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RESUMO

A lesdo aguda da medula espinhal (LAME) é uma grave condicdo patolégica que
acomete varios individuos em diversas regifes do mundo e que pode causar sequelas fisicas
e/ou psicoldgicas. O tratamento disponivel é ineficaz, o que demanda o desenvolvimento de
novas abordagens terapéuticas. O desenvolvimento de agentes neuroprotetores é de
fundamental importancia para a preservacdo tecidual ap6s LAME. Na Amazonia, hd uma
diversidade de plantas medicinais cujos potenciais efeitos anti-inflamatérios e neuroprotetores
ndo foram investigados. Embora o cipé-pucé (Cissus verticillata) seja popularmente empregado
para o tratamento de sequelas de acidente vascular encefalico, seus efeitos foram pouco
investigados. Neste estudo, investigou-se os efeitos anti-inflamatdrios e neuroprotetores do
extrato supercritico de cipd-puca em um modelo experimental de LAME em ratos adultos. O
extrato de folhas de cipé-puca foi obtido através de extracdo com fluido supercritico. Os
animais foram submetidos a cirurgia de sec¢do da medula espinhal (ME) a nivel toracico (T8),
tratados com o extrato de cipé-puca (50 mg/Kg) logo ap6s a lesdo, perfundidos 24 horas pos-
lesdo e a medula espinhal removida e preservada em solu¢Ges com concentracdes crescentes de
sacarose. A analise histopatoldgica para visualiza¢do do padréo de lesédo foi feita por coloracéo
de hematoxilina-eosina (HE). A anélise imunohistoquimica para visualizacdo de neurénios,
microglia, astrécitos e neutrdfilos foi realizada utilizando anticorpos contra NeuN, CDG68,
caspase-3 e MBS-1, respectivamente. A analise quantitativa demostrou preservacao neuronal,
reducdo do numero de células apoptoticas, microglia ativada e infiltrado inflamatorio
(neutrdfilos) nos animais tratados quando comparados ao grupo controle sugerindo um efeito
neuroprotetor e anti-inflamatdrio do extrato supercritico de cip6-pucd em modelo de LAME.

Palavras-Chave: Lesdo aguda da medula espinhal, Cipdé-pucd, Neuroinflamacéo,
Neuroprotecao.



ABSTRACT

Acute spinal cord injury (aSCI) is a serious pathological condition that affects several
individuals in different regions of the world and may cause physical and/or psychological
sequelae. The available treatment is ineffective, which demands on development of new
therapeutic approaches. The development of neuroprotective agents is of fundamental
importance for the tissue preservation after aSCI. In the Amazon rain forests there are a
multitude of medicinal plants, whose potential anti-inflammatory and neuroprotective effects
have not been investigated. Cipé-puca (Cissus verticillata) is used for treatment of stroke in
folk medicine, but its effects are not scientifically proven and have not been investigated after
aSCI. In this study, we investigated the anti-inflammatory and neuroprotective effects of the
supercritical extract of cip6-puca in an experimental model of aSCI in adult rats. The extracts
of leaves of cipO-pucd were obtained by extraction with supercritical fluid. The animals
underwent partial hemisection surgery of the spinal cord and were treated with extract of cip6-
pucd (50 mg / kg) or vehicle. They were perfused at 24 hours postinjury. The gross
histopathology was performed by hematoxylin-eosin staining. Immunohistochemical analysis
for visualization of neurons, microglia, astrocytes and neutrophils were performed using
antibodies against NeuN, CD68, caspase-3 and MBS-1, respectively. The quantitative analysis
showed neuronal preservation and, reduction of the apoptotic cells, activated microglia and
inflammatory infiltrate (neutrophils) in treated animals compared to the control group,
suggesting a neuroprotective and anti-inflammatory effect of the supercritical extract of cip6-
puca in the aSCI model.

Key words: Acute spinal cord injury, Cip6-puca, Neuroinflammation, Neuroprotection.
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1 INTRODUCAO

1.1 MORFOLOGIA DA MEDULA ESPINHAL

O Sistema Nervoso (SN) é responsavel por receber e transmitir informacoes para
todo o organismo. Dividido anatomicamente em sistema nervoso central (SNC) - composto
pelo encéfalo e a medula espinhal (ME) e sistema nervoso periférico (SNP) - o qual consiste
dos nervos espinhais, suas raizes e seus ramos e dos nervos cranianos e seus ramos (SILVA,
2014).

