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RESUMO

A zona subgranular (ZSG) do giro denteado (GD) de mamiferos adultos é
conhecida por produzir constantemente novos neurfnios. A busca por novas
moléculas que possam modular a formacéo de novas células neurais sdo bastante
atuais. Visto que a Amazénia é conhecida mundialmente pela sua biodiversidade, com
um potencial pouco explorado de farmacos naturais derivados de plantas medicinais
tipicas da regido. O trabalho buscou investigar o efeito neurogénico do extrato aquoso
(EA) da Physalis angulata e da substancia purificada Fisalina D sobre as células-
tronco do GD do hipocampo de camundongos adultos. Os camundongos machos
(BALB/c), 6 a 8 semanas de idade foram divididos em quatro grupos experimentais:
controle e tratados com EA ou substéncia purificada. Os animais receberam diferentes
doses do extrato (0,1; 1 e 5 mg/Kg) elou substancia purificada (5mg/Kg) ou salina
(grupo controle), 5 horas depois uma Unica dose de 5-Bromodeoxiuridina (BrdU)
[50mg/kg]. Em seguida, os animais foram sacrificados 24 horas ou 7 dias apds a
administracdo do BrdU. Os cérebros foram coletados e cortes coronais do hipocampo
(40 pm) foram realizados para contagem das células BrdU-positivas no GD
hipocampal. Para avaliacdo estatistica realizamos analise de variancia (ANOVA) das
médias amostrais seguida pelo pds-teste t de Student. O EA promoveu um aumento
significativo do namero de células BrdU positivas no GD dos grupos tratados em
relacdo ao grupo controle [Controle, 92424 (n=9); 0,1mg/Kg, 160+£22 (n=4); 1mg/Kg,
31045 (n=4); 5mg/Kg, 501+24 (n=3)] nos animais sacrificados 24 horas ap0s
administracdo do BrdU. Quando os animais foram sacrificados 7 dias apos
administracdo do BrdU, o numero de células BrdU+ no GD também foi maior no grupo
tratado em relacdo ao controle [Controle, 107+7 (n=4); 5mg/Kg, 145+23 (n=4)].
Usando a substancia purificada, Fisalina D, também observamos um aumento do
namero de células BrdU+ no GD do grupo tratado com a droga em relagdo ao grupo
controle [Controle, 92+24 (n=9); Fisalina D, 5mg/Kg, 316+£37 (n=3)]. Este resultado
sugere que o EA e a sustancia purificada, na dose de 5 mg/Kg, estimulam a
proliferacdo de células BrdU-positivas na ZSG do GD do hipocampo de camundongos

adultos

Palavras chaves: Neurogénese, hipocampo, proliferacéo, células-tronco.



ABSTRACT

Aim: Newborn neurons emerge from neural stem cells (NSCs) from niches
in the mammalian adult brain. These cells are incorporated into functional
circuits and may be important to acquisition and retention of memory.
Therefore, the search for new compounds that enhance proliferation and
differentiation of neural stem cells in the hippocampus represent a significant
scientific challenge with great promise. Methods and results: We have used
agueous extract from of the Physalis angulata on the neurogenesis in the
subgranular zone of hipocampal dentate gyrus of adult mice using 5 -bromo-2"-
deoxyuridine (BrdU)-pulse chase method. Increased doses (0.1; 1; 5mg/Kg) of
Physalis angulata were given to adult male BALB/c mice with 6 to 8-weeks-old;
or 0.9% NaCl (control). Mice were sacrificed at 24 hours or 7 days after the
BrdU administration, and hippocampal slices were processed for
immunohistochemistry. We found that Physalis angulata did not modify the mice
behavior at any dose used, but increased the number of BrdU-positive cells in
the subgranule zone of hipocampal dentate gyrus 24 hours or 7 days after
injection. Physalis angulata not showed BrdU-positive cells out subgranule cell
layer (ectopic neurogenesis). All procedures involving animal care and
experimentation were performed in accordance with the guidelines of the
Ethical Committee for Research with Experimental Animals of the Universidade
Federal do Para (BIO058-12). Conclusion: These results suggest that SM2
could be stimulating the proliferation of neural stem cells in hipocampal dentate
gyrus, and also sustain the hipocampal network because increases the BrdU-
positive cells in differentiation process in the sub granular zone of hippocampus

of adult mice.

Key words: neurogenesis, hippocampus, proliferation, stem cells.
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1. INTRODUCAO

1.1. O DOGMA DA NEUROCIENCIA E A NEUROGENESE NO MAMIFERO
ADULTO: RETROSPECTIVA HISTORICA

O sistema nervoso central (SNC) é uma estrutura precisa e complexa
gue permite aos animais realizarem diversas funcdes. Em mamiferos adultos, o
sistema nervoso forma-se a partir de uma série de eventos complexos e
coordenados que ocorrem durante o desenvolvimento embrionario e pds-natal.
A curiosidade e os questionamentos do homem em rela¢do ao funcionamento e
organizacdo desse sistema foram sendo revelados ao longo da historia da

neurociéncia (Llinas, 2003).

Desta forma, diversos pesquisadores contribuiram de forma significativa
para desvendar a citoarquitetura do SNC de mamiferos adultos. Os primeiros
trabalhos surgiram ao final do século XIX. No ano de 1896, Koelliker e
colaboradores apud Gross (2000) descreveram em detalhes o
desenvolvimento do SNC de humanos e de outros mamiferos. Eles concluiram
que a estrutura do cérebro se mantinha fixa e imutavel logo apds o nascimento,
com isso a ideia de novos neurdnios formados no SNC de mamiferos adultos

era inconcebivel nesse momento (Gross, 2000).

Nesta mesma linha de raciocinio, o histologista e fisiologista espanhol
Santiago Ramon y Cajal, utilizando uma técnica histolégica com nitrato de prata
para marcar diferentes tipos de células nervosas, descreveu detalhadamente o
desenvolvimento de varios tipos de neurdnios e as estruturas celulares no SNC
de mamiferos adultos. Indubitavelmente, os trabalhos publicados por Cajal
foram de extrema importancia, por isso Cajal recebeu o prémio Nobel de
Fisiologia ou Medicina, em 1906, como reconhecimento ao seu trabalho
(Sotelo, 2003 e De Castro, 2007).

Apesar da imprescindivel contribuicdo de Cajal para o entendimento da
organizacdo e constituicdo do sistema nervoso, nenhuma estrutura mitotica,
durante os diferentes estagios do desenvolvimento, foi descrita no SNC de

mamiferos adultos. Devido a arquitetura do cérebro aparentemente se manter
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constante, a suposi¢cdo de que novos neurdnios ndo podiam ser adicionados a
rede neural do individuo adulto, perdurou por 100 anos, e o nascimento de
novos neurdnios no cérebro de mamiferos adultos era considerada uma ilusao
(Gross, 2000).

Essa ideia comeca a ser criticada, somente na primeira metade do
século XX, quando foram publicados os primeiros estudos sobre a formacgéo de
novos neurbnios no cérebro pés-natal em mamiferos. Por exemplo, Schaper
apud Gross (2000) observou a existéncia de células “indiferenciadas”
amplamente distribuidas no cérebro de teledsteos e em humanos adultos e que
essas células indiferenciadas poderiam originar neurdénios ou células glias
(Gross, 2000).

Na mesma época, em 1901, Hamilton apud Gross (2000) observou
mitoses em ratos com quatro anos de idade. Onze anos depois, Allen apud
Gross (2000) observou figuras mitoticas no cérebro de ratos com até 120 dias
apo0s o nascimento destes. Em 1959, Bryans e colaboradores utilizando
colchicina, um inibidor de mitose celular, detectaram divisdo celular no cérebro

dos ratos que apresentavam no minimo um ano de idade (Gross, 2000).

Apesar de muitos trabalhos mostrarem algumas evidéncias da formacgao
de novos neurdnios no cérebro de mamiferos mais estudos foram necessarios.
Portanto, na década de 60, Joseph Altman publicou uma série de trabalhos na
qual utilizando como técnica principal de investigacdo a autoradiografia com
timidina tritiada [H°®], publicou o primeiro trabalho em 1962, na revista Science,
tendo como titulo uma pergunta: “Novos neurénios séo formados no cérebro de
mamiferos adultos?”. Os resultados do trabalho mostraram novos neurdnios
formados no cérebro de ratos adultos que sofreram lesdo cerebral, sugerindo

um processo de neurogénese no cérebro desses animais (Altman, 1962).

Ainda utilizando a técnica de autoradiografia em ratos jovens (trés
meses de idade) tratados com timidina tritiada, Altman e Das revelaram
evidéncias de formacgdo de novos neurdnios no giro denteado do hipocampo

desses animais (Altman & Das, 1965). Altman também descreveu a
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neurogénese em varias areas do cérebro de ratos neonatos (Altman & Das,
1966) e no bulbo olfatério de ratos adultos (Altman, 1969).

Todos esses trabalhos foram publicados nas revistas mais prestigiadas
dentro da comunidade cientifica, no entanto os resultados foram ignorados e
considerados sem importancia por mais de duas décadas (Gross, 2000).
Apesar de esses estudos mostrarem a existéncia de células em divisdo no
cérebro de mamiferos adultos, para romper com a ideia central da
neurociéncia, de que o SNC é fixo e imutavel, havia a necessidade de mais
evidéncias com o desenvolvimento de novas metodologias para estudo da

neurogénese em mamiferos adultos (Gross, 2000).

Atualmente, a neurogénese é universalmente aceita na comunidade
cientifica e este fendbmeno é também observado no desenvolvimento pré-natal
e pos-natal de mamiferos, o que permitiu aos poucos a “morte” do dogma

central da neurociéncia (Gross, 2000).

