta capacidade antioxidante do acai
contra os radicais livres (RL), porém, sendo especifica da polpa do fruto
maduro (devido a presenca de antocianinas) (LICHTENTHALER et al., 2005).

Ainda ndo esta totalmente claro se o0 acai possui a capacidade de
atravessar a BHE, porém, estudos descrevem seu efeito neuroprotetor. Nos
estudos desenvolvidos por POULOSE et al., (2012), o acai foi capaz de
atenuar a desregulacdo do ion calcio presente nas células endoteliais do

cérebro de roedores, além de modular a autofagia celular.

O trabalho de DIAS-SOUZA et al., (2017) utiliza o extrato da Euterpe
oleracea (polpa de acai) contra infeccbes por Staphylococcus aureus, em
associacdo com drogas antimicrobianas. Enquanto que MACHADO et al.,
(2016), evidencia o efeito neuroprotetor do acai (Euterpe oleracea) contra a
exposi¢do in vitro a rotenona (uma substéncia quimica utilizada como

inseticida).

Assim, a literatura confirma que a polpa de acai contém uma variedade
de compostos bioativos que possuem a capacidade de atravessar a BHE,
principalmente os flavonoides. Neste contexto, pode-se considerar que, talvez,
estas moléculas sédo capazes de chegar ao cérebro e promover uma protecao
extra ao parénquima cerebral, evitando assim o comprometimento da barreira e
consequentemente retardando a evolugdo do quadro de maléria cerebral (MC)
durante a infeccéo pela cepa PbA.
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6. CONCLUSAO

- A infeccdo por cepa ANKA de Plasmodium berghei (PbA) apresenta um
curso agudo e letal na linhagem de camundongo albino suico, com
manifestacbes clinicas mais evidentes entre o 6° e 9° dia apos a infeccdo,
momento em que a parasitemia permanecia em niveis baixos, em torno de 15 a
20%.

- Elucidamos a presenca de extravasamento da microvasculatura no cortex de
camundongos albinos suicos que desenvolveram o quadro de MCE e auséncia

de extravasamento nos animais que ndo desenvolveram o quadro.

- Durante o decorrer da infec¢cdo observou-se uma alteracdo comportamental e
locomotora dos animais infectados com a cepa ANKA de Plasmodium berghei
(PbA). Por tanto, torna-se essencial a utilizacdo do protocolo SHIRPA com o

intuito de prever o desenvolvimento da doenca em modelo murino de MCE.

- Evidenciamos o efeito protetor do acai (Euterpe oleracea) no tecido cerebral
de camundongos albino suico infectados com a cepa ANKA de Plasmodium
berghei (PbA), através da diminuicdo de extravasamento da microvasculatura
cerebral em camungondos infectados e tratados com rag¢édo enriquecida com
Acai (5mg/kg) antes e apds inoculacdo da cepa. Esta protecdo também foi

evidenciada devido ao aumento da sobrevivéncia dos animais.
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ANEXO | — COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

e Comissao de Etica no
e Universidade Federal do Para Uso de Animais
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protocolada sob o CEUA n® 6211241117, sob a responsabilidade de Karen Renata Herculano Matos Oliveira e eguipe; Larissa
Medeiros dos Anjos; Nivia de Souza Franco Mendes; Brenda Jaqueline de Azevedo Ataide; Karen Renata Herculano Matos Oliveira -
que envolve a producdo, manutencio efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o
Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao
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POTENTIAL IN PATHOGEMESIS OF CEREBRAL MALARIA INDUCED BY Plasmodium berghei (ANKA) INFECTION.", utilizing 300
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Herculano Matos Olivelra and team; Larissa Medeiros dos Anjos; Nivia de Souza Franco Mendes; Brenda jaqueline de Azevedo
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the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance
with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the Naticnal Council for
Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University
of Para (CEUA/UFPA) in the meeting of 03/22/2018.
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Linhagem: Swiss Peso:  20a259g
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ANEXO Il — Tabelas do Protocolo SHIRPA

Comportamento Tbénus Reflexo e Estado Funcéo
Motor Muscular Funcao Neuropsiquiatrico Autonémica
e Forca Sensorial
3° | 2.5+0.36 1.740.07 2.24+0.31 1.60+0.40 0.80+0.42
d.p.i.
50 | 2.75+0.45 3.0£0.30 2.24+0.31 1.72+0.45 0.57+0.31
d.p.i.
7° | 2.78+0.46 2.75+0.36 2.30+0.31 1.91+0.57 0.74+0.36
d.p.i.
90 | 2.75+0.45 2.75+0.36 2.35+0.32 1.91+0.57 0.46+0.29
d.p.i.
12° | 2.71+0.47 2.75+0.36 2.25+0.31 1.94+0.56 0.64+0.38
d.p.i.

Tabela 2: Comprometimento comportamental apds inoculacdo da cepa PbA
para inducdo do quadro de Malaria Cerebral Experimental (MCE). O
comprometimento foi avaliado em cinco diferentes categorias funcionais:
comportamento motor, tdbnus muscular e forca, reflexo e funcéo sensorial,
estado neuropsiquiatrico e funcdo autonémica utilizando a tabela priméria do
SHIRPA. A soma dos escores de todas as categorias foi registrada como uma
pontuacao total para o grupo Controle (n=7) e os dados estao expressos como
média = SEM.
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Comportamento ToOnus Reflexo e Estado Funcéo
Motor Muscular Funcgéo Neuropsiquiatrico Autondmica
e Forca Sensorial
3° | 2.5+0.36 1.740.07 2.24+0.31 1.60+0.42 0.80+0.42
d.p.i.
50 | 2.78+0.45 2.75£0.30 2.25+0.31 1.72+0.45 0.59+0.36
d.p.i.
7° | 2.78+0.45 2.75+0.36 2.30+0.32 1.91+0.57 0.74+0.30
d.p.i.
9o | 2.75%£0.45 2.75+0.36 2.35+0.32 1.91+0.56 0.47+0.30
d.p.i.
12° | 2.71+0.47 2.75+0.36 2.25+0.31 1.91+0.55 0.64+0.36
d.p.i.