O SNC encontra-se protegido por estruturas dsseas (cranio e vértebras), e
meninges (dura-mater, aracnoide e pia-mater). A coluna vertebral, bem como os ligamentos,
tenddes e musculos circundantes, em conjunto, isola a medula espinhal do ambiente externo.
Além disso, o tecido neural também precisa ser protegido de traumas contra as paredes dsseas
da coluna. Para isso, membranas especializadas denominadas meninges e o liquido
cefalorraquidiano séo responsaveis por fornecer a estabilidade fisica e a absorcao de impactos.
Nutrientes e oxigénio chegam a medula espinhal atraves de vasos sanguineos que brotam de
dentro das meninges. As meninges sao membranas fibrosas que envolvem a medula,
denominadas pia-mater, aracnoide e dura-mater. A pia-mater € a membrana mais delicada e
mais interna gque esta aderida intimamente ao tecido superficial da medula e penetra na fissura
mediana anterior. Quando a medula termina, no cone medular, a pia-mater continua
caudalmente formando um filamento esbranquicado denominado filamento terminal. A pia-
mater encontra-se separada da aracnoide pelo espaco subaracnoideo, que é preenchido pelo
liquido cefalorraquidiano (liquor). (KANDEL, 2014).
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Figura 1. Esquema de segmentacdo (esquerda) e estruturas de protecdo (direita) da medula espinhal.
Fonte: Adaptado de https://www.slideshare.net/lauramontouro/neuroanatomia-fameca-medula-
espinhal-2016.

Anatomicamente a medula espinhal é constituida de substancia branca (SB),
externamente e de substancia cinzenta (SC) na por¢ao mais central, formando uma espécie de
um “H”. A SC medular apresenta duas regioes funcionalmente distintas, os cornos ventrais
(motores) e os dorsais (sensoriais). J& a SB possui trés colunas orientadas rostrocaudalmente
nas quais axonios ascendem ou descendem: dorsal, ventral e lateral. No centro da SC medular
encontra-se o canal central da medula (ependimario), representante do sistema ventricular,
como mostra a figura 2 com corte histologico de uma seccdo transversal da medula espinhal
abaixo. (MARTIN, 2003).


https://www.slideshare.net/lauramontouro/neuroanatomia-fameca-medula-espinhal-2016
https://www.slideshare.net/lauramontouro/neuroanatomia-fameca-medula-espinhal-2016
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Figura 2. Corte histologico de uma sec¢do transversal da medula espinhal. Na figura observa-se a
substancia cinzenta da medula localizada na regido central e a substancia branca ao seu redor.
Filamentos anteriores e posteriores também podem ser visualizados os quais se unem dando origem aos
nervos espinhais. Fonte: Adaptado de Martin (2003).

ME possui os tipos celulares caracteristicos do sistema nervoso: neurdnios e células
da glia. As células da glia abrangem a maior porcentagem de todo tecido nervoso, auxiliam no
suporte e na arquitetura do tecido, e também fornecem suporte funcional ao neurdnio
(KANDEL, 2014). Elas séo classificadas em: astrocitos, oligodendrdcitos, células ependimarias
e microglia. Os astrocitos sdo células com muitos prolongamentos, associadas aos processos
de: suporte metabolico, secrecdo e captacdo de neurotransmissores e sustentacdo estrutural.
Estdo associadas também a resposta a danos ao sistema nervoso através de modifica¢do do seu
potencial, nestes casos sao chamados de astrdcitos reativos (BURDA et al., 2016). Possuem um
importante papel na manutencdo da &gua e do fluxo sanguineo para o funcionamento do
neurdénio (RANSOM et al., 2003). Oligodendrdcitos estdo relacionados aos mecanismos de
producdo da bainha de mielina para os neurdnios. A perda destas células pode causar
desmielinizacdo além de obstrucdo axonal e, inclusive, morte celular (MATUTE, 2010).
Estudos recentes mostram a existéncia de um quarto tipo celular glial de forma estrelada,
conhecido como oligodendrécito progenitor, o qual estaria ligado aos processos de formacéo
de novos oligodendrécitos (FERNANDEZ-CASTANEDA e GAULTIER, 2016).