1.2. REGIOES NEUROGENICAS NO CEREBRO DE MAMIFEROS ADULTOS
No SNC de mamiferos adultos existem células, denominadas células-

tronco neurais (CTNSs), que apresentam como principais caracteristicas, alta
capacidade de proliferacdo, auto renovacdo e multipotencialidade, ou seja,
podem diferenciar nos principais fenotipos celulares do SNC, como neurdnios,
astrocitos e oligodendrocitos (Temple & Alvarez-Buylla, 1999; Gage, 2000)

(Fig.1).
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Figura 1 — Células-tronco neurais. A célula-tronco neural (vermelho)
origina células progenitoras. As células progenitoras podem diferenciar em
oligodendrdcitos (laranja), astrocitos (rosa) e neurdénios (verde). As células
do sistema nervoso central podem sobreviver integrando o sistema neuronal

ou sofrendo morte celular por apoptose. (Modificado de Taupin, 2006).

As CTNs podem ser isoladas de muitas areas do sistema nervoso de
organismos adultos, mas no SNC de mamiferos adultos, as CTNs estéo
localizadas na zona subventricular (ZSV) do bulbo olfatério (BO) (Lois &
Alvarez-Buylla, 1993) e na zona subgranular (ZSG) do giro denteado (GD)
hipocampal (Eriksson et al., 1998; Cameron & Mckay, 2001 e Gage et al.,
2002) (Fig. 2). E suposto que o microambiente da ZSG e ZSV, conhecido como
nicho neurogénico, pode apresentar diversos fatores que permitem a

diferenciacéo e integracao destes novos neurdnios (Zhao et al., 2008).
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GD ) 7SV BC} |

CELULA-TRONCO NEURAL

Figura 2- Neurogénese e célula-tronco neural no cérebro de mamifero
adulto. A célula-tronco neural € encontrada no giro denteado (GD)
hipocampal e na zona subventricular (ZSV). No GD, 0s novos neurbnios sao
formados na zona subgranular e estabelecem conexdo com neurdnios de
outra regido do hipocampo (CA3). Na ZSV, os neurdnios formados migram
para o bulbo olfatério (BO), através do fluxo migratério rostral (FMR) e

integram o circuito neuronal/ (Modificado de Taupin, 2006).

1.2.1. Hipocampo

O termo hipocampo foi utilizado pela primeira vez, durante o século XVI,
pelo anatomista italiano Giulio Cesare Aranzi (1587), que considerou a forma
tridimensional do hipocampo humano semelhante ao cavalo marinho

(Hippocampus leria)/ (Amaral & Lavenex, 2007).

O hipocampo propriamente dito compreende uma das regides da
chamada formagédo hipocampal (giro denteado, subiculum, presubiculum,
parasubiculum e cOrtex entorrinal), sendo que o hipocampo apresenta trés
subdivisdes: CA3, CA2 e CA1 (CA vem do latim “cornus ammonis” e significa
Corno de Amon, referente a forma do hipocampo semelhante ao chifre de uma

das representacdes do Deus egipcio Amon Knep)/ (Amaral & Lavenex, 2007).
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O GD é uma regido hipocampal cortical trilaminar que apresenta uma
caracteristica peculiar quanto a forma em V ou U. As principais células que
constituem o GD séo as células granulares, que recebem projecdes do cortex

entorrinal através da via perfurante (Amaral & Lavenex, 2007).

As células granulares comunicam-se com neurdnios piramidais de CA3,
emitindo proje¢des axonais denominadas de fibras musgosas. Os neurdnios
piramidais de CA3 lancam seus axdnios para formar sinapses com as células
piramidais de CA1l via denominada de colateral de Schaffer (Amaral & Lavenex,
2007).

A comunicacdo neural que ocorre no hipocampo, conhecida como
circuitaria trisindptica (GD > CA3 > CAl), € uma organiza¢do crucial para a
formacgéo de certos tipos de memorias, tais como memoria episodica e espacial
(Squire, 1992).

Na ZSG do GD, definida como uma regido com uma espessura de dois
corpos celulares (aproximadamente 10 um) ao longo da borda do hilo e da
camada granular de células (CGC) (Katura et al., 2010), encontram-se as CTNs
que devido as suas propriedades de auto-renovacédo e multipoténcia, podem
originar neurénios , astrécitos (Cameron et al., 1993; Gage, 2000 e Reynolds &
Weiss, 1992) e oligodendrécitos (Palmer et al., 1997), tanto in vivo como in

vitro.

O processo de neurogénese gque ocorre no GD do hipocampo inicia com
a proliferacdo das CTNs na ZSG, seguido da diferenciacdo e espontanea
migracdo das células para a camada granular e por ultimo a maturagdo com
possivel sobrevivéncia ou morte das células neurais (Fig.3)/ (Altman, 1969;
Cameron et al., 1993; Cameron & Mckay, 2001).
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Figura 3- Neurogénese no hipocampo. A geracdo de novos neurbnios no
hipocampo de mamiferos adultos ocorre no giro denteado (GD) devido
células-tronco neurais (CTNs), localizadas especificamente na zona
subgranular do GD, que apresentam a propriedade de multipoténcia. A
neurogénese no GD hipocampal € um processo altamente complexo sendo
dividido em cincos etapas distintas: Estagio 1. Proliferacdo das CTNs na
zona subgranular do giro denteado. Estagio 2. Diferenciacdo das CTNs em
neurdnios imaturos. Estagio 3. Migracdo de uma curta distancia dos
neurdnios imaturos da zona subgranular para a camada granular de células
(CG). Estéagio 4. Crescimento dendritico e axénico dos neurbnios granulares
da CG. Os neurdnios granulares estendem suas projecdes axonais ao longo
da via das fibras musgosas para neurbnios piramidais de CA3. Estagio 5.
Integracédo sinaptica dos novos neurdnios granulares que recebem inputs do
cortex entorrinal e enviam outputs para CA3 (Modificado de Ming & Song,
2005).
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No GD de ratos adultos, as células neuronais recém-formadas migram
uma curta distancia para a camada granular de células originando neurénios
granulares, onde diferenciam em células neuronais granulares e estendem
suas projecdes axonais através das fibras musgosas para a regido de CA3 do

hipocampo em um periodo de 4-10 dias (Hastings & Gould, 1999).

A diferenciagéo de CTNs no GD de ratos adultos produz uma quantidade
significativa de novas células entre neurdnios e glias, sendo a maioria
neurdnios, enquanto que o processo de maturacdo dessas células formadas,
da proliferacdo na ZSG, migracdo para a camada granular e diferenciacdo em
células granulares neuronais, leva aproximadamente quatro semanas
(Cameron et al., 1993).

Em ratos adultos a taxa de células em proliferacdo é de 9.400 células,
com um ciclo celular durando 25 horas, aproximadamente nove mil novos
neurdnios sdo gerados por dia no GD desses animais, contribuindo em termos
de 250.000 ao més na populacdo de células granulares do GD (Cameron &
Mckay, 2001).

Entretanto, em macacos adultos, estima-se que pelo menos 0,004% do
total da populacdo neuronal na camada de células granulares sdo novos
neurdnios gerados por dia, isto representa um novo neurdnio gerado por dia a
cada 24.000 neurbnios existentes na camada granular de células (Kornack &
Rakic, 1999). Comparando a taxa relativa de neurogénese em macacos adultos
€ cerca de 10 vezes menor do que no GD de roedores adultos (Kornack &
Rakic, 1999).

Em humanos, a formacdo de novos neurbnios foi demonstrada pela
primeira vez por Eriksson e colaboradores (1998), revelando a neurogénese
em regibes previamente descritas como neurogénicas, em ratos e macacos
adultos. As amostras de tecido cerebral post-mortem obtidas de pacientes com
cancer que receberam uma unica dose de 250 mg/Kg de BrdU via injecéo
intravenosa foram identificadas células BrdU positivas no hipocampo e a
geracdo de novos neurdnios nesta regido em humanos adultos (Eriksson et al.,
1998).
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Ainda em uma analise quantitativa por estereologia, camundongos com
21 dias de idade, mantidos em um ambiente enriquecido tém maior nimero de
células granulares no GD, aproximadamente 310.000, em comparacdo com
animais controles mantidos em gaiolas normais que apresentavam apenas
270.000 células granulares, portanto representa 40.000 mil neurdnios a mais,
em termo de porcentagem corresponde aproximadamente 15% (Kempermann
et al., 1997).

O fenbmeno da neurogénese no GD hipocampal ocorre em um
microambiente funcional, definido como nicho neurogénico, podendo ser
regulado por diversos fatores. Os componentes funcionais e anatdomicos do
nicho neurogénico ainda n&o estdo devidamente determinados, mas sabe-se
que varios tipos celulares compdem esse ambiente, incluindo os astrdcitos,
células endoteliais, células ependimarias, neurbnios maduros locais, e 0s
progenitores imaturos derivados de CTNs adultas (Ming & Song, 2005; Zhao et
al., 2008).

As moléculas de sinalizacdo extracelulares presentes no microambiente
da ZSG possuem habilidade de promover a neurogénese, modulando a
atividade das CTNs, no entanto pouco se sabe sobre as vias de sinalizacéo

gue regulam a neurogénese hipocampal adulta (Zhao et al., 2008).

Em 2002, Song e colaboradores investigaram a participacdo dos
astrocitos hipocampais de ratos adultos sobre a neurogénese no GD,
observaram que os astrocitos do hipocampo desempenham um papel
fundamental na diferenciagdo das CTNs adultas, mostrando que na presenca
desses astrécitos as CTNs adultas originam maior niumero de células MAP2ab
positivas (marcador especifico para neurénio maduro), também foi possivel
observar uma proximidade entre as duas células indicando uma possivel

influencia entre essas células (Song et al., 2002).