Tabela 3: Comprometimento comportamental apos inoculacdo da cepa PbA
para inducdo do quadro de Maléria Cerebral Experimental (MCE). O
comprometimento foi avaliado em cinco diferentes categorias funcionais:
comportamento motor, tbnus muscular e forca, reflexo e funcédo sensorial,
estado neuropsiquiatrico e funcdo autondmica utilizando a tabela primaria do
SHIRPA. A soma dos escores de todas as categorias foi registrada como uma
pontuacao total para o grupo Acai (n=7) e os dados estdo expressos como
média £ SEM.
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Comportamento ToOnus Reflexo e Estado Funcéo
Motor Muscular Funcgéo Neuropsiquiatrico Autondmica
e Forca Sensorial
3° | 2.50+0.30 1.70+0.06 2.24+0.26 1.77+0.41 1.00+0.49
d.p.i.
50 | 2.20+0.31 1.95+0.10 2.24+0.31 1.80+0.41 0.62+0.29
d.p.i.
7° | 1.80+0.34 1.35+0.23 2.20+0.31 1.35+0.31 0.40+0.31
d.p.i.
9° | 0.78+0.35 0.62+0.08 2.05+0.43 0.91+0.54 0.33+0.34
d.p.i.

Tabela 4: Comprometimento comportamental apos inoculacdo da cepa PbA

para inducdo do quadro de Maléria Cerebral

Experimental

(MCE). O

comprometimento foi avaliado em cinco diferentes categorias funcionais:

comportamento motor, tbnus muscular e forca, reflexo e funcédo sensorial,

estado neuropsiquiatrico e funcdo autondmica utilizando a tabela primaria do

SHIRPA. A soma dos escores de todas as categorias foi registrada como uma

pontuacdo total para o grupo PbA (n=10) e os dados estdo expressos como
média £ SEM.
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Comportamento Toénus Reflexo e Estado Funcéo
Motor Muscular e Funcéo Neuropsiquiatrico Autondmica
Forca Sensorial
3° | 2.46x0.30 2+0.00 2.30+0.26 1.77+0.41 1.08+0.57
d.p.i
50 | 2.35+0.21 1.49+0.18 2.13+0.32 1.77+0.41 0.76x0.29
d.p.i
7° 11.60£0.34 1.41+0.07 2.09+0.29 1.33+0.40 0.61+0.25
d.p.i
9° | 0.62+0.34 0.25+0.25 1.30%£0.60 0.38+0.27 0.30+0.29
d.p.i
12° | 0.50+0.42 0.0+0.0 1.30+0.85 0.38+0.34 0.21+0.40
d.p.i

Tabela 5: Comprometimento comportamental apds inoculacdo da cepa PbA
para inducdo do quadro de Malaria Cerebral Experimental (MCE). O
comprometimento foi avaliado em cinco diferentes categorias funcionais:
comportamento motor, tdbnus muscular e forca, reflexo e funcédo sensorial,
estado neuropsiquiatrico e funcdo autonémica utilizando a tabela priméria do
SHIRPA. A soma dos escores de todas as categorias foi registrada como uma
pontuacdo total para o grupo PbA + Acai (n=10) e os dados estdo expressos

como média + SEM.
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Parametros Grupo Controle Grupo Acai Grupo PbA Grupo PbA+Acai
(n=7) (n=7) (n=10) (n=10)
Jarra de
Observagao

("Viewing Jar")
Coloragdo dos Pélos

Morfologia dos
Pélos

Piloerecdo
Coloragdo da Pele
Taxa de Respiracao
Tremor

Posicdo do Corpo

Atividade
Espontanea

Morfologia da
Cauda

Normal: 7 (100%)

Normal: 7 (100%)

Presente: 7 (100%)
Rosada: 7 (100%)
Normal: 1 (14,28%)
Ofegante: 6 (85,71%)
Ausente: 7 (100%)

Apoiado nas patas
traseiras: 7 (100%)

Movimentos Moderados:

3 (42,85%)
Movimentos Rapidos: 4
(57,14%)

Normal: 7 (100%)

Normal: 7 (100%)

Normal: 7 (100%)

Presente: 7 (100%)
Rosada: 7 (100%)

Normal: 4 (57,14%)
Ofegante: 3 (42,85%)
Ausente: 7 (100%)

Apoiado nas patas traseiras: 7
(100%)

Movimentos moderados: 4
(57,14%)

Movimentos Rapidos: 3
(42,85%)

Normal: 7 (100%)

Normal: 10 (100%)

Normal: 10 (100%)

Presente: 10 (100%)

Palida: 10 (100%)

Normal: 2 (20%) Ofegante: 8
(80%)

Ausente: 10 (100%)

Plano: 2 (20%)

Apoiado nas patas traseiras: 8
(80%)

Movimentos Moderados: 10

(100%)

Normal: 10 (100%)

Normal: 10 (100%)

Normal: 10 (100%)

Presente: 10 (100%)

Rosada: 8 (80%)
Palida: 2 (20%)
Normal: 8 (80%)
Ofegante: 2 (20%)
Ausente: 10 (100%)

Plano: 1 (10%)

Sentado ou em Pé: 1 (10%)
Apoiado nas patas traseiras: 8
(80%)

Movimentos Lentos: 2 (20%)
Movimentos Moderados: 3
(30%) Movimentos Rapidos: 5
(50%)

Normal: 10 (100%)
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1 Lacrimejamento Ausente: 7 (100%) Ausente: 7 (100%) Ausente: 10 (100%) Ausente: 10 (100%)

1 Elevagdo Pélvica Elevada: 7 (100%) Elevada: 7 (100%) Plana: 2 (20%) Plana: 1 (10%) Elevada: 9 (90%)
3 Normal: 4 (40%)
Elevada: 4 (40%)

1 Ondulagdo do Presente: 7 (100%) Presente: 7 (100%) Presente: 10 (100%) Presente: 10 (100%)
5 Tronco

Fungdo Motora

2 Marcha Normal: 7 (100%) Normal: 7 (100%) Fluido/Anormal: 4 (40%) Normal: 10 (100%)
Normal: 6 (60%)




Atividade
Locomotora
Geotaxis Negativa

Reflexo de
Endireitamento

Reflexo de
Endireitamento /
Contato

Forca dos Membros
Forga ao Agarrar
Manobra do Arame

(“Wire
Manoeuvre”)

Fungao Sensorial
Escape ao Toque
Posicionamento
Visual

Reflexo Auricular

Cai: 2 (28,57%)
Se vira e escala a grade: 5
(71,42%)