As células ependimarias compdem uma camada epitelial simples de células colunares ciliadas
que revestem os ventriculos e o plexo coroide (barreira hematoencefalica), produzindo o liquido
cerebroespinhal (BRUNI, 1998). No entanto, esta camada ndo ¢ apenas um “forro”
neuroepitelial inerte, estd associada a regulacéo do transporte de ions, de pequenas moléculas e

de agua entre o liquido cerebroespinhal e o paréngquima nervoso.
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Atua como uma barreira funcional a fim de proteger o tecido contra a acdo de patdgenos
(HAUWEL et al., 2005). Muitos estudos associam as células ependimaérias dos ventriculos
laterais com a producdo de células tronco no cérebro adulto, em situagdes patoldgicas
(HAUWEL et al., 2005; MARTINO et al., 2001). As células microgliais sdo macréfagos
residentes do SNC e, como células do sistema imune inato, fazem parte da resposta priméria a
infeccdo e s@o responsaveis por iniciar o processo inflamatorio (CHERRY et al., 2014). As
celulas da micrdglia sdo vigilantes constantes do SNC, fazendo uma varredura completa deste
sistema contribuindo para a homeostase tecidual através de movimentos estocasticos de seus
finos e longos processos (DAVALOS et al., 2005; NIMMERJAHN et al., 2005; GLASS et al.,
2010), além de participar ativamente do processo inflamatorio (GOMES-LEAL, 2012). As
celulas da microglia respondem a danos ao SNC, com acdes benéficas e prejudiciais (GOMES-
LEAL, 2012).

Vérias citocinas sdo capazes de estimular a microglia (neurotransmissores e
neurotoxinas, proteases e moléculas da matriz extracelular, por exemplo) provenientes, em
grande parte, de locais do sistema nervoso que estejam sofrendo alguma agressao. Desta forma,
vao funcionar como células apresentadoras de antigenos, interagindo com linfécitos T que

atravessam a barreira hematoencefalica e penetram no SNC (MATUTE, 2010).

1.2 EPIDEMIOLOGIA E FISIOPATOLOGIA DA LESAO MEDULAR

1.2.1 Epidemiologia
De acordo com a American Spinal Injury Association (ASIA), a lesédo aguda da

medula espinal (LAME) é uma agressao que pode ocasionar danos neurologicos, classificados
como alteragdes da fungdo motora, sensorial e autbnoma. Quando a lesdo se localiza na regido
cervical da medula, tem-se como sequela a tetraplegia caracterizado pelo comprometimento dos
membros superiores, tronco e membros inferiores. Porém, se a lesdo ocorrer na regido torécica,
lombar ou sacral, o paciente apresenta um quadro clinico de paraplegia - comprometimento de

tronco e/ou membros inferiores (Figura 3). (ASIA, 2011).
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Figura 3. Danos motores de acordo com o local da lesdo na medula espinhal. Fonte: Adaptado do Guia
do fisioterapeuta, 2011.

Lesdes medulares ocorrem principalmente nas regides entre a 5% e a 72 vértebras
cervicais, a 122 vértebra toracica e a 12 vértebra lombar (FALAVIGMA,; PASSIAS, 2018). Os
danos a medula podem variar entre uma concussao transitoria, da qual o paciente recupera-se
completamente, até uma transecgdo completa, que culmina na paralisia do paciente abaixo do
nivel da lesdao (Figura 3) (BRUNI et al., 2004). A LAME ocorre, preferencialmente, em
individuos do sexo masculino, na proporcao de 4 homens para 1 mulher, na faixa etaria entre
15 a 40 anos. Dentre as principais causas estdo os acidentes automobilisticos, queda de altura,
acidente por mergulho em 4&guas rasas e ferimentos por arma de fogo ou objetos
perfurocortantes (MULLER, 1997; FALAVIGMA; PASSIAS, 2018). Com algumas excegoes,
esse tipo de lesdo é passivel de prevencdo e poderia apresentar reducdo de sua incidéncia por
meio de campanhas educativas junto a populacio (MULLER, 1997; GREVE, 1997; DEFINO,
1999). Segundo RODRIGUES et al (2010), as lesdes medulares podem ser classificadas em:
lesdo completa — caracterizada pela perda das fungdes motora e sensitiva abaixo dos 3
segmentos caudais consecutivos ao nivel da lesdo; lesdo incompleta sensorial — caracterizada
pela preservagéo da atividade motora e de parte da sensibilidade; lesdo incompleta motora néo
funcional — caracterizada pela auséncia ou reducao da fungdo motora e lesdo incompleta motora