Os astrocitos hipocampais modulam a neurogénese através de uma via
de sinalizacdo da proteina Wnt regulando proliferacdo e diferenciacdo das
CTNs no hipocampo de ratos adultos. Estudos recentes mostraram que 0S

astrocitos expressam diferentes membros da familia Wnt e que devido a
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sintese dessas proteinas ocorre diferenciacgdo de CTNs adultas. Estas
proteinas atuam nas CTNs, que expressam 0 receptor transmembranar, bem
como os componentes da via de sinalizacdo da Wnt, por exemplo, ao inibir a
via de sinalizacdo da Wnt o numero de células MAP2ab positivas e DCX
positivas  (marcador especifico de neurbnio imaturo) diminuiram
significativamente em relagdo ao controle (Lie et al.,, 2005). A sinalizagao
autocrina de Wnt promove proliferacdo e multipoténcia das CTNs através da

via canonica envolvendo GSK3p/B-catenina (Wexler et al., 2009).

A via de sinalizacdo da Wnt/B-catenina aumenta a expresséao do fator de
transcricdo NeuroD1, este € conhecido por promover a diferenciagdo neuronal
de células-tronco neurais. Além disso, em resposta a Wnt, as CTNs aumentam
a expressdo de LINE-1, um retrotransposon importante na sobrevivéncia de
CTNs (Kuwabara et al., 2009), sugerindo que as vias de sinalizacdo do Wnt

participam de todas as etapas da neurogénese adulta.

Na ZSG, os tipos celulares que compdem o microambiente tém sido
identificados baseados em suas caracteristicas morfolégicas, comportamento
proliferativo e expressdo de marcadores (Alvarez-Buylla & Lim, 2004 e Seri et
al., 2004).

Desta forma, uma populacdo de células identificadas como células
radiais (denominadas células tipo 1) atuam como CTNs quiescentes, que
expressam Sox2 (fator de transcricdo envolvido na proliferacdo de CTNS),
nestina (proteina de filamento intermediario expresso em CTNs) e GFAP
(Proteina Glial Fibrilar Acida) podem gerar ativamente por auto-renovagao
progenitores neurais nao radiais (denominadas células tipo 2)/ (Suh et al.,
2007).

As células tipo 2 ndo expressam GFAP, mas expressam Sox2 e nestina,
embora expressem 0 marcador para astrocitos, as células tipo 2 séo
morfologicamente e funcionalmente diferentes de astrécitos maduros. As
células tipo 2, por sua vez dao origem a neuroblastos DCX+ (doublecortina-

marcador de neurbnio imaturo) que diferenciam em células granulares
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denteadas glutamatérgicas, podem também originar astrécitos (Suh et al.,
2007).

Estas células vizinhas exercem influéncias sobre os progenitores neurais
devido as interacdes célula-célula. Por outro lado, progenitores neurais podem
ser indiretamente influenciados por neurdnios fora do seu microambiente que
sdo conectados através de circuitarias neurais, sugerindo uma complexa

regulacgao intrinseca.

1.3. INCORPORAGAO DO BrdU: UMA CONTRIBUICAO AO ESTUDO DA
NEUROGENESE HIPOCAMPAL

No final da década de 1950, um importante avanco no estudo da
neurogénese ocorreu com a introducdo da autoradiografia da timidina tritiada
[H], que se incorpora ao acido desoxirribonucléico (ADN) das células em
divisdo, sendo este novo método inicialmente utilizado para estudo do

desenvolvimento de roedores (Sidman et al., 1959).

Sendo assim, em 1961, Smart utilizou pela primeira vez a técnica da
autoradiografia para estudo da proliferacdo celular no cérebro de camundongo
adulto (Smart et al., 1961).

O uso de um substrato marcado radioativamente e o tempo consumido
durante o processo envolvendo a técnica da autoradiografia com timidina [H?],
necessitou do desenvolvimento de novas estratégias para estudo da
neurogénese preé e poés-natal em mamiferos (Taupin, 2007).

Somente em 1988, Miller e Nowakowski introduziram o uso de um
analogo sintético da timidina para estudar a proliferacdo, migracdo e a origem
das células no SNC de camundongos e ratos, denominado 5-bromo-2’-
deoxiuridina (BrdU) (Miller e Nowakowsi, 1988).

O BrdU (Fig.4) é um marcador da proliferagéo celular, que incorpora-se ao
ADN das ceélulas, durante a fase S do ciclo celular, permitindo a identificacéo
dessas células pela técnica da imunohistoquimica desenvolvida em 1982, na

gual um anticorpo especifico liga-se ao BrdU, podendo detectar células em
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proliferagao (Gratzner, 1982). Esta descoberta proporcionou o desenvolvimento
de uma técnica importante para o estudo da proliferacdo celular e da

neurogénese no cérebro de mamiferos adultos (Gross, 2000).
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Figura 4 - Molécula de BrdU (5-bromo-2’-deoxiuridina) um anéalogo
sintético da base nitrogenada timidina que incorpora-se ao ADN das células

durante a fase S do ciclo celular.

Esse método apresenta vantagens em relacdo a autoradiografia da
timidina tritiada [H®], possibilitando um estudo mais rapido e sem uso de
material radioativo. Ao investigar a neurogénese no hipocampo de mamiferos
adultos, a incorporacdo do BrdU ao ADN das células em proliferacdo, depende
diretamente das vias de administracdo e das doses utilizadas durante o estudo
(Taupin, 2007).

Estudos, in vivo, utilizam diferentes vias de administracdo do marcador de
proliferacdo celular, por exemplo, injecdo intracerebroventricular, na qual
disponibiliza uma alta concentracdo de BrdU no cérebro (Zhao et al., 2003) e
injecdes intraperitoneal ou intravenosa que sdo mais comumente usadas para

o estudo da neurogénese hipocampal, visto que torna-se dispensavel a
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realizagdo de cirurgias no modelo de estudo (Kuhn et al., 1996; Kornack &
Rakic, 1999 e Gould et al., 2001).

O efeito e a capacidade do BrdU de se incorporar ao ADN das células em
proliferacéo, também depende da dose utilizada para investigar a heurogénese
hipocampal, por exemplo doses de 50 mg/Kg (Kornack & Rakic, 1999; Burns &
Kuan, 2005; Kempermann et al., 1997; Palmer et al., 2000; Kuan et al., 2004;
Kronenberg et al., 2003 e Bastos et al, 2008c) ou 100 mg/Kg permitiram uma
quantificacdo significativa do namero de células em proliferacdo (Zhao et al.,
2003; Lie et. al., 2002 e Cameron & Mckay, 2001).

Esse marcador exdégeno, também pode ser utilizado in vitro, com isso
viabilizando a continuidade de analises e estudos de mecanismos de
proliferacao, diferenciagao e sobrevivéncia em diversos modelos experimentais
utilizando individuos adultos ou embrionarios (Katura et al., 2010 e Qu et al,
2010).

Mandyam e colaboradores (2007) realizaram um trabalho completo
sobre a cinética farmacoldogica do marcador exogeno, BrdU, na qual a
biodisponibilidade do BrdU na ZSG do hipocampo de camundongos machos
adultos, em uma administracdo intraperitoneal, ocorre em um periodo de 0,25

horas (15 minutos) apds administracdo sistémica (Mandyam et al., 2007).

A técnica de marcacdo com BrdU possibilitou o estudo da proliferacéo
das células-tronco, na ZSG do GD hipocampal de camundongos e ratos
adultos, que apresentam comprimentos do ciclo celulares bem diferentes, em
camundongos a duragao do ciclo celular € de 12-14 horas, com a fase S é 6-
7,6 horas, representando um percentual de 54-63%, essas informacgdes s&o
fundamentais para o estudo da neurogénese no hipocampo de camundongos
(Hayes & Nowakowski, 2002, Burns & Kuan, 2005 e Mandyam et al, 2007).

Enquanto que em ratos adultos, a duracdo do ciclo celular das CTNs é
de 24,7 horas, sendo que a fase S dura aproximadamente 9,5 horas,
representando uma percentagem de 38% (Burns & Kuan, 2005). Portanto, para

estudar o periodo de proliferacdo das CTNs na ZSG de camundongos adultos



24

o sacrificio dos animais 24 horas apds o administracdo do BrdU é fundamental
(Bastos et al., 2008c).

1.4. FATORES QUE MODULAM A NEUROGENESE HIPOCAMPAL

A formag&o de novos neurdnios no GD hipocampal, pode ser regulada
por fatores intrinsecos e extrinsecos, que influenciam de forma positiva ou
negativa as diferentes etapas da neurogénese, incluindo proliferacao,
diferenciacéo, migracdo, sobrevivéncia e integracdo sinaptica (Ming & Song,
2005).

A neurogénese, em mamiferos adultos, pode ser regulada por diversos
fatores fisioldégicos e patologicos (Taupin, 2006). Portanto, a aprendizagem
dependente do hipocampo, em ratos adultos, aumenta o niumero células BrdU
positivas, sendo que todas estas células formaram novos neurdnios granulares
na camada granular no GD desses animais apés aprendizagem espacial
(Gould et al. 1999).

O ambiente fisico enriquecido também €& um fator que estimula a
neurogénese hipocampal em camundongos adultos, animais criados em
gaiolas com estimulos ambientais (ninhos, tuneis, brinquedos e rodas)
encontramos aumento de células BrdU positivas e maior nUmero de células
granulares no GD hipocampal desses animais, quando comparado aos animais

criados em gaiolas padronizadas (Kempermann et al., 1997).

7

A formacdo de novos neurbnios no hipocampo de ratos adultos é
regulada negativamente pela idade, ou seja, animais idosos (12 a 27 meses de
idade) tém uma dramatica reducdo da neurogénese e um declinio na atividade
mitotica dos precursores neurais na SZG e na camada granular de células
(Kuhn et al. 1996).