Sem comprometimento: 7

(100%)

Presente: 7 (100%)

Presente: 7 (100%)

Moderado/Eficaz: 5
(71,42%)

Eficaz: 2 (28,57%)
Agarra com 0s membros
inferiores: 7 (100%)

Vigorosa: 7 (100%)
Contato acima das
vibrissas: 3 (42,85%)
Contato antes das
vibrissas: 4 (57,14%)

Retragdo Ativa: 7 (100%)

Se vira e escala a grade: 7
(100%)

Sem comprometimento: 7
(100%)

Presente: 7 (100%)

Presente: 7 (100%)

Semi-eficaz: 1 (20%)
Eficaz: 4 (80%)

Agarra com os membros
inferiores: 7 (100%)

Vigorosa: 7 (100%)

Contato acima das vibrissas: 4
(%)

Contato antes das vibrissas: 2
(%)

Contato vigoroso: 1 (%)
Retragdo Ativa: 7 (100%)

Se vira e escala a grade: 10
(100%)

Sem comprometimento: 10
(100%)

Presente: 10 (100%)

Presente: 6 (60%)
Ausente: 4 (40%)
Semi-eficaz: 2 (40%)
Eficaz: 3 (60%)

Dificuldade de agarrar com os
membros inferiores: 2 (20%)
Agarra com 0os membros
inferiores: 8 (80%)

Vigorosa: 10 (100%)

Contato acima das vibrissas: 20
(20%) Contato antes das
vibrissas: 6 (60%) Contato
vigoroso: 2 (20%)

Retragdo Ativa: 10 (100%)

Cai: 2 (20%)
Se vira e escala a grade: 8 (80%)

Sem comprometimento: 10
(100%)

Presente: 10 (100%)

Presente: 6 (60%)
Ausente: 4 (40%)
Semi-eficaz: 4 (40%)
Eficaz/Moderado: 6 (60%)

Cai: 2 (20%)

Incapaz de levantar os
membros inferiores: 2 (20%)
Agarra com os membros
inferiores: 6 (60%)

Vigorosa: 10 (100%)

Contato acima das vibrissas: 5
(50%) Contato antes das
vibrissas: 5 (50%)

Retragdo Ativa: 10 (100%)
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A WNR

(%]

(“Pinna Reflex”)
Reflexo Corneal
Beliscada na pata
traseira ("Toe
pinch")

Nivel de Ansiedade
Mordida

Medo

Irritabilidade
Agressao

Vocalizacdo
Convulsdo

Outros
Tonus Corporal

Tonus Abdominal

Ativo (2 olhos): 7 (100%)
Retirada Rapida: 7 (100%)

Presente: 7 (100%)
Ausente: 7 (100%)
Presente: 7 (100%)
Provoca mordida ou
ataca: 7 (100%)

Presente: 7 (100%)
Ausente: 7 (100%)

Resisténcia Leve: 3
(42,85%)

Resisténcia Extrema: 4
(57,14%)

Resisténcia Extrema: 7
(100%)

Ativo (2 olhos): 7 (100%)
Retirada Rapida: 7 (100%)

Presente: 7 (100%)

Ausente: 7 (100%)

Presente: 7 (100%)

Provoca mordida ou ataca: 7
(100%)

Presente: 7 (100%)
Ausente: 7 (100%)

Resisténcia Extrema: 7 (100%)

Resisténcia Extrema: 7 (100%)

Ativo (2 olhos): 10 (100%)
Retirada Rapida: 10 (100%)

Presente: 10 (100%)

Ausente: 10 (100%)

Presente: 10 (100%)

Provoca mordida ou ataca: 10
(100%)

Presente: 10 (100%)
Ausente: 10 (100%)

Resisténcia Leve: 4 (40%)
Resisténcia Extrema: 6 (60%)

Resisténcia Extrema: 10 (100%)

Ativo (2 olhos): 10 (100%)
Retirada Moderada: 4 (40%)
Retirada Rapida: 6 (60%)

Presente: 10 (100%)

Ausente: 10 (100%)

Presente: 10 (100%)

Provoca mordida ou ataca: 10
(100%)

Presente: 10 (100%)
Ausente: 10 (100%)

Resisténcia Extrema: 10 (100%)

Resisténcia Extrema: 10 (100%)

Tabela 6: Parametros avaliados no 3° dia pés-infecgdo (d.p.i.) utilizando o protocolo SHIRPA. Adaptado de LACKNER et al., 2016.
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Parametros

Grupo Controle (n=7)

Grupo Agai (n=7)

Grupo PbA (n=10)

Grupo PbA+Agai (n=10)

10

11

Jarra de Observagao
("Viewing Jar")

Coloracdo dos Pélos
Morfologia dos Pélos
Piloerecdo
Coloracdo da Pele
Taxa de Respiracao
Tremor

Posicdo do Corpo

Atividade Espontanea

Morfologia da Cauda
Fechamento das Palpebras

Lacrimejamento

Normal: 7 (100%)

Normal: 7 (100%)

Presente: 7 (100%)

Rosada: 7 (100%)

Normal: 1 (14,28%)

Ofegante: 6 (85,71%)
Ausente: 7 (100%)

Apoiado nas patas traseiras: 7

(100%)

Movimentos Moderados: 3
(42,85%)
Movimentos Rapidos: 4 (57,14%)

Normal: 7 (100%)
Normal: 7 (100%)

Ausente: 7 (100%)

Normal: 7 (100%)

Normal: 7 (100%)

Presente: 7 (100%)

Rosada: 7 (100%)

Normal: 5 (71,42%)

Ofegante: 2 (28,57%)
Ausente: 7 (100%)

Apoiado nas patas traseiras: 7

(100%)

Movimentos moderados: 2
(28,57%)
Movimentos Rapidos: 5 (71,42%)

Normal: 7 (100%)
Normal: 7 (100%)

Ausente: 7 (100%)

Normal: 10 (100%)

Normal: 10 (100%)
Presente: 10 (100%)

Palida: 10 (100%)

Normal: 2 (20%)

Ofegante: 8 (80%)

Ausente: 10 (100%)

Plano: 2 (20%)

Apoiado nas patas traseiras: 8
(80%)

Movimentos Moderados: 10
(100%)

Normal: 10 (100%)

Normal: 10 (100%)