funcional — caracterizada pela preservacdo da funcdo motora abaixo do nivel da lesao.
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Em todo o mundo cerca de 2,5 milhdes de pessoas vivem com LAME, com mais
de 130.000 novas lesdes sendo relatadas a cada ano. A LAME ocorre em cerca de 15 a 20% das
fraturas da coluna vertebral e a incidéncia desse tipo de lesdo apresenta variagdes nos diferentes
paises. Estima-se que, na Alemanha, ocorram anualmente 17 casos novos por milhdo de
habitantes. Nos EUA, o nimero varia de 32 a 52 casos novos anuais por milhdo de habitantes
e, no Brasil, cerca de 40 casos novos anuais por milhdo de habitantes, perfazendo um total de
06 a 08 mil novos casos por ano 0s quais geram um custo para o0 governo de aproximadamente
U$ 300,000,000,00 (MASINI, 2000; DOBKIN E HAVTON, 2004).

Uma pesquisa desenvolvida no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto/SP sobre o perfil de pacientes com lesdo traumatica da medula espinhal
identificou que a grande maioria eram individuos jovens do sexo masculino, sendo que 36,2%
tinham entre 21 a 30 anos de idade. Em 44,7% dos casos a lesdo ocorreu devido a ferimentos
por arma de fogo, seguido de acidentes automobilisticos — colisdo, capotamento, atropelamento
e acidentes com motocicletas — com 31,9%. A maioria das lesdes ocorreu na regido toracica
(44,7%), seguida da regido cervical (40,4%) (NOGUEIRA, 2006).

Em pesquisa sobre o perfil de pacientes com traumatismo raquimedular
atendidos nos hospitais de pronto atendimento da cidade de Porto Alegre/RS no periodo entre
janeiro de 2005 a janeiro de 2010, 63,3% dos pacientes eram do sexo masculino, com média de
idade de 47,02 + 19,60 anos e as causas que prevaleceram foram: queda de altura (27,2%),
acidente de transito (25,8%) e quedas (13,2%). Os niveis da coluna vertebral mais acometidos
foram a regido lombar (35,6%), toracica (21,9%) e cervical (20,5%) (JACKSON,2004; KOCH,
2007; PIROUZMAND, 2010; FRISON, 2013).

No Estado do Pard, PEREIRA et al (2015) fizeram um levantamento sobre os
pacientes com trauma raquimedular vitimas de disparos por arma de fogo atendidos no Hospital
Metropolitano de Urgéncia e Emergéncia do Estado do Para. De acordo com este estudo, dos
972 casos atendidos entre 2008 e 2013, 89 foram causados por arma de fogo (9,15%). A
ocorréncia foi consideravelmente maior em homens, correspondendo a 86,5% dos pacientes
com faixa etéria entre 21 a 30 anos, o tempo de internacdo médio foi de 21,3 dias e a taxa de
mortalidade foi de 18%.

1.2.2 Fisiopatologia
O processo fisiopatolégico da lesdo medular advém de dois eventos distintos: a
lesdo mecénica (lesédo primaria) e a lesdo endogena (leséo secundaria) que é consequéncia da

primeira (TATOR, 1979). A lesdo primaria ocorre através do impacto seguido de compressao
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ou por laceracdo por objeto afiado que ocasiona morte das células por necrose e liberacdo de
eletrolitos, em especial potassio, metabdlitos e enzimas (GOODKIN E CAMPBEL, 1969;
BALENTINE, 1978; TATOR, 1979; MCDONALD E SADOWSKY, 2002; ROWLAND etal.,
2008; OYINBO, 2011; AHUJA; PADILLA-ZAMBRANO, 2017). A lesdo secundaria inicia
minutos apds o trauma mecanico ter ocorrido, sendo dividida em: fase aguda, subaguda e
cronica. A fase aguda — onde ocorre desequilibrio i6nico e alteracdes vasculares, como
hemorragia, formacdo de edema e vasoespasmo, que também induz a necrose nas células
atingidas diretamente e promove acumulo de neurotransmissores na regido da lesao; Na fase
subaguda — que acontece minutos ap6s a lesdo ter ocorrido e pode durar semanas a meses €
culmina com a expanséo significativa da lesdo, formacao de radicais livres, ativacdo da resposta
imune, peroxidacdo lipidica, inducdo de apoptose e inflamacdo; J& na fase crénica — que
acontece por volta de seis meses apds o evento primario da lesdo e perdura por anos. Ha
formacdo da cicatriz glial e de cavitagdo. Nesta fase processos regenerativos podem ser
eventualmente observados (TATOR E FEHLINGS, 1991; TATOR E KOYANAGI, 1997,
MCDONALD E SADOWSKY, 2002; ROWLAND et al., 2008; OYINBO, 2011; AHUJA;
PADILLA-ZAMBRANO, 2017).