Alteracdes patologicas como, por exemplo, a epilepsia, a neurogénese é
regulada positivamente. Como mostrou Parent et al. (1997), ao utilizar um
modelo quimioconvulsivante estimulado por pilocarpina, desenvolveu a

epilepsia do lobo temporal em ratos adultos e observou um aumento da
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proliferagdo de precursores neurais na ZSG no hipocampo desses animais,
sendo que a maioria dessas células originaram novos neurdnios (Parent et. al.,
1997).

A epilepsia causa também a morfogénese anormal de neurdnios recém-
formados como, o aparecimento de dendritos basais localizados no hilo do GD
e migragcdo de neurdnios para o hilo, fendbmeno denominado de neurogénese
ectopica. A epilepsia leva também ao brotamento de fibras musgosas
(Jessberger et al., 2007).

Doencas neurodegenerativas, como o Alzheimer que é caracterizada por
um processo de deméncia generalizada e o0 aparecimento de marcadores
histopatolégicos, observa-se um declinio na proliferacdo e na formacédo de
novos neurbnios no GD em modelos animais de mal de Alzheimer (Rodriguez
et al., 2008).

No caso de pacientes com doenca de Parkinson, o numero de
progenitores em proliferacdo na ZSV e ZSG € maior nos cérebros post-mortem
de individuos com doenca de Parkinson, sugerindo que a geracdo de
precursores neurais ocorre como consequéncia de degeneracao de neurdnios

dopaminérgicos (Hoglinger et al., 2004).

Em modelos animais de neuroinflamacdo, provocados pela
administracdo periférica da endotoxina bacteriana lipopolissacarideo (LPS),
ocorre intensa ativacao de células microgliais. As microgliais liberam inUmeras
citocinas proinflamatérias, que provocam alteracdes da neurogénese no GD
hipocampal, diminuindo este processo em camundongos adultos (Monje et al.,
2003) e causando morte de células-tronco neurais também no GD do

hipocampo no cérebro de mamiferos adultos (Bastos et al., 2008c).

Em 1992, Gould e colaboradores, mostraram pela primeira vez que a
divisdo celular no GD hipocampal de ratos adultos é suprimida devido ao
aumento no nivel de corticosteroéides, sendo este frequentemente elevado em
animais que sofreram estresse (Gould et al., 1992). Mudancas morfolégicas no

hipocampo também tém sido demonstradas em resposta ao estresse, incluindo
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a atrofia e perda de neurdnios piramidais de CA3 ap0s a exposi¢cao ao estresse

fisico ou psicologico (Sheline et al., 1996).

Em contraste, trabalhos mostram que administragdo cronica de
medicamentos antidepressivos como, por exemplo, a fluoxetina (inibidor da
recaptacdo de serotonina) em uma dose de 10mg/Kg, aumentou a
neurogénese no hipocampo de camundongos adultos (Encinas et al., 2006) e
promoveu um aumento do nimero de células BrdU positivas no GD hipocampal
de ratos adultos (Malberg et al., 2000).

A compreensao do papel funcional da neurogénese provavelmente nao
estd apenas relacionada ao conhecimento fundamental do sistema olfatério ou
hipocampal, mas pode ajudar-nos ao desenvolvimento de novos tratamentos

as doencas neurolégicas humanas.

1.5. BIODIVERSIDADE NA AMAZONIA: FONTE DE NOVOS FARMACOS

A Amazonia representa uma das maiores riquezas existente no mundo,
em termo de diversidade vegetal e animal, encontradas em sua floresta
tropical. As espécies vegetais apresentam um enorme potencial do ponto de
vista médico, entre elas as plantas medicinais que possuem atividades

biolégicas, com um ou mais principios ativos (Ferreira, 1998).

A utilizagdo da maioria das plantas medicinais no tratamento ou alivio de
muitas doencas ndo possui qualquer comprovacdo cientifica, sendo apenas
baseado em observacdes populares. Portanto, a biodiversidade e a
etnofarmacologia servem de instrumentos para a busca de novos farmacos

com possivel potencial biolégico (Ferreira, 1998).

Entre as varias plantas medicinais, a Physalis angulata, conhecida
popularmente como camapu, possui em seu extrato diversos principios ativos,
apresentando efeitos importantes em modelos experimentais de inflamacéo

(Bastos et al., 2008b) e analgesia (Bastos et al., 2006a).
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1.51. A ESPECIE VEGETAL Physalis angulata

1.5.1.1. Classificagéo Botanica

A Physalis angulata pertence ao reino Plantae, divisdo Magnoliophyta,
classe Magnoliopsida, ordem Solanales e familia Solanaceae. A familia
Solanaceae A. L. Jussie apresenta 92 géneros, existindo aproximadamente
2300 espécies (Hunziker, 2001).

Dentre os 92 géneros, podemos destacar alguns de importancia
econdmica e farmacoldgica para o homem, entre eles a Capsicum (pimenta), a
Solanum (tomate) e a Physalis (camapu). O género Physalis possui cerca de
90 espécies, entre as quais podemos destacar devido a importancia
econOmica, P. alkekengi, P. alkekengi var francheti, P. angulata, P. Ixocarpa, P.
lanifolia, P. minima, P. peruviana, P. phyladelphia, P. pubescens, P. viscosa
(Hunziker et al., 2001).

1.5.1.2. Descricéo da planta

A P. angulata apresenta habito herbaceo e arbustivo, podendo
medir de 30-50 cm de altura. As folhas alternas, pubescentes, tricomas simples
glandulares e eglandulares; peciolo canaliculado, 2-4 cm; lamina oblonga a
oval-lanceolada, apice agudo ou acuminado, base aguda ou obliqua, margem
inteira ou levemente lobada. O caule ereto e formato triangular na base e na
parte superior quadrangular, apresentando coloracdo verde claro (Fig.4). As
flores sdo pequenas, com calice rotaceo-campanulado e cinco sépalas; a
corola também rotaceo-campanulado, coloracdo amarelo-péalida (Fig.5) e o
fruto € comestivel do tipo baga, com diametro de 1 a 1,5 cm, cor amarelo-
esverdeado quando maduro, sendo totalmente envolvido pelo calice acrescente

e inflado (Fig.6) e com grande quantidade de semente (Silva & Agra, 2005).
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Figura 5- Folhas e caule da Physalis angulata. As folhas verdes com
apice acuminado e base obligua. O caule formato triangular e
coloracéao verde.

Figura 6- Flor da Physalis angulata. As flores sdo pequenas e
coloracdo amarelo.



Figura 7- Fruto da Physalis angulata. O fruto do tipo baga, coloracao
amarelo-esverdeado e totalmente envolvido pelo célice.

29



30

1.5.1.3. Atividades Biolégicas

Na medicina popular os extratos ou infusos da P. angulata tém sido
utilizados em vérios paises para o tratamento de diversas doencgas, como
malaria, asma, hepatite, dermatite e reumatismo (Lin et al., 1992). E conhecido
também o uso para o tratamento de gonorréia (Caceres et al., 1995).

Choi e Hwang (2003) demonstraram o efeito antiinflamatério do extrato
metalico, produzido a partir das flores da Physalis angulata, utilizando uma
dose de 200 mg/Kg do extrato via administracdo oral, em modelos de
inflamacé&o como edema de pata induzido por carragenina, artrite induzida por
formaldeido, além da atividade antialérgica contra reacédo de hipersensibilidade
tipo IV induzida por contato com 2,4 dinitrofluorobenzeno (DNFB) (Choi e
Hwang, 2003).

Bastos e colaboradores, em 2006, mostraram que diferentes doses (10,
20, 30, 60 mg/Kg) do extrato aquoso derivado das raizes da Physalis angulata
possui um efeito antinoceptivo, quando administrado via intraperitonial ou via
oral, diminuindo significativamente o numero de contorcdes abdominais
induzida por acido acético. Assim como, a dor induzida pela injecéo intraplantar
de formalina e também no teste da placa quente em camundongos (Bastos et
al., 2006a).

Bastos et al. (2008b), também observaram o efeito antiinflamatério do
extrato aguoso, em diferentes doses (0,5, 1 e 5 mg/Kg), derivado da raiz da
Physalis angulata em ratos adultos com via de administracdo intraperitoneal, o
extrato diminuiu o volume de exsudato e o numero total de células em modelo
de inflamacgao de bolsa de ar (Bastos et al., 2008b).

A atividade imunoduladora foi demonstrada por Soares et al., (2003) que
mostraram o efeito das fisalinas B, F e G, seco-esteroides isolados do extrato
etanodlico da Physalis angulata, sobre a reducédo na producdo de 6xido nitrico
em cultura de macréfagos ativados com LPS e interferon-y. A fisalina B
também reduziu significativamente os niveis de TNF-a, interleucina-6 e
interleucina-12 (Soares et al., 2003).

Ribeiro et al., em 2002, investigaram o efeito antineoplasico do extrato

etandlico da Physalis angulata, derivado do caule e da capsula dos frutos, os
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resultados obtidos mostraram uma significativa inibicdo de células de linfoma
de camundongos e carcinoma de Erlich (Ribeiro et al., 2002).

Diante do conhecimento do amplo espectro de atividades biologicas do
camapu, principalmente pelo efeito anti-inflamatorio e sabendo também que em
processos inflamatdérios ocorre mudanca no nicho neurogénico (Monje et al.,
2003) e ainda diante do desafio de novas terapias para o tratamento de
doencas neurodegenerativas, como Alzheimer e doenca de Parkinson
(Lindavall et. al., 2006).