Ausente: 10 (100%)

Normal: 10 (100%)
Normal: 10 (100%)
Presente: 10 (100%)

Rosada: 8 (80%)
Palida: 2 (20%)
Normal: 5 (50%)
Ofegante: 5 (50%)
Ausente: 10 (100%)

Plano: 2 (20%)

Sentado ou em Pé: 2 (20%)
Apoiado nas patas traseiras: 6
(60%)

Movimentos Lentos: 2 (20%)
Movimentos Moderados: 3
(30%)

Movimentos Rapidos: 5 (50%)
Normal: 10 (100%)

Normal: 10 (100%)

Ausente: 10 (100%)
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12

13

14

15

w

Salivacao

Elevacdo Pélvica

Elevacdo da Cauda

Ondulagdo do Tronco

Fung¢do Motora
Transferéncia de Ambiente

Marcha

Atividade Locomotora
Geotaxis Negativa

Reflexo de Endireitamento

Reflexo de Endireitamento /
Contato

Ausente: 7 (100%)

Elevada: 7 (100%)

Extendida Horizontalmente: 7
(100%)

Presente: 7 (100%)

Freeze temporario/ Movimentos
Moderados: 1 (14,28%)

Freeze breve/ Movimentos
Ativos: 2 (28,57%)

Freeze Momentaneo/
Movimentos Ativos: 2 (28,57%)
Extremamente excitado: 2
(28,57%)

Normal: 7 (100%)

Cai: 2 (28,57%)
Se vira e escala a grade: 5
(71,42%)

Sem comprometimento: 7 (100%)

Presente: 7 (100%)

Ausente: 7 (100%)

Elevada: 7 (100%)

Extendida Horizontalmente: 5
(71,42%)

Elevada: 2 (28,57%)

Presente: 7 (100%)

Freeze Momentaneo/
Movimentos Ativos: 5 (71,42%)

Sem Freeze/Movimentos
imediatos: 2 (28,57%)

Normal: 7 (100%)

Se vira e escala a grade: 7 (100%)

Sem comprometimento: 7 (100%)

Presente: 7 (100%)

Ausente: 10 (100%)

Plana: 2 (20%)

Normal: 4 (40%)

Elevada: 4 (40%)
Acentuadamente Plana: 2 (20%)
Extendida Horizontalmente: 2
(20%)

Elevada: 6 (60%)

Presente: 10 (100%)

Freeze temporario/ Movimentos
Moderados: 4 (40%)

Freeze breve/ Movimentos
Ativos: 6 (60%)

Fluido/Anormal: 10 (100%)

Se vira e escala a grade: 10
(100%)

Sem comprometimento: 10
(100%)
Presente: 10 (100%)

Ausente: 10 (100%)

Plana: 2 (20%)
Elevada: 8 (80%)

Acentuadamente Plana: 1 (10%)
Extendida Horizontalmente: 8
(80%)

Elevada: 1 (10%)

Presente: 10 (100%)

Freeze breve/ Movimentos
Ativos: 1 (10%)

Freeze Momentaneo/
Movimentos Ativos: 4 (40%)
Sem Freeze/Movimentos
imediatos: 4 (40%)
Extremamente excitado: 1
(10%)

Fluido/Anormal: 2 (20%)
Normal: 8 (80%)

Cai: 2 (20%)
Se vira e escala a grade: 8 (80%)

Sem comprometimento: 10
(100%)
Presente: 10 (100%)
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w

Forca dos Membros
Forga ao Agarrar

Manobra do Arame
(“Wire Manoeuvre”)

Fungdo Sensorial
Escape ao Toque
Posicionamento Visual

Reflexo Auricular (“Pinna
Reflex”)

Reflexo Corneal
Beliscada na pata traseira
("Toe pinch")

Nivel de Ansiedade
Mordida
Medo

Irritabilidade
Agressao

Presente: 7 (100%)

Moderado/Eficaz: 6 (85,71%)
Eficaz: 1 (14,28%)

Agarra com os membros
inferiores: 7 (100%)

Vigorosa: 7 (100%)

Contato acima das vibrissas: 1
(14,28%)

Contato antes das vibrissas: 5
(71,42%)

Contato vigoroso: 1 (14,28%)

Retragdo Ativa: 7 (100%)

Ativo (2 olhos): 7 (100%)
Retirada Rapida: 7 (100%)

Presente: 7 (100%)
Ausente: 7 (100%)

Presente: 7 (100%)
Provoca mordida ou ataca: 7
(100%)

Presente: 7 (100%)

Semi-eficaz: 1 (14,28%)
Eficaz: 6 (85,71%)
Agarra com os membros
inferiores: 7 (100%)

Vigorosa: 7 (100%)

Contato antes das vibrissas: 3
(42,85%)

Contato vigoroso: 4 (57,14%)

Retragdo Ativa: 7 (100%)

Ativo (2 olhos): 7 (100%)
Retirada Rapida: 7 (100%)

Presente: 7 (100%)
Ausente: 7 (100%)

Presente: 7 (100%)
Provoca mordida ou ataca: 7
(100%)

Presente: 6 (60%)

Ausente: 4 (40%)

Semi-eficaz: 4 (40%)

Eficaz: 6 (60%)

Dificuldade de agarrar com os
membros inferiores: 2 (20%)
Agarra com os membros
inferiores: 8 (80%)

Vigorosa: 10 (100%)

Contato acima das vibrissas: 4
(40%)

Contato antes das vibrissas: 6
(60%)

Retragdo Ativa: 10 (100%)

Ativo (2 olhos): 10 (100%)
Retirada Rapida: 10 (100%)

Presente: 10 (100%)

Estatico: 2 (20%)

Ausente: 80 (80%)

Presente: 10 (100%)

Provoca mordida ou ataca: 10
(100%)

Presente: 6 (60%)
Ausente: 4 (40%)
Semi-eficaz: 2 (20%)
Eficaz/Moderado: 8 (80%)
Cai: 2 (20%)

Incapaz de levantar os membros

inferiores: 2 (20%)
Agarra com os membros
inferiores: 6 (60%)

Vigorosa: 10 (100%)

Contato acima das vibrissas: 2
(20%)

Contato antes das vibrissas: 8
(80%)

Retragdo Ativa: 10 (100%)

Ativo (2 olhos): 10 (100%)
Retirada Moderada: 2 (20%)
Retirada Rapida: 8 (80%)