A lesdo secundaria envolve uma série de eventos complexos, tais como,
mudancas bioquimicas, edema, inflamacdo, isquemia, reperfusdo, liberacdo de fatores de
crescimento, metabolismo do Ca*? e peroxidacdo lipidica. Em situagGes experimentais,
demonstrou-se que estes mecanismos contribuem para a morte neuronal (MCDONALD E
SADOWSKY, 2002; LIMA, 2007; PADILLA-ZAMBRANO, 2017).

As alteracdes vasculares resultantes da lesdo em uma regido da medula espinhal
leva a hemorragia, principalmente na substancia cinzenta, reduz significativamente o fluxo
sanguineo local, promove vasoespasmos, alteracdes na permeabilidade vascular devido a perda
de autorregulacdo, edema - proveniente do acumulo de liquido na area lesionada, quebra da
barreira hemato-medular e entrada de células pro-inflamatdrias, o que pode ocasionar trombose,
isquemia e morte celular por necrose (KWON et al., 2004).

A excitotoxicidade ocorre devido a lise celular causada pelo impacto mecanico.
Ela inicia nos primeiros quinze minutos apds o trauma e promove aumento das concentracoes
extracelulares de glutamato e outros aminoacidos excitatorios de 6 a 8 vezes acima da
concentracdo homeostatica (GARCIA et al., 2016; HULSEBOSCH, 2002). O excesso de
glutamato - principal neurotransmissor excitatorio do SNC — promove a hiperativacdo de
receptores ionotropicos do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) e também de receptores

metabotropicos, causando influxo excessivo de calcio (Ca?*). A grande concentragéo de Ca?*
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intracelular causa desequilibrio no metabolismo celular, ativacdo de enzimas liticas, disfuncdo
mitocondrial e producdo de radicais livres, resultando em morte neuronal por apoptose
(GOMES-LEAL, 2002; KWON et al., 2004; LIMA et al., 2007). O influxo de sédio precede o
de calcio causando edema. Além disso, o Ca?* ativa enzimas proteoliticas, tais como caspases,
fosfolipases e enzimas, cujas atividades levam a degradacdo dos componentes celulares e a
morte celular. Essas concentragdes altas de Ca?'no citosol e na mitocondria desencadeiam
alguns processos dependentes de célcio e que alteram, invariavelmente, o metabolismo celular.
Esses processos incluem a ativacdo de enzimas liticas, como as calpainas, fosfolipase A2 e
lipoxigenase, a geracdo de radicais livres e a desregulacdo da fosforilagdo oxidativa
mitocondrial, promovendo a morte das células nervosas por apoptose (KWON et al., 2004).

Em relacdo ao ion sddio, a falta de regulacdo influencia também, de forma
particular, o aumento da leséo dos axdnios e de componentes gliais da substancia branca. O
aumento da concentracgdo intracelular de sodio € provocado pela ativagdo glutamatérgica dos
receptores NMDA, AMPA e cainato e pela ativacdo dos canais de sodio dependentes de
voltagem. Normalmente, a propagacdo do potencial de a¢do das células nervosas € produzida
pelo influxo de sddio através da ativacdo dos canais de sddio dependentes de voltagem.
Contudo, em situacGes patoldgicas, a despolarizacdo intensa e a perda de adenosina tri-fostato
(ATP) necesséario para mover o sddio de volta ao meio extracelular, levam a um acimulo toxico
de sodio (e agua) nos axbnios (KWON et al., 2004).

O glutamato também pode ser toxico em uma fase mais crdnica da degeneragédo
da substancia branca, processo que envolve a secrecdo de glutamato através do transporte desse
neurotransmissor pelos canais dependentes de sddio, com subsequente ativacdo dos receptores
AMPA e morte de oligodendrocitos (FAROOQUI, ONG, & HORROCKS, 2008).