A descoberta de novos farmacos provenientes da biodiversidade
amazonica, com possivel efeito sobre a proliferacdo e/ou diferenciacdo dessas
células pode oferecer um potencial significativo para o tratamento dessas
doencas.

As pesquisas com CTNs aparecem como potencial terapia para
tratamento das doengas que acometem o sistema nervoso, no entanto, mais
estudos sdo necessarios para compreender 0s mecanismos que regulam o

comportamento das CTNs durante essas patologias (Lindavall e Kokaia, 2010).
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1.6. OBJETIVOS

1.6.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar os possiveis efeitos neurogénicos do extrato aquoso (EA) da

Physalis angulata e da substancia purificada do extrato, Fisalina D, sobre as

células-tronco neurais do giro denteado hipocampal de camundongos adultos.

1.6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar a dose resposta (0,1; 1 e 5mg/Kg) do extrato sobre o nimero
e localizacdo de células BrdU positivas no giro denteado hipocampal em
animais sacrificados 24 horas ap6s administracdo do BrdU;

e Analisar o efeito do extrato (5mg/Kg) sobre o niumero de células BrdU
positivas no giro denteado hipocampal em animais sacrificados 7 dias
apos administracdo de BrdU;

e Analisar que populagbes celulares (neurbnios ou astrocitos) sao
formadas no processo de diferenciacdo das células-tronco, no giro
denteado hipocampal de camundongos tratados com EA da Physalis
angulata (5 mg/Kg) e sacrificados 7 dias ap6s administracdo do BrdU;

e Avaliar o efeito da Fisalina D, substancia purificada do EA da Physalis
angulata, sobre a expressdo de células nestina positivas, no giro
denteado hipocampal de camundongos sacrificados 24 horas ap0s
administracao do BrdU;

e Avaliar o efeito da Fisalina D, sobre a expressao de células nestina
positivas, em célula- tronco neural cultivado in vitro, derivado do giro

denteado hipocampal de camundongos.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. PLANTA MEDICINAL: PREPARACAO DO EXTRATO AQUOSO E DA
SUBSTANCIA PURIFICADA

A Physalis angulata foi coletada nas cidades de Belém, Castanhal e
Bujaru no estado do Para e, depositados no herbario Jodo Murca Pires, do
Museu Paraense Emilio Goeldi, Belém, PA, para identificacdo botanica pelo Dr.

Ricardo Secco do Departamento de Botanica.

Apés a limpeza e secagem do material vegetal, as partes utilizadas
(raizes) foram trituradas e em seguida, 150g da amostra foram submetidas a
um processo de decoccédo para a producédo do EA. Este extrato foi concentrado
para 15% do volume inicial e subsequentemente congelado para posterior
liofilizacdo. O EA e a substancia purificada, Fisalina D, foram gentilmente
cedidos pela aluna de doutorado Danila Tavares que pertence ao Laboratério
de Cromatografia Liquida do Instituto de Ciéncias Exatas e Naturais da

Universidade Federal do Para.

2.2. ANIMAIS EXPERIMENTAIS
Foram utilizados camundongos machos adultos da linhagem BALB/c

entre 6 a 8 semanas até o dia inicial do experimento. Estes foram mantidos em
caixas a temperatura ambiente; dgua e comida ad libitum e ciclo de
claro/escuro de 12 horas. Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo

com o guia de cuidados animais para laboratorio do comité de ética.

2.3. ADMINISTRACAO DA DROGA E DESENHO EXPERIMENTAL
Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais, controle e

tratados com diferentes doses do EA da Physalis angulata (0,1; 1 e 5 mg/Kg) e
da Fisalina D (5 mg/Kg) via intraperitoneal (i.p). Cinco horas apés o tratamento
com as drogas, os camundongos receberam i.p. uma Unica dose de 50mg/Kg

de 5-bromo-2’-deoxiuridina (BrdU; Sigma).

Em seguida, os animais foram sacrificados em diferentes periodos 24
horas e 7 dias apdés administragdo do BrdU, sendo perfundidos
intracardialmente com solucdo salina (NaCl) 0.9% mais &cido

etilenodiaminotetracético (EDTA) 1mM seguido de paraformaldeido (PFA, do
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inglés Paraformaldehyde) 4%. Apos a perfuséo, os encéfalos foram dissecados
e pos-fixados a 4°C em formaldeido 4% por 12 horas. Posteriormente, os
encéfalos foram crioprotegidos em solucdo de sacarose 20% e mantidos
também a 4°C. Em seguida, sec¢des coronais de 40 um do hipocampo foram
realizadas a -20°C em criostato (Leica Microsystems), as quais foram
colocadas em tampéo fosfato salina (PBS, do inglés Phosphate Buffered

Saline).

2.4. IMUNOFLUORESCENCIA PARA BrdU
Para a imunofluorescéncia do BrdU, os cortes de hipocampo foram

tratados com &cido clérico (HCI) 2N a 37°C por 30 minutos, seguido da
neutralizacdo com borato de sédio (Na,B;0;.10H,0) 0,15 M (pH 8.5) 2 vezes
de 10 minutos. Em seguida, os cortes foram lavados com tampéao tris salina
(TBS; do inglés Tris-Buffered Saline) 0,1 M (pH 7.4) e bloqueados com TBS-
plus (solucéo contendo 0,1% de Triton X-100, 3% de soro de cavalo dissolvido
em TBS) por 2 horas em temperatura ambiente. Em seguida as fatias foram
incubadas com anticorpo anti-BrdU (1:200; Abcam) overnight a 4°C. Em
seguida as amostras foram incubadas com anticorpo secundario Alexa Fluor

568 (1:400) por 2 horas em temperatura ambiente.

2.5. QUANTIFICACAO DO NUMERO DE CELULAS BrdU POSITIVAS
O numero de células BrdU marcadas foram quantificadas usando objetiva

de 10X (Olympus BX41l), através da extensdo rostrocaudal do GD. A
quantificacdo das células BrdU positivas foi feita na ZSG, sendo definida como
uma zona com uma largura de dois corpos celulares (aproximadamente 10 pum)

ao longo da borda entre a camada granular e o hilo.

2.6. IMUNOFLOURESCENCIA PARA CELULAS-TRONCO DIFERENCIADAS
As amostras imunomarcadas para BrdU foram posteriormente

processadas para dupla marcacdo, sendo incubadas com anticorpo anti-
proteina glial fibrilar acida (GFAP; do inglés Glial Fibrillary Acidic Protein)
(1:200; Sigma-Aldrich); anti-proteina neuronal especifica de neurénio (NeuN; do
inglés Neuronal Nuclei) (1:200; Chemicon) ou anti-nestina (1:200; Millipore),

proteina de filamento intermediario, como consta na tabela a seguir as relacdes
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de anticorpos primarios e secundarios. Em seguida, as amostras foram
incubadas com anticorpo secundario conforme a especificidade do anticorpo
primario utilizado. A tabela abaixo indica a relacdo de anticorpos primarios,
secundarios e respectiva solucdo de bloqueio utilizada. A analise das células

foi realizada em microscopia confocal.

Anticorpo Primério Anticorpo Secundario Solucédo de Bloqueio
Anti-NeuN (1:200) Alexa Fluor 488 anti-mouse TBS-plus (soro de
(1:400) cavalo)
Anti-GFAP (1:200) Alexa Fluor 488 anti-rabbit TBS-plus (soro de
(1:400) cavalo)
Anti-nestina (1:200) Alexa Fluor 568 anti-rat TBS-plus (soro de
(1:400) cavalo)

2.7. CULTURA DE CELULAS-TRONCO NEURAIS DO HIPOCAMPO
As CTNs hipocampais foram isoladas e propagadas pelo método da

neuroesfera, de embrides de camundongos da linhagem BALB/c com 15.5
dias. Os tecidos do hipocampo foram cuidadosamente dissecados e
dissociados mecanicamente com uma pipeta de plastico para obter uma
suspensao de células em meio MHM (do inglés media-hormone mix) que é
DMEM/F12 (do inglés Dulbecco’s modified Eagle’s medium) suplementado com
glicose 0,34%; insulina 23pg/mL; transferrina 92ug/mL; putrescina 55uM;
selenito de sodio 27,5 nM; progesterona 20nM; penicilina 50U/mL;
estreptomicina 50ug/mL. As células viaveis foram dissociadas a uma densidade
de 4x10° células/mL em meio contendo EGF [Fator de crescimento epidérmico]
(20ng/mL) e FGF-2 [Fator de crescimento de fibroblastos] (20ng/mL).
Semeadas em frasco de cultura T75 e mantidas em uma incubadora
umidificada a 37°C com 95% do ar atmosférico e 5% de CO,. As células em
seguida foram incubadas por 7 dias para formacdo de um namero suficiente de
neuroesferas e apos este periodo foram colocadas em placas pré-tratadas com

30 pg/ml de poli-L-lisina.




36

2.8. IMUNOCITOQUiMICA PARA NESTINA
As CTNs foram tratadas com meio na auséncia de EGF durante 2 horas,

em seguida fixadas com PFA 4% por 15 minutos e lavados com PBS.
Posteriormente as células foram incubadas com anticorpo primario anti-nestina
(1:200; Millipore) seguido do anticorpo secundario (Alexa Fluor 568 anti-rat) e 1
mg/ml de Hoechst 33258.

2.9. ANALISE ESTATISTICA
Para avaliagdo estatistica dos resultados foi realizada andlise de

variancia (ANOVA) das médias amostrais seguidas pelo poés- teste t de

Student, através do programa BioEstat 5.0.
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3. RESULTADOS

3.1. Physalis angulata ESTIMULA PROLIFERACAO DE CELULAS-TRONCO
NEURAIS.

Para analisar o periodo de proliferacdo das CTNs no GD hipocampal de
camundongos adultos, o sacrificio dos animais 24 horas apdés uma unica
administracdo intraperitoneal do BrdU é fundamental para estabelecer uma
andlise temporal da neurogénese hipocampal. Desta forma para determinar o
efeito proliferativo do EA da Physalis angulata sobre a proliferacdo de CTNs no
GD, foi realizada a analise quantitativa do niumero de células BrdU positivas

nesta regiao.