Presente: 10 (100%)
Ausente: 10 (100%)

Presente: 10 (100%)
Provoca mordida ou ataca: 10
(100%)
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Vocalizacdo Presente: 7 (100%) Presente: 7 (100%) Presente: 10 (100%) Presente: 10 (100%)
Convulsdo Ausente: 7 (100%) Ausente: 7 (100%) Ausente: 10 (100%) Ausente: 10 (100%)
Outros
Tonus Corporal Resisténcia Leve: 3 (42,85%) Resisténcia Extrema: 7 (100%) Resisténcia Leve: 4 (40%) Resisténcia Extrema: 10 (100%)
Resisténcia Extrema: 4 (57,14%) Resisténcia Extrema: 6 (60%)
Tonus Abdominal Resisténcia Extrema: 7 (100%) Resisténcia Extrema: 7 (100%) Resisténcia Extrema: 10 (100%) Resisténcia Extrema: 10 (100%)

Tabela 7: Parametros avaliados no 5° dia pés-infecgdo (d.p.i.) utilizando o protocolo SHIRPA. Adaptado de LACKNER et al., 2016.
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Parametros

Grupo Controle (n=7)

Grupo Agai (n=7)

Grupo PbA (n=6)

Grupo PbA+Acai (n=8)

Jarra de Observagao
("Viewing Jar")

1 Coloragao dos Pélos
2  Morfologia dos Pélos
3  Piloerecao

4 Coloragao da Pele

5 Taxa de Respiracdo
6 Tremor

7 Posicdo do Corpo

8 Atividade Espontanea

9 Morfologia da Cauda
10 Fechamento das Palpebras

11 Lacrimejamento
12 Salivagao

Normal: 7 (100%)
Normal: 7 (100%)
Presente: 7 (100%)
Rosada: 7 (100%)

Normal: 1 (14,28%)
Ofegante: 6 (85,71%)
Ausente: 7 (100%)

Apoiado nas patas traseiras:
7 (100%)

Movimentos Moderados: 5
(71,42%)

Movimentos Rapidos: 2
(28,57%)

Normal: 7 (100%)

Normal: 7 (100%)

Ausente: 7 (100%)
Ausente: 7 (100%)

Normal: 7 (100%)

Normal: 7 (100%)

Presente: 7 (100%)

Rosada: 7 (100%)

Normal: 5 (71,42%)

Ofegante: 2 (28,57%)
Ausente: 7 (100%)

Apoiado nas patas traseiras: 7

(100%)

Movimentos moderados: 2
(28,57%)
Movimentos Répidos: 5 (71,42%)

Normal: 7 (100%)
Normal: 7 (100%)

Ausente: 7 (100%)
Ausente: 7 (100%)

Normal: 4 (66,66%)
Alteracdo da Coloracdo: 2 (33,33%)
Normal: 60 (100%)

Presente: 60 (100%)
Palida: 60 (100%)

Normal: 2 (33,33%)
Ofegante: 4 (66,66%)
Ausente: 6 (100%)

Plano: 2 (33,33%)
Apoiado nas patas traseiras: 4
(66,66%)

Movimentos Lentos: 3 (50%)
Movimentos Moderados: 2
(33,33%)

Movimentos Répidos: 1 (16,66%)
Normal: 6 (100%)

Normal: 6 (100%)

Ausente: 6 (100%)
Ausente: 6 (100%)

Normal: 6 (75%)
Alteracdo da Coloragdo: 2 (25%)
Normal: 8 (100%)

Presente: 8 (100%)

Rosada: 2 (25%)
Palida: 6 (75%)
Normal: 2 (25%)
Ofegante: 6 (75%)
Ausente: 8 (100%)

Plano: 1 (12,5%)

Sentado ou em Pé: 1 (12,5%)
Apoiado nas patas traseiras: 6
(75%)

Ausente: 6 (75%)

Movimentos Lentos: 1 (12,5%)
Movimentos Moderados: 1
(12,5%)

Normal: 8 (100%)

Normal: 8 (100%)

Ausente: 8 (100%)
Ausente: 8 (100%)
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13

14

15

w

Elevacdo Pélvica

Elevagdo da Cauda

Ondulagdo do Tronco

Fung¢do Motora
Transferéncia de Ambiente

Marcha

Atividade Locomotora
Geotaxis Negativa

Reflexo de Endireitamento

Reflexo de Endireitamento /
Contato

Elevada: 7 (100%)

Extendida Horizontalmente:

7 (100%)

Presente: 7 (100%)

Freeze temporario/
Movimentos Moderados: 1
(14,28%)

Freeze breve/Movimentos
Ativos: 1 (14,28%)

Freeze Momentaneo/
Movimentos Ativos: 4
(57,14%)

Extremamente excitado: 1
(14,28%)

Normal: 7 (100%)

Cai: 2 (28,57%)

Se vira e escala a grade: 5
(71,42%)

Sem comprometimento: 7
(100%)

Presente: 7 (100%)

Elevada: 7 (100%)

Extendida Horizontalmente: 5
(71,42%)

Elevada: 2 (28,57%)

Presente: 7 (100%)

Freeze Momentaneo/ Movimentos
Ativos: 5 (71.42%)

Sem Freeze/Movimentos
imediatos: 2 (28,57%)

Normal: 7 (100%)

Se vira e escala a grade: 7 (100%)

Sem comprometimento: 7 (100%)

Presente: 7 (100%)

Plana: 1 (16,66%)

Normal: 4 (66,66%)

Elevada: 1 (16,66%)
Extendida Horizontalmente: 5
(83,33%)

Elevada: 1 (16,66%)

Presente: 6 (100%)

Freeze temporario/ Movimentos
Moderados: 2 (33,33%)

Freeze breve/ Movimentos Ativos:

4 (66,66%)

Fluido/Anormal: 6 (100%)

Se vira e escala a grade: 6 (100%)

Sem comprometimento: 6 (100%)

Presente: 6 (100%)

Plana: 2 (25%)
Normal: 6 (75%)

Extendida Horizontalmente: 7
(87,5%)

Elevada: 1 (12,5%)

Presente: 8 (100%)

Freeze breve/ Movimentos
Ativos: 1 (12,5%)