A hiperativacdo dos receptores AMPA é um dos principais mecanismos para a
lesdo da substancia branca na LAME. Essa manifestacao, causada pelo excesso de glutamato
no espacgo extracelular, causa dano funcional irreversivel, principalmente nas regides dorsais da
substancia branca, onde os aminoacidos excitatorios sdo toxicos (LI & STYS, 2000).

A morte neuronal pode ser motivada por mecanismos passivos ou ativos, necrose
ou apoptose, respectivamente. A morte por necrose € um evento que envolve desbalanco na
homeostasia da célula, levando ao edema de compartimentos celulares como a mitocondria e
outras organelas, a qual resulta em deplecdo de ATP a nivel incompativel com a sobrevivéncia
celular. Ela é caracterizada por vacuolizagdo citoplasmatica, ruptura da membrana
citoplasmatica e extravasamento do contetido intracelular, dano mitocondrial intenso e indugéo

de inflamacdo ao redor da célula em destruicao, atribuida pela liberacao de conteidos celulares
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e moléculas pro-inflamatérias (SASTRY & RAO, 2000; DANIAL & KORSMEYER,;
EDINGERN & THOMPSON, 2004).

Na morte celular por apoptose, ndo sdo observadas alteracdes de permeabilidade
celular. As organelas permanecem geralmente intactas e a carga energética da célula € mantida.
A apoptose requer a sintese de novas moléculas responsaveis pela condensacdo da cromatina e
fragmentacdo do DNA em fracbes internucleossomais. O processo de apoptose envolve a
ativacdo de caspases — proteases dependentes de cisteina que reconhecem sitios especificos
ricos em aspartato em suas proteinas alvo (SASTRY & RAO, 2000). Esse tipo de morte celular
programada é um processo fisioldgico no qual programas moleculares intrinsecos a célula séo
ativados para causar sua destruicdo, uma propriedade fundamental de todos os organismos
multicelulares que é crucial para o seu desenvolvimento, morfogénese dos 6rgaos, homeostase
dos tecidos e defesa contra células infectadas ou danificadas. A importancia da apoptose €
enfatizada pelo seu notdvel grau de conservacao evolutiva. No entanto, quando ocorre de forma
excessiva pode causar morte celular injustificada (VILA, 2003).

A via extrinseca da apoptose ocorre especialmente em condi¢6es patoldgicas nas
quais a inflamacé&o é uma caracteristica proeminente. Uma vez que hd uma crescente apreciacdo
de que a inflamacdo é uma caracteristica da neurodegeneracdo com potencial significado
patogénico, a abordagem da via extrinseca de morte celular programada em doencas
neurodegenerativas é uma abordagem garantida (VILA, 2003). Na via intrinseca da apoptose,
os estimulos independentes dos receptores de morte podem desencadear a morte programada
induzindo a translocacdo de moléculas pro-apoptéticas para as mitocondrias, com a
subsequente liberacdo de fatores apoptogénicos mitocondriais (como o citocromo c) para o
citosol (VILA, 2003).

Pesquisas tém sido realizadas no intuito de encontrar novos farmacos e/ou
terapias capazes de controlar os eventos fisiopatologicos secundarios que ocorrem a partir do
trauma mecanico e, consequentemente, possibilitar o seu controle, permitindo uma recuperagéo
funcional da medula espinal pds-traumatismo mais eficiente (STIRLING ET AL, 2004;
ESPOSITO ET AL., 2011; FONSECA, 2015).

1.3 TRATAMENTO PARA LESAO DA MEDULA ESPINHAL

1.3.1 Tratamentos Convencional e Farmacoldgico Disponiveis
O tratamento para pacientes que sofreram lesdo medular consiste, basicamente,

na descompressao cirargica da medula espinhal, estabilizacdo e fusdo de vértebras instaveis

ap6s o trauma, manejo de complicagcdes secundarias como, por exemplo, a instabilidade
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autondbmica, além da reabilitacdo sensorio-motora. Todas essas medidas aumentaram a
sobrevida dos pacientes com lesdo medular, porém ainda ndo ha tratamento eficaz para a
diminuicdo dos déficits neurolégicos e recuperacdo das fungbes perdidas (ANDRADE e
GONCALVES, 2007).