Utilizando diferentes doses do EA (0,1; 1 e 5 mg/Kg), foi possivel observar
um aumento significativo do ndmero de células BrdU positivas no GD dos
grupos tratados com a droga em relacdo ao grupo controle [Controle, 92+24
(n=9); EA 0,1mg/Kg, 160+22 (n=4); EA 1mg/Kg, 3105 (n=4); EA 5mg/Kg,
501+24 (n=3); (Figura 8)].

O efeito proliferativo do EA ocorreu de forma dose dependente, ou seja,
quanto maior a dose do EA maior o numero de células BrdU positivas
quantificadas no GD do hipocampo, sendo que o maior nimero de células
BrdU positivas ocorreu nos animais que receberam a dose de 5 mg/Kg de EA.
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Figura 8 - Efeito proliferativo do EA da Physalis angulata sobre as células-tronco
neurais do GD hipocampal de camundongos adultos da linhagem BALB/c.
Quantificacdo de células BrdU positivas no giro denteado, nos grupos tratados
com diferentes doses do EA houve um aumento significativo do numero de
células BrdU+ comparado ao grupo controle (salina), quando os animais foram
sacrificados 24 horas ap6s administracdo do BrdU (dose Unica). Os dados sao
representados com a médiat erro padrdo e 0 numero entre parénteses indica a
guantidade de animais em cada grupo. O asterisco (*P<0,05 e **P<0,01)
representa uma diferenca significativa em relacdo ao controle por ANOVA um
critério seguido por pos-teste t de Student.
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A andlise qualitativa das imagens representativas da imunofluorescéncia
para BrdU no GD hipocampal de camundongos adultos, tratados com salina
(grupo controle) e com diferentes doses do EA (0,1; 1 e 5 mg/Kg), mostram a
marcacdo de células BrdU+ (vermelho) na ZSG do GD como é possivel
constatar na visualizacdo da imagem ampliada de um determinado campo do

GD dos diferentes grupos experimentais (Fig.9).

Nos animais que receberam a dose de 0,1 mg/Kg do EA foi possivel
observar a formacéo de cluster de células localizado no GD e com a ampliacdo

da imagem foi possivel visualizar todas as células presentes no cluster (Fig.9).

No grupo tratado com a dose de 1 mg/Kg do EA as células BrdU positivas
(vermelho) aparecem distribuidas ao longo de todo o GD hipocampal e também
observa-se a formacédo de um cluster de células, como é possivel confirmar na

ampliacdo de uma parte do GD (Fig.9).

No grupo que recebeu 5 mg/Kg do EA é possivel visualizar a distribuicao
de células BrdU+ (vermelho) também ao longo do GD hipocampal, como

também foi possivel visualizar em uma ampliacao da imagem (Fig.9).
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Figura 9. Imagens representativas da imunofluorescéncia para BrdU de animais
sacrificados 24 horas apds administracdo do BrdU. Imunofluorescéncia para BrdU
(vermelho) obtidas do GD do hipocampo de camundongos adultos sacrificados 24
horas apds administracdo intraperitoneal do BrdU. (A) Giro denteado dos animais
tratados com salina; (B,C,D) Giro denteado dos animais tratados com 0,1, 1 e 5
mg/Kg do EA da Physalis angulata, respectivamente e sacrificados 24 horas apos
administracao intraperitoneal do BrdU. Barra = 50 pum.
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3.2. E.A AUMENTA O NUMERO DE CELULAS BrdU POSITIVAS NA ZSG.
Sabendo do efeito do EA sobre a proliferagcdo das CTNs no GD, nosso

préoximo passo foi investigar qual a regido do GD de camundongos adultos, o
EA estimula a proliferacdo celular utilizando as mesmas amostras dos animais
sacrificados 24 horas apdés administracdo Unica de BrdU, contamos o0 numero
de células BrdU+ nas diferentes regibes que constituem o GD (camada

molecular, camada de células granulares, zona subgranular e hilo).

As regifes do GD foram localizadas a partir da zona subgranular, que é
definida como uma zona com largura de dois corpos celulares
(aproximadamente 10 um), que se estende ao longo da borda entre a camada

de células granulares e o hilo.

O EA aumentou significativamente o nimero de células BrdU positivas no
GD hipocampal na presenca das diferentes doses (0,1; 1 e 5 mg/Kg) do EA, em
comparacdo ao grupo controle, atuando Unica e exclusivamente na ZSG
(Tabela 1), esta regido correspondente ao local de proliferacdo das CTNs que
se dividem e migram para a camada de células granulares podendo originar

neurdnios ou astrocitos.
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Regides do GD

hipocampal Controle 0,1 mg/Kg 1 mg/Kg 5 mg/Kg

Zona Subgranular 93+25 161+£22* 311+5* 502+24*
Camada Granular 2+1 3+1 2+1 00
Camada Molecular 0+0 0+0 0+0 0+0
Hilo 11 10 10 0£0

Tabela 1. Efeito do EA da Physalis angulata sobre o nimero de células BrdU
positivas na zona subgranular. Quantificacdo de células BrdU+ nas quatro regides
gue compdem o GD hipocampal de camundongos adultos da linhagem BALB/c.
Nos grupos tratados com diferentes doses do EA houve um aumento significativo
do nimero de células BrdU+ comparado ao grupo controle (salina) somente na
zona subgranular do GD, quando os animais foram sacrificados 24 horas apés
administracdo do BrdU (dose Unica). Os dados séo representados com a médiat
erro padrdao. O asterisco (*P<0,05 e **P<0,01) representa uma diferenca
significativa em relacédo ao controle por ANOVA um critério seguido por pés-teste t
de Student.

3.3. EA AUMENTA O NUMERO DE CELULAS BrdU POSITIVAS DURANTE O
PERIODO DE DIFERENCIACAO DAS CELULAS-TRONCO NEURAIS.

O resultado de dose resposta do EA mostrou que a dose mais eficaz para
estimular a proliferagdo de CTNs no GD, 24 horas ap0s administragdo i.p. do
BrdU (50 mg/Kg), foi a dose de 5 mg/Kg. Diante deste achado, partimos para
investigar qual o efeito do E.A. (5mg/Kg) sobre as CTNs do GD de
camundongos adultos sacrificados 7 dias apds administracdo do BrdU (i.p.),

sendo que este periodo corresponde a etapa de diferenciacdo das CTNSs.
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Para determinar se 0 EA na dose de 5 mg/Kg aumenta o numero de
células BrdU positivas no GD, foi feita a contagem do namero de células BrdU
positivas nessa regido. E possivel constatar que o EA promoveu um aumento
significativo do numero de células BrdU+ nos animais tratados em relacdo ao
grupo controle [controle, 1077 (n=4) e EA 5 mg/Kg, 146+24 (n=4) (Figura 10)].
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Figura 10. Efeito do EA da Physalis angulata sobre o nimero de células BrdU
positivas no GD hipocampal de camundongos adultos da linhagem BALB/c.
Quantificagdo de células BrdU+ no grupo tratado com 5 mg/Kg do EA houve um
aumento significativo do numero de células BrdU+ comparado ao grupo controle
(salina), quando os animais foram sacrificados 7 dias apds administracéo do BrdU
(dose Unica). Os dados sao representados com a média+ erro padrdo, e o nUmero
entre paréntese indicam a quantidade de animais em cada grupo. O asterisco
(*P<0,05) representa uma diferenca significativa em relacdo ao controle por
ANOVA um critério seguido por pés-teste t de Student.
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A andlise qualitativa das imagens representativas da imunofluorescéncia
para BrdU no GD hipocampal de camundongos adultos, tratados com salina
(grupo controle) e com a dose de 5 mg/Kg do EA, mostram a marcacao de
células BrdU+ (vermelho) na ZSG do GD como é possivel constatar na

visualizagdo da imagem do GD dos animais, sendo em azul a coloragdo com

Hoechst 33258, marcador de nucleo celular (Fig. 11).

Figura 11. Imagens representativas da imunofluorescéncia para BrdU de animais
sacrificados 7 dias apo6s administragdo do BrdU. Imunofluorescéncia para BrdU
(vermelho) obtidas do GD do hipocampo de camundongos adultos sacrificados 7
dias apO6s administracdo intraperitoneal do BrdU. (A, B) Giro denteado dos
animais tratados com salina; (C, D) Giro denteado dos animais tratados com 5
mg/Kg da EA da Physalis angulata e sacrificados 7 dias apds administracédo
intraperitoneal do BrdU. Barra = 50 pm.
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3.4. EFEITO DO TRATAMENTO COM EA NA DIFERENCIACAO DE
CELULAS-TRONCO NEURAIS.

Diante dos resultados do efeito proliferativo do EA Physalis angulata
sobre as CTNs (periodo de 24 horas ap0s administracdo do BrdU) e do
aumento do numero de células BrdU+ no GD hipocampal de camundongos
adultos (periodo de 7 dias ap6s administracdo do BrdU). O proximo passo foi
verificar qual o efeito do EA sobre a diferenciacdo das CTNs no GD hipocampal

de camundongos adultos.

Para buscar os resultados foram realizados duplas marcagbes para
BrdU/GFAP (corresponde ao marcador de astrocitos) e BrdU/NeuN (um
marcador de neurbnio maduro), para as amostras do GD hipocampal de
camundongos do grupo controle e tratado com E.A. (5 mg/Kg) de animais
sacrificados 7 dias apds administracado do BrdU.