Freeze Momentaneo/
Movimentos Ativos: 3 (37,5%)
Sem Freeze/Movimentos
imediatos: 3 (37,5%)
Extremamente excitado: 1
(12,5%)

Fluido/Anormal: 2 (25%)
Normal: 6 (75%)

Cai: 2 (25%)
Se vira e escala a grade: 6 (75%)

Sem comprometimento: 8 (100%)

Presente: 8 (100%)
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Forca dos Membros

Forga ao Agarrar

Manobra do Arame
(“Wire Manoeuvre”)

Fungdo Sensorial
Escape ao Toque

Posicionamento Visual

Reflexo Auricular (“Pinna
Reflex”)

Reflexo Corneal
Beliscada na pata traseira
("Toe pinch")

Nivel de Ansiedade
Mordida
Medo

Irritabilidade

Presente: 7 (100%)

Moderado/Eficaz: 6 (85,71%)
Eficaz: 1 (14,28%)

Agarra com os membros
inferiores: 7 (100%)

Vigorosa: 7 (100%)

Contato acima das vibrissas:
1(14,28%)

Contato antes das vibrissas:
5(71,42%)

Contato vigoroso: 1 (14,28%)
Retragdo Ativa: 7 (100%)

Ativo (2 olhos): 7 (100%)
Retirada Rapida: 7 (100%)

Presente: 7 (100%)
Ausente: 7 (100%)

Presente: 7 (100%)

Presente: 7 (100%)

Semi-eficaz: 1 (14,28%)
Eficaz: 6 (85,71%)

Agarra com os membros inferiores:
7 (100%)

Vigorosa: 7 (100%)

Contato antes das vibrissas: 5
(71,42%)

Contato vigoroso: 2 (28,57%)

Retragdo Ativa: 7 (100%)

Ativo (2 olhos): 7 (100%)
Retirada Rapida: 7 (100%)

Presente: 7 (100%)
Ausente: 7 (100%)

Presente: 7 (100%)

Presente: 4 (66,66%)

Ausente: 2 (33,33%)

Ausente: 2 (33,33%)
Eficaz/Moderado: 2 (33,33%)
Eficaz: 2 (33,33%)

Cai: 1 (16,66%)

Dificuldade de agarrar com os
membros inferiores: 4 (66,66%)

Agarra com os membros inferiores:

1 (16,66%)

Suave: 6 (100%)

Contato acima das vibrissas: 2
(33,33%)
Contato antes das vibrissas: 4
(66,66%)

Retragdo Ativa: 6 (100%)

Ativo (2 olhos): 6 (100%)
Retirada Moderada: 2 (33,33%)
Rapida: 4 (66,66%)

Presente: 6 (100%)
Estdtico: 2 (33,33%)
Ausente: 4 (66,66%)
Presente: 6 (100%)

Presente: 4 (50%)

Ausente: 4 (50%)

Semi-eficaz: 5 (62,5%)
Eficaz/Moderado: 3 (37,5%)
Eficaz: 1 (12,5%)

Dificuldade de agarrar com os
membros inferiores: 2 (25%)
Incapaz de levantar os membros
inferiores: 3 (37,5%)

Agarra com os membros
inferiores: 1 (12,5%)

Moderada: 2 (25%)

Vigorosa: 6 (75%)

Contato acima das vibrissas: 2
(25%)

Contato antes das vibrissas: 6
(75%)

Retragdo Ativa: 8 (100%)

Ativo (2 olhos): 8 (100%)
Retirada Rapida: 8 (100%)

Presente: 8 (100%)
Ausente: 8 (100%)

Presente: 8 (100%)




94

Provoca mordida ou ataca: 7
(100%)

Agressao

Vocalizacdo Presente: 7 (100%)

Convulsdo Ausente: 7 (100%)
Outros
Tonus Corporal Resisténcia Extrema: 7
(100%)
Tonus Abdominal Resisténcia Extrema: 7
(100%)

Provoca mordida ou ataca: 7
(100%)

Presente: 7 (100%)
Ausente: 7 (100%)
Resisténcia Extrema: 7 (100%)

Resisténcia Extrema: 7 (100%)

Provoca mordida ou ataca: 6
(100%)

Presente: 6 (100%)
Ausente: 6 (100%)
Resisténcia Leve: 6 (100%)

Flacido: 2 (33,33%)
Resisténcia Leve: 4 (66,66%)

Provoca mordida ou ataca: 8
(100%)

Presente: 8 (100%)
Ausente: 8 (100%)

Resisténcia Leve: 4 (50%)
Resisténcia Extrema: 4 (50%)
Resisténcia Leve: 4 (50%)
Resisténcia Extrema: 4 (50%)

Tabela 8: Parametros avaliados no 7° dia pos-infec¢do (d.p.i.) utilizando o protocolo SHIRPA. Adaptado de LACKNER et al., 2016.
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Parametros

Grupo Controle (n=7)

Grupo Agai (n=7)

Grupo PbA (n=3)

Grupo PbA+Acai (n=4)

10

11
12

13

Jarra de Observagao
("Viewing Jar")

Coloragao dos Pélos
Morfologia dos Pélos
Piloerecao
Coloragao da Pele
Taxa de Respiracao
Tremor

Posicdo do Corpo

Atividade Espontanea

Morfologia da Cauda
Fechamento das Palpebras

Lacrimejamento
Salivagdo

Elevacdo Pélvica

Normal: 7 (100%)
Normal: 7 (100%)
Presente: 7 (100%)
Rosada: 7 (100%)

Normal: 3 (42,57%)
Ofegante: 4 (57,14%)
Ausente: 7 (100%)

Apoiado nas patas traseiras:
7 (100%)

Movimentos Moderados: 3
(42,57%)

Movimentos Répidos: 4
(57,14%)

Normal: 7 (100%)

Normal: 7 (100%)

Ausente: 7 (100%)
Ausente: 7 (100%)

Elevada: 7 (100%)

Normal: 7 (100%)

Normal: 7 (100%)

Presente: 7 (100%)

Rosada: 7 (100%)

Normal: 5 (71,42%)

Ofegante: 2 (28,57%)
Ausente: 7 (100%)

Apoiado nas patas traseiras: 7
(100%)

Movimentos moderados: 2
(28,57%)

Movimentos Rapidos: 5 (71,42%)

Normal: 7 (100%)
Normal: 7 (100%)

Ausente: 7 (100%)
Ausente: 7 (100%)