A Metilprednisolona (MP), um corticosteréide sintético com propriedades anti-
inflamatdrias € um dos principais farmacos utilizados no tratamento da inflamacdo aguda
causada por LAME (DEMOPOULOQOS et al.,, 1982; HALL et al.,, 1992). Os primeiros
experimentos foram realizados em gatos e se observou que a administracdo intravenosa de altas
doses de MP (30mg/kg) era capaz de inibir a peroxidacao lipidica (HALL e BRAUGHLER,
1981). Estudos posteriores demonstraram que a administracdo de MP ndo apenas previne a
peroxidacdo lipidica, mas também que é eficaz para inibir a isquemia poOs-traumética
contribuindo na manutencdo do metabolismo energético aerobico (YOUNG et al., 1982;
HALL, 2011). Se aplicada em até 8h ap0s a ocorréncia da lesdo, a MP promove melhora da
recuperacdo neuronal. Entre os efeitos terapéuticos observados estdo o0 aumento no nivel de
fatores de crescimento neurais, diminuicdo da atividade de caspases, reducdo da morte de
oligodendracitos e inibicdo de peroxidagdo lipidica (DO VALE RAMOS; ALEGRETE, 2015).
No entanto, a administracdo sistémica de MP em altas doses pode levar a efeitos colaterais
como pneumonia, infeccbes em feridas, miopatia aguda induzida por costicosterdides e
sangramento gastrico. Uma alternativa a administracéo sistémica € a injecao de MP diretamente
no local do trauma, porém vérias aplicacdes sdo necessarias para manter a concentracao efetiva
do medicamento, o que leva a novas lesbes devido as multiplas perfuraces. Outra opcéo seria
a administracdo via injecdo intratecal (uso de cateteres para levar MP até o local pelo canal
raquidiano), entretanto esse método também poderia exacerbar o dano através de compressao
da medula ou de infeccdo (CHVATAL et al., 2008). Além disso, a eficicia terapéutica de MP
no tratamento da inflamacéo tem sido questionada por diversos estudos. Tais complicagdes
podem fazer com que o farmaco cause mais efeitos adversos do que benéficos, sendo
recomendado que MP (especialmente em altas doses) ndo seja usado como terapia padrdo, mas
sim como opc¢do até que tratamentos mais eficientes sejam desenvolvidos (BYDON et al.,
2014).

A minociclina é uma alternativa que vem sendo estudada para o tratamento de
LAME. Observou-se que este f&rmaco, amplamente utilizado em humanos como antibiotico,
possui atividade neuroprotetora através de imunomodulacdo da proliferacdo da microglia,
reducdo de excitotoxicidade, neutralizacdo de radicais livres, inibicdo da producdo de Oxido

nitrico e principalmente estabilizacdo mitocondrial, o que leva a reducédo de apoptose (KABU
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et al., 2015). Estudos comportamentais realizados em ratos, assim como estudos pré-clinicos,
mostraram que além dos efeitos fisioldgicos, também foi observada reducédo da dor e melhora
nas fungdes motoras. No entanto, assim como no caso de MP, ha trabalhos que revelam
resultados contrarios aos citados anteriormente, em que ndao foram obtidos beneficios
significativos e houve limitacdo na atividade neuroprotetora (KWON et al., 2011). Ensaios
clinicos de fase Il foram feitos para estabelecer doses seguras e adequadas para o tratamento de
LAME, porém fases mais avancadas devem verificar a efetividade da minociclina (KABU et
al., 2015).

1.3.2 Fitoterapicos

A Organizacdo Mundial da Saude (2016) considera como planta medicinal toda
aquela que € cultivada e utilizada para prevencao, tratamento, alivio de sintomas ou diagndstico
de doengas. Os fitoterapicos sao usados no tratamento de diversas enfermidades desde o inicio
da humanidade e por serem eficazes, de baixo custo e acessiveis possuem suma importancia

para uma expressiva parte da populacdo (SANTOS et al., 2011).

Algumas pesquisas baseadas no conhecimento popular analisam a possibilidade
de utilizar fitoterapicos como vias de tratamento para LAME. Na China, por exemplo,
pesquisou-se 0 uso da raiz da planta Angelica sinensis — uma planta utilizada pela medicina
popular chinesa para tratar doengas ginecologicas e também em pacientes com cancer para
diminuir os efeitos danosos causados pela radiacdo nos tecidos, tendo efeitos clinicamente
comprovados. Em ensaio com modelos animais, foi constatado que a raiz atuou na diminuicdo
de expressdo de citocinas pro-inflamatdrias, resultando em menor dano ao tecido quando

comparado com o modelo néo tratado (XU et al., 2015).