A andlise qualitativa das imagens representativas do BrdU/GFAP (Fig.12)
mostram a auséncia de células duplamente marcadas, tanto no controle como
no grupo tratado com EA (5 mg/Kg), ja nas imagens representativas do
BrdU/NeuN (Fig.13), verifica-se células duplamente marcadas apenas no grupo
tratado com EA também com uma dose de 5 mg/Kg.
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Controle |

Figura 12. Imagens representativas da imunofluorescéncia para dupla marcacao
GFAP/BrdU. Imunofluorescéncia para GFAP (verde) e BrdU (vermelho) obtidas
do GD do hipocampo de camundongos adultos sacrificados 7 dias ap0s
administracao intraperitoneal do BrdU. (A) Giro denteado dos animais tratados
com salina; (B) Giro denteado dos animais tratados com 5 mg/Kg da EA da
Physalis angulata e sacrificados 7 dias apds administracdo intraperitoneal do
BrdU. Barra 50 pm.
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Figura 13. Imagens representativas da imunofluorescéncia para dupla marcacao
NeuN/BrdU. Imunofluorescéncia para NeuN (verde) e BrdU (vermelho) obtidas do
GD do hipocampo de camundongos adultos sacrificados 7 dias apos
administracao intraperitoneal do BrdU. (A) Giro denteado dos animais tratados
com salina; (B) Giro denteado dos animais tratados com 5 mg/Kg EA da Physalis
angulata e sacrificados 7 dias ap6s administracéo intraperitoneal do BrdU. A seta
amarela indica célula BrdU/NeuN positiva. Barra 50 pum.
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3.5. FISALINA D ESTIMULA PROLIFERACAO DE CELULAS-TRONCO
NEURAIS.

Os resultados obtidos durante os experimentos fazem referéncia ao EA
da Physalis angulata promovendo um aumento do niumero de células BrdU+ no
GD hipocampal de camundongos adultos. Contudo, por ser um EA este pode

ser constituido de um universo de moléculas bioativas.

Portanto foi de fundamental importancia investigar quais os efeitos da
Fisalina D sobre a proliferacdo de CTNs do GD hipocampal de camundongos
adultos. Os animais receberam uma dose de 5 mg/Kg (i.p.) da substancia
purificada do EA e foram sacrificados 24 horas apds administracdo do BrdU,
desta forma houve um aumento significativo do nimero de células BrdU+ no
grupo tratado com a substancia purificada, Fisalina D, em comparacdo ao
grupo controle [Controle, 92+24 (n=9); Fisalina D 5mg/Kg, 31637 (n=3);
(Figura 14)].

A substancia purificada, Fisalina D, do EA da Physalis angulata
compreende a substancia presente em maior quantidade no extrato, sendo
assim ela também estimulou a proliferacdo de CTNs no GD hipocampal de
camundongos adultos, ao utilizar a mesma dose de 5 mg/kg do EA.
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Figura 14. Efeito da substancia purificada do EA da Physalis angulata, Fisalina D,
sobre 0 numero de células BrdU+ no GD hipocampal. Quantificacdo de células
BrdU positivas no GD de camundongos adultos da linhagem BALB/c. No grupo
tratado com 5 mg/Kg da Fisalina D houve um aumento significativo do niamero de
células BrdU+ comparado ao grupo controle (salina), quando os animais foram
sacrificados 24 horas ap6s administracdo do BrdU (dose uUnica). Os dados séo
representados com a médiat erro padrdo, e 0 nimero entre paréntese indica a
guantidade de animais em cada grupo. O asterisco (*P<0,05) representa uma
diferenca significativa em relagédo ao controle por ANOVA um critério seguido por
pos-teste t de Student.
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3.6. FISALINA D AUMENTA EXPRESSAO DE NESTINA IN VIVO E IN VITRO

Partindo do principio que a Fisalina D € a molécula responsavel em
promover os efeitos bioldégicos sobre as CTNs do GD hipocampal de
camundongos adultos, a préxima etapa do trabalho foi verificar a expressao da
nestina no GD hipocampal de camundongos sacrificados 24 horas apoés

administragao i.p do BrdU.

A andlise qualitativa das imagens representativas da imunoflorescéncia
para nestina no GD hipocampal de camundongos mostram um aumento da
expressdo de células nestina positivas no GD hipocampal de camundongos

tratados com 5 mg/Kg da Fisalina D em relacdo ao grupo controle (Fig.15).

Em seguida como forma de confirmar o efeito da Fisalina D, sobre a
expressdo de células nestina positivas, foram feitos os tratamentos das CTNs
com Fisalina D (10puM). A analise qualitativa das imagens representativas da
imunoflorescéncia para nestina na cultura de CTNs também mostram um
aumento da expressdo de células nestina positivas, quando as CTNs foram
tratadas com 10 uM (Fig.16).
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Figura 15. Imagens representativas da imunofluorescéncia para nestina.
Imunofluorescéncia para nestina no GD do hipocampo de camundongos adultos
sacrificados 24 horas apo0s administracdo intraperitoneal do BrdU. (A) Giro
denteado dos animais tratados com salina; (B) Giro denteado dos animais
tratados com 5 mg/Kg da Fisalina D e sacrificados 24 horas ap6s administracéo
intraperitoneal do BrdU. Barra 50 pm.
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Figura 16. Imagens representativas da imunofluorescéncia para nestina em
cultura de CTNs. As CTNs foram tratadas com 10 puM da Fisalina D por 96 horas
e em seguida foram fixadas com PFA, para posterior imunocitoquimica. (A)
CTNs tratadas apenas com EGF (20 ng/ml), como grupo controle; (B,C e D).
CTNs tratadas com Fisalina D (10 uM). Barra 50 um.
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4. DISCUSSAO
O presente estudo investigou os possiveis efeitos neurogénicos do EA da

Physalis angulata e da fisalina D, sobre a neurogénese do GD hipocampal de
camundongos adultos. Usando como método principal uma Unica
administracdo sistémica de BrdU (50 mg/Kg), € observado que o EA da
Physalis angulata, diferentes doses (0,1; 1 e 5 mg/Kg), administrado i.p em
camundongos adultos aumentou o numero de células BrdU positivas no GD do
hipocampo de animais sacrificados 24 horas apdés administracdo do BrdU,

sendo o aumento dose-dependente.

O sacrificio dos animais em diferentes periodos € fundamental para
estabelecer qual etapa da neurogénese hipocampal estava sendo investigado,
desta forma Bastos e colaboradores (2008) mostraram que o sacrificio de
camundongos, 24 horas apdés administracdo do BrdU (i.p) compreende ao

periodo de proliferacdo das CTNs no GD hipocampal desses animais.

O BrdU, corresponde ao analogo sintético da timidina, incorpora-se ao
material genético das células durante a fase S do ciclo celular (Gratzner, 1982).
A quantificacdo das células BrdU+ no GD hipocampal de camundongos adultos
representam as CTNs que estavam em proliferacdo nessa regido do cérebro de

camundongo (Mandyam et al., 2007).

Com isso, esses resultados mostram que ao sacrificar os animais 24
horas apés administracéo (i.p) do BrdU, é possivel observar em uma analise
quantitativa o aumento de células BrdU+ no GD dos grupos tratados em
relacdo aos animais tratados apenas com salina. Esses resultados sugerem
que o EA da Physalis angulata estimula a proliferacdo das CTNs no GD
hipocampal de camundongos adultos, sendo que o maior nimero de células
BrdU positivas foram observados em animais tratados com uma dose de 5

mg/Kg do EA da Physalis angulata.

Conforme Kronenberg et al. (2003), uma unica injecéo sistémica do BrdU
na dose de 50mg/Kg é suficiente para a incorporacéo desse marcador exdgeno
e posterior contagem das CTNs em proliferagdo no GD hipocampal de

camundongos adultos.
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O EA Physalis angulata atuou estimulando a proliferacdo das CTNSs,
administrando o EA (i.p) em diferentes doses de 0,1; 1 e 5 mg/Kg, ao contrario
do extrato das folhas do Ginkgo biloba que apresenta uma possivel
propriedade neurogénica, o extrato foi administrado oralmente, contudo
necessitou de doses maiores, como 40 e 100 mg/Kg, para aumentar a
proliferagdo de CTNs no GD de camundongos adultos da linhagem C57/BL6.
(Yoo et al., 2010).

Apesar disso, o EA da Physalis angulata pode ser mais eficaz, pois
apresentou efeitos similares, com doses 10 vezes menores e com apenas uma
aplicacdo, diferente do extrato de Ginkgo biloba que foi administrado
diariamente nos camundongos durante um periodo de 28 dias (Yoo et al.,
2010).

O EA também teve um efeito similar de drogas utilizadas no tratamento da
depresséo, os chamados medicamentos antidepressivos como, por exemplo, a
fluoxetina, um inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina, cujo tratamento
cronico com a dose de 1mg/Kg desse antidepressivo quimico aumentou
significativamente a proliferacdo de células BrdU positivas, em ratos adultos

sacrificados 24 horas apds administracdo do BrdU (Malberg et al., 2000).

Sabendo que o EA da Physalis angulata aumentou o numero de células
BrdU positivas no GD de camundongos adultos, o proximo passo foi investigar
qual regido do GD o EA estaria promovendo o aumento de células BrdU+,
quando os animais foram sacrificados 24 horas apds administracao i.p do BrdU
(Tabela 1).

O EA atuou Unica e exclusivamente na ZSG do GD hipocampal de
camundongos adultos, sendo bem estabelecido na literatura que essa regiao
do GD compreende o nicho de proliferacdo das CTNs no GD hipocampal de

ratos e camundongos (Cameron & Mckay, 2001; Seri et al., 2004).