Elevada: 7 (100%)

Alteracao da Coloragdo: 3 (100%)
Normal: 3 (100%)

Presente: 3 (100%)

Pélida: 3 (100%)

Ofegante: 3 (100%)

Moderado: 3 (100%)

Plano: 2 (66,66%)

Sentado ou em Pé: 1 (33,33%)
Ausente: 1 (33,33%)
Movimentos Lentos: 1 (33,33%)
Movimentos Moderados: 1
(33,33%)

Normal: 3 (100%)

Olhos semi-abertos: 1 (33,33%)
Normal: 2 (66,66%)

Ausente: 3 (100%)

Ausente: 3 (100%)

Plana: 1 (33,33%)

Alteragdo da Coloragdo: 4 (100%)
Normal: 4 (100%)

Presente: 4 (100%)

Pélida: 4 (100%)

Ofegante: (100%)

Moderado: 2 (50%)

Ausente: 2 (50%)

Plano: 4 (100%)

Ausente: 2 (50%)

Movimentos Lentos: 2 (50%)

Normal: 4 (100%)

Olhos semi-abertos: 2 (50%)
Normal: 2 (50%)

Ausente: 4 (100%)

Ausente: 4 (100%)

Plana: 4 (100%)
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14 Elevacao da Cauda

15 Ondulagdo do Tronco

Fung¢do Motora
1 Transferéncia de Ambiente

2 Marcha
3  Atividade Locomotora
4  Geotaxis Negativa

5 Reflexo de Endireitamento

6 Reflexo de Endireitamento /
Contato

7 Forga dos Membros
8 Forga ao Agarrar

9 Manobra do Arame
(“Wire Manoeuvre”)

Fungdo Sensorial
1 Escapeao Toque

Extendida Horizontalmente:

7 (100%)

Presente: 7 (100%)

Sem Freeze/ Movimentos
imediatos: 7 (100%)
Normal: 7 (100%)

Se vira e escala a grade: 7
(100%)

Sem comprometimento: 7
(100%)

Presente: 7 (100%)
Presente: 7 (100%)

Eficaz: 7 (100%)

Agarra com os membros
inferiores: 7 (100%)

Vigorosa: 7 (100%)

Extendida Horizontalmente: 3
(42,57%)

Elevada: 4 (57,14%)

Presente: 7 (100%)

Sem Freeze/ Movimentos
imediatos: 7 (100%)

Normal: 7 (100%)

Se vira e escala a grade: 7 (100%)

Sem comprometimento: 7 (100%)

Presente: 7 (100%)

Presente: 7 (100%)
Eficaz: 7 (100%)

Agarra com os membros inferiores:
7 (100%)

Vigorosa: 7 (100%)

Normal: 1 (33,33%)

Elevada: 1 (33,33%)
Extendida Horizontalmente: 2
(66,66%)

Elevada: 1 (33,33%)

Presente: 3 (100%)

Freeze Prolongado/ Movimentos
Leve: 3 (100%)
Fluido/Anormal: 3 (100%)

Cai: 2 (66,66%)
Se vira e escala a grade: 1 (33,33%)
Sem comprometimento: 3 (100%)

Presente: 3 (100%)

Presente: 2 (66,66%)

Ausente: 1 (33,33%)

Ausente: 1 (33,33%)

Semi-eficaz: 2 (66,66%)

Dificuldade de agarrar com os
membros inferiores: 2 (66,66%)
Agarra com os membros inferiores:
1(33,33%)

Ausente: 2 (66,66%)
Suave: 1 (33,33%)

Extendida Horizontalmente: 2
(50%)

Elevada: 2 (50%)

Presente: 4 (100%)

Freeze Prolongado/ Movimentos
Leve: 4 (100%)

Fluido/Anormal: 4 (100%)

Cai: 4 (100%)

Sem comprometimento: 4 (100%)

Presente: 4 (100%)

Ausente: 4 (100%)
Ausente: 4 (100%)

Cai: 4 (100%)

Ausente: 4 (100%)
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N

Posicionamento Visual

Reflexo Auricular (“Pinna
Reflex”)

Reflexo Corneal
Beliscada na pata traseira
("Toe pinch")

Nivel de Ansiedade
Mordida
Medo
Irritabilidade
Agressao
Vocalizagao

Convulsdo

Outros
Tonus Corporal

Ténus Abdominal

Contato acima das vibrissas:
2 (28,57%)

Contato antes das vibrissas:
4 (57,14%)

Contato vigoroso: 1 (14,28%)
Retragdo Ativa: 7 (100%)

Ativo (2 olhos): 7 (100%)
Retirada Rapida: 7 (100%)

Presente: 7 (100%)
Ausente: 7 (100%)
Presente: 7 (100%)

Provoca mordida ou ataca: 7
(100%)

Presente: 7 (100%)
Ausente: 7 (100%)

Resisténcia Extrema: 7
(100%)
Resisténcia Extrema: 7
(100%)

Contato antes das vibrissas: 5
(71,42%)
Contato vigoroso: 2 (28,57%)

Retragdo Ativa: 7 (100%)

Ativo (2 olhos): 7 (100%)
Retirada Rapida: 7 (100%)

Presente: 7 (100%)
Ausente: 7 (100%)
Presente: 7 (100%)

Provoca mordida ou ataca: 7
(100%)

Presente: 7 (100%)
Ausente: 7 (100%)
Resisténcia Extrema: 7 (100%)

Resisténcia Extrema: 7 (100%)

Ausente: 2 (66,66%)
Contato antes das vibrissas: 1
(33,33%)

Retragdo Ativa: 3 (100%)

Ativo (2 olhos): 3 (100%)
Retirada Moderada: 2 (66,66%)
Retirada Rapida: 1 (33,33%)

Ausente: 3 (100%)

Estatico: 3 (100%)

Ausente: 1 (33,33%)
Presente: 2 (66,66%)
Provoca mordida ou ataca: 3
(100%)

Presente: 3 (100%)
Ausente: 3 (100%)

Sem Resisténcia: 1 (33,33%)

Resisténcia Moderada: 2 (66,66%)

Flacido: 1 (33,33%)

Resisténcia Moderada: 2 (66,66%)

Ausente: 4 (100%)

Retracdo Ativa: 4 (100%)
Ativo (2 olhos): 4 (100%)