Uma planta da india chamada Curcuma longa, ciircuma, ou acafrdo-da-india tem
sido estudada principalmente pelas propriedades de seu pigmento amarelo (curcumina) por ter
caracteristica anti-inflamatdéria. Em diversos estudos, este composto mostrou ter atividade
medicinal no SNC, sendo possivelmente aplicavel como medicamento para LAME devido a
sua acdo analgésica e de combate a inflamacdo (SANIVARAPU et al., 2016).

O oleo-resina de Copaiba (ORC) extraido do tronco da arvore de copaiba. €
usado tradicionalmente pela medicina popular amaz6nica como um anti-inflamatério. Ele
apresenta diversas propriedades medicinais, cosméticas e industriais, sendo uma das plantas
com uso medicinal mais conhecida e utilizada no Brasil, o 6leo é encontrado na forma

farmacéutica de pomadas, 6leos in natura, capsulas, emulsdes, entre outros (MACIEL; VEIGA
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JUNIOR, 2002). O principal produto que constitui o 6leo copaiba é o cariofileno. O beta-
cariofileno possui acdo antiinflamatdria, antibacteriana, antifingica e antiendémica, e o beta-
bisaboleno, analgésico e antiinflamatério (PIERRI; MUSSI; MOREIRA, 2009). O ORC tem
efeito neuroprotetor e antiinflamatério. Provavelmente, o principal responsavel por esses
resultados seja o B-cariofileno (GUIMARAES et al, 2012).

Uma trepadeira da familia das Vitaceas denominada Cissus verticillata (L).
Nicolson & Jarvis, popularmente conhecida por cip6-pucd, tem sido usada por povos da
Amazonia devido a sua atividade hipoglicemiante a qual Ihe rendeu o apelido de “insulina
vegetal” (Figura 4) (BARBOSA et al., 2002). O cipd-pucé é consumido normalmente na forma
de cha ou usado no preparado de garrafadas para ingestdo, em conjunto, com outras ervas
medicinais. De acordo com o conhecimento popular, além da sua atividade hipoglicemiante,
ele pode ser utilizado para tratar sequelas de AVE, alivio de dores nas pernas, dor de dente e
para dorméncias causada por picada de inseto (COELHO-FERREIRA et al., 2011).

Pesquisas com as folhas de C. verticillata (L.) demonstraram a presenca de
compostos, tais como taninos, compostos redutores, triterpeno,s esterdides, aminoacidos,
compostos graxos e flavondides (LIZAMA et al.,, 2000, MACHADO, 2008). Ensaios
bioldgicos usando combinacdes isoladas revelam que os flavondides exibem uma grande acédo
sobre os sistemas bioldgicos demonstrando efeitos antimicrobiano, antiviral, antiulcerogénico,
citotoxico, antineoplasico, antioxidante, antihepatotoxico, antihipertensivo, hipolipidémico,
antiinflamatdrio, antiplaquetéario (PELZER et al., 1998; MACHADO, 2008). As atividades
bioldgicas dos flavonoides tem acdo antioxidante que podem retardar ou inibir a oxidagdo de
lipidios ou outras moléculas (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004) ja que em certas
condicdes o oxigénio pode ser transformado nas seguintes espécies: anion superéxido (O2 ),
radical hidroxila (OH") e peroxido de hidrogénio (H.02) que sdo responsaveis por danos
celulares (CODY; MIDDLETON; HARBONE, 1986), essa formac&o dos radicais livres ocorre
durante o processo oxidativo bioldgico, a partir de compostos enddgenos (MARRONI;
MARRONI, 2002) ou em circunstancias patoldgicas como reacdes inflamatorias, cancer,
desordens cardiovasculares, doenga de Alzheimer, doenca de Parkinson, catarata e diabetes
(CODY; MIDDLETON; HARBORNE, 1986), onde a peroxidacdo lipidica resulta em danos a
membrana celular que causam troca na carga liquida da membrana provocando mudangas de
pressao osmotica que resultam em lise celular, pois os radicais livres podem agir sobre varios
mediadores inflamatérios contribuindo para uma inflamacéo geral responsavel por danos aos