Diferente do que ocorre em doencas que afetam o SNC, como a
epilepsia, modelos animais de epilepsia induzidos pelo uso de drogas como a
pilocarpina (Walter et al., 2007), que promove um aumento na proliferagao de

progenitores neurais, porém esse aumento € acompanhado da morfogénese
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anormal dos neurdnios recém formados e também por um processo
caracterizado como neurogénese ectdpica, ou seja, a origem de neurbnios em
regides ndo neurogénicas, estabelecendo conexdes anormais com as outras

regides hipocampais (Jessberger et al., 2007).

O presente resultados mostrou que o EA da Physalis angulata promoveu
um aumento de células BrdU positivas exclusivamente na ZSG do GD
hipocampal, indicam uma agéo especifica do EA sobre a ZSG, potencializando
a capacidade proliferativa das CTNs nessa regido do GD, atuando diferente da
pilocarpina que também promove um aumento de células BrdU+, mas com

estabelecimento de neurogénese ectdpica. (Walter et al., 2007).

Sabendo do efeito proliferativo do EA da Physalis angulata sobre as CTNs
do GD hipocampal de camundongos adultos sacrificados apés 24 horas da
injecdo i.p do BrdU, o proximo passo foi investigar se o extrato da Physalis
angulata possui algum efeito durante o periodo de diferenciacdo das CTNs no
GD hipocampal de camundongos adultos sacrificados 7 dias apos

administragao i.p de BrdU.

A andlise quantitativa do numero de células BrdU positivas durante o
periodo de diferenciacdo das CTNs, ou seja, quando os animais foram
sacrificados 7 dias ap6s administracdo do BrdU (Mandyam et al., 2007), ainda
mostrou um aumento significativo de células BrdU marcadas no grupo tratado
com a dose de 5 mg/Kg do EA em relagcdo ao grupo controle (Fig. 10).
Mostrando que o EA possui efeito sobre as CTNs do GD do hipocampo tanto

durante o periodo de proliferagdo como durante a diferenciagdo dessas células.

Diante desses resultados, foi necessario verificar quais linhagens
celulares que compdéem o SNC (Neurdnios e astrécitos) poderiam ser
formadas, a partir das CTNSs, induzido pelo tratamento com a dose de 5 mg/Kg
do EA da Physalis angulata. Com isso, foram realizadas duplas marcacdes de
imunofluorescéncias para BrdU/GFAP (Fig. 12) e BrdU/NeuN (Fig. 13).

O NeuN é uma proteina especifica de neurdnios maduros (Mullen et al.,
1992) e o GFAP é uma proteina expressa em astrocitos maduros (Song et al.,
2002). Desta forma, utilizando dupla marcacdo para BrdU/GFAP néo
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constatou-se, através de uma analise qualitativa, células duplamente marcadas
no GD hipocampal de camundongos tratados com EA da Physalis angulata,

assim como nos animais do grupo controle (Fig.11).

Ao contrario do que foi observado nas imagens de imunofluorescéncia de
BrdU/NeuN, onde é possivel visualizar células duplamente marcadas para
BrdU/NeuN no GD hipocampal de camundongos adultos tratados com EA da
Physalis angulata, diferente do grupo controle em que nao verificou-se células

duplamente marcadas.

Esse resultado sugere que possivelmente o EA da Physalis angulata pode
induzir a diferenciacédo das CTNs do GD hipocampal de camundongos adultos,
na geracdo de novos neurdnios no hipocampo, contudo ndo possivel concluir
que o extrato induz uma diferenciam das CTNSs, pois ndo foi realizada anélise

guantitativa das células duplamente tanto para BrdU/GFAP e BrdU/NeuN.

Os resultados discutidos até o presente momento séo referentes apenas
a propriedade neurogénica do EA da Physalis angulata, no entanto por ser um
EA este é constituido por um universo de biomoléculas (Vieira, et al., 2005; He
et al.,, 2007; Guimaraes et al., 2009; Pinto et al., 2010 e Yu et al.,, 2010).
Portanto, foi de fundamental importancia investigar o efeito proliferativo da
Fisalina D, substancia presente em maior quantidade no EA da Physalis
angulata utilizado neste trabalho, sobre as CTNSs.

Com isso, 0s animais tratados como a dose de 5 mg/Kg da Fisalina D e
sacrificados 24 horas apdés uma unica administragdo do BrdU i.p, ainda
mostraram um efeito similar ao EA da Physalis angulata, ou seja, a Fisalina D
promoveu um aumento significativo do nimero de células BrdU positivas no

GD hipocampal de camundongos adultos.

Esse resultado sugere que administracdo i.p da Fisalina D, purificada do
EA da Physalis angulata, estimula a proliferacdo de CTNs do GD hipocampal
de camundongos adultos, apresentando um efeito similar ao observado com o
EA da Physalis angulata. Desta forma, dentre as diversas moléculas presentes
no EA da Physalis angulata, a Fisalina D possivelmente € a substancia que

esta modulando a neurogénese no GD hipocampal de camundongos adultos.
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Partindo do principio que a Fisalina D, presente no EA da Physalis
angulata, pode ser a substancia responsavel por modular a neurogénese no
hipocampo de camundongos e pensando na possibilidade de gerar novos
farmacos que promovam a formacdo de novos neurbnios no SNC de
mamiferos adultos, realizamos a imunofluorescéncia para nestina no GD do
hipocampo de camundongos adultos tratados com a Fisalina D (5 mg/Kg).
Portanto constatou-se 0 aumento da expressao de nestina ho GD hipocampal
de camundongos sacrificados 24 horas apd6s administracdo i.p do BrdU, que

receberam uma dose de 5 mg/Kg da Fisalina D.

A nestina é uma proteina do filamento intermediario expresso em célula
progenitora neural (Lendahl et al., 1990), sendo assim a nestina compreende
um marcador para estudar a neurogénese hipocampal, pois as células nestina
positivas estdo envolvidas na formacdo de novos neurdnios (Doyle et al., 2001
e Cao et al., 2006).

Os resultados mostram que a Fisalina D aumentou a expressao de
células nestina positivas tanto no modelo in vivo como no modelo in vitro,
possivelmente a Fisalina D purificada do EA da Physalis angulata, representa
uma nova droga neurogénica, no entanto a realizacdo de outros experimentos

faz-se necessario para confirmacdo desses resultados preliminares.

Diversos grupos de pesquisas no mundo todo buscam novas drogas,
tanto sintéticas como naturais, que possam modular de forma positiva o
fenbmeno da neurogénese hipocampal em mamiferos, principalmente que
promovam a formacao de novos neurdnios no SNC desses animais (Kodama et
al., 2004; Mandyam et al., 2004; Encinas et al., 2006; Yoo et al., 2008; Yabe et
al., 2010; Yoo et al., 2011; Ma et al., 2013; Zhuang et al., 2013).

Diante desses resultados e do desafio global da neurociéncia no
desenvolvimento de terapias alternativas para doencas que acometem o SNC,
entre elas as doencas neurodegenerativas (Doenca de Parkinson e Alzheimer),
em que é bem caracterizada a morte de neurdnios especificos de uma

determinada regido do cérebro (Lindvall et al., 2010).
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O presente trabalho ainda busca quantificar as populacdes celulares
(neurbnios, astrécitos e/ou oligodendrécitos) que estdo sendo formadas na
presenca do EA da Physalis angulata e da substancia purificada, Fisalina D,

tanto em camundongos adultos como em culturas de CTNSs.

Estudos in vitro ainda tornam-se necessarios, para identificacdo do
mecanismo de acdo da Fisalina D sobre a proliferacdo das CTNs e a possivel
diferenciacdo das CTNs em novos neurdnios, sendo necessario caracterizar a

funcionalidade dos tipos celulares originados das CTNs em proliferacao.

A busca por uma droga neurogénica, tendo como contexto a
biodiversidade da regidao Amazonica, permitiria a manutencéo in vitro das CTNs
hipocampais, promovendo diferenciagdo dessas células em novos neurénios.
Portanto é de extrema importancia a continuidade do presente estudo, para de
alguma forma contribuir ao entendimento desse complexo processo de

neurogénese no SNC de mamiferos adultos.
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5. CONCLUSAO

O EA da Physalis angulata promoveu um aumento de células BrdU
positivas na ZSG do GD hipocampal de camundongos adultos, quando
0os animais foram sacrificados 24 horas apos administracdo i.p de
50mg/Kg de BrdU.

O EA da Physalis angulata ndo promoveu distribuicdo ectopica das
células BrdU positivas formadas no GD do hipocampo de camundongos
adultos, sacrificados 24 horas apds administracdo i.p do BrdU,
mostrando uma proliferacdo essencialmente na ZSG, a regido de

proliferacdo das CTNs.

O EA da Physalis angulata promoveu um aumento de células BrdU
positivas no GD hipocampal de camundongos adultos, quando o0s
animais foram sacrificados 7 dias apés a administracéo i.p de 50mg/Kg
de BrdU.

As CTNs ndo diferenciaram em astrécitos na presenca do EA da
Physalis angulata no GD hipocampal em camundongos sacrificados 7

dias apds administracdo do BrdU.

As CTNs diferenciaram em neurdnios na presenca do EA da Physalis
angulata no GD hipocampal em camundongos sacrificados 7 dias apos

administracao do BrdU.

A Fisalina D, substancia purificada do EA da Physalis angulata,
promoveu um aumento do numero de células BrdU positivas no GD
hipocampal de camundongos adultos, sacrificados 24 horas apds

administragéo i.p do BrdU.

A Fisalina D promoveu um aumento da expressdao de nestina no GD
hipocampal de camundongos sacrificados 24 horas apds administracao
do BrdU.
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