Ausente: 2 (50%)
Retirada Ligeira: 2 (50%)

Presente: 4 (100%)
Estatico: 4 (100%)
Ausente: 4 (100%)

Provoca mordida ou ataca: 4
(100%)

Presente: 4 (100%)
Ausente: 4 (100%)
Sem Resisténcia Leve: 4 (100%)

Flacido: 4 (100%)

Tabela 9: Pardmetros avaliados no 9° dia pos-infec¢éo (d.p.i.) utilizando o protocolo SHIRPA. Adaptado de LACKNER et al., 2016.
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Parametros

Grupo Controle (n=7)

Grupo Agai (n=7)

Grupo PbA+Acai (n=2)

10

11
12

13

14

Jarra de Observagao
("Viewing Jar")

Coloragdo dos Pélos
Morfologia dos Pélos
Piloerecao

Coloragao da Pele
Taxa de Respiracao
Tremor

Posi¢do do Corpo
Atividade Espontanea

Morfologia da Cauda
Fechamento das Palpebras

Lacrimejamento
Salivacao

Elevagdo Pélvica

Elevagdo da Cauda

Normal: 7 (100%)
Normal: 7 (100%)
Presente: 7 (100%)
Rosada: 7 (100%)
Normal: 5 (71,42%)
Ofegante: 2 (28,57%)
Ausente: 7 (100%)
Apoiado nas patas traseiras:
7 (100%)

Movimentos Rapidos: 7
(100%)

Normal: 7 (100%)
Normal: 7 (100%)

Ausente: 7 (100%)
Ausente: 7 (100%)

Elevada: 7 (100%)

Extendida Horizontalmente:

Normal: 7 (100%)

Normal: 7 (100%)

Presente: 7 (100%)

Rosada: 7 (100%)

Normal: 5 (71,42%)

Ofegante: 2 (28,57%)
Ausente: 7 (100%)

Apoiado nas patas traseiras: 7
(100%)

Movimentos Rapidos: 7 (100%)

Normal: 7 (100%)
Normal: 7 (100%)

Ausente: 7 (100%)
Ausente: 7 (100%)

Elevada: 7 (100%)

Extendida Horizontalmente: 7

Alteragao da Coloragdo: 2 (100%)
Normal: 2 (100%)

Presente: 2 (100%)

Pélida: 2 (100%)

Ofegante: 2 (100%)

Moderado: 2 (100%)

Plano: 2 (100%)

Movimentos Lentos: 2 (100%)

Normal: 2 (100%)
Olhos semi-abertos: 2 (100%)

Ausente: 2 (100%)
Ausente: 2 (100%)

Plana: 2 (100%)

Extendida Horizontalmente: 2
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00

Ondulagao do Tronco

Funcdo Motora
Transferéncia de Ambiente

Marcha
Atividade Locomotora
Geotaxis Negativa

Reflexo de Endireitamento

Reflexo de Endireitamento /
Contato

Forga dos Membros
Forca ao Agarrar
Manobra do Arame
(“Wire Manoeuvre”)

Fungao Sensorial
Escape ao Toque
Posicionamento Visual

Reflexo Auricular (“Pinna
Reflex”)

Reflexo Corneal
Beliscada na pata traseira
("Toe pinch")

7 (100%)
Presente: 7 (100%)

Sem Freeze/ Movimentos
imediatos: 7 (100%)
Normal: 7 (100%)

Se vira e escala a grade: 7
(100%)

Sem comprometimento: 7
(100%)

Presente: 7 (100%)

Presente: 7 (100%)
Eficaz: 7 (100%)

Agarra com os membros
inferiores: 7 (100%)

Vigorosa: 7 (100%)

Contato acima das vibrissas:

3(42,57%)

Contato antes das vibrissas:

4 (57,14%)
Retragdo Ativa: 7 (100%)

Ativo (2 olhos): 7 (100%)
Retirada Rapida: 7 (100%)

(100%)
Presente: 7 (100%)

Sem Freeze/ Movimentos
imediatos: 7 (100%)
Normal: 7 (100%)

Se vira e escala a grade: 7 (100%)
Sem comprometimento: 7 (100%)

Presente: 7 (100%)

Presente: 7 (100%)
Eficaz: 7 (100%)

Agarra com os membros
inferiores: 7 (100%)

Vigorosa: 7 (100%)

Contato antes das vibrissas: 5
(71,42%)

Contato vigoroso: 2 (28,57%)

Retragdo Ativa: 7 (100%)

Ativo (2 olhos): 7 (100%)
Retirada Rapida: 7 (100%)

(100%)
Presente: 2 (100%)

Freeze Prolongado/ Movimentos
Leve: 2 (100%)

Fluido/Anormal: 2 (100%)

Cai: 2 (100%)

Sem comprometimento: 2 (100%)
Presente: 2 (100%)

Ausente: 2 (100%)

Ausente: 2 (100%)
Cai: 2 (100%)

Ausente: 2 (100%)
Ausente: 2 (100%)

Retragdo Ativa: 2 (100%)

Ativo (2 olhos): 2 (100%)
Ausente: 2 (100%)
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Nivel de Ansiedade

1 Mordida Presente: 7 (100%) Presente: 7 (100%) Presente: 2 (100%)

2 Medo Ausente: 7 (100%) Ausente: 7 (100%) Estatico: 2 (100%)

3  Irritabilidade Presente: 7 (100%) Presente: 7 (100%) Ausente: 2 (100%)

4  Agressdo Provoca mordida ou ataca: 7 Provoca mordida ou ataca: 7 Ausente: 2 (100%)
(100%) (100%)

5 Vocalizagdo Presente: 7 (100%) Presente: 7 (100%) Ausente: 2 (100%)

6 Convulsdo Ausente: 7 (100%) Ausente: 7 (100%) Ausente: 2(100%)

Outros

1 To6nus Corporal Resisténcia Extrema: 7 Resisténcia Extrema: 7 (100%) Sem Resisténcia Leve: 2 (100%)
(100%)

2  To6nus Abdominal Resisténcia Extrema: 7 Resisténcia Extrema: 7 (100%) Flacido: 2 (100%)
(100%)

Tabela 10: Pardmetros avaliados no 12° dia pos-infec¢do (d.p.i.) utilizando o protocolo SHIRPA. Adapatado de LACKNER et al., 2016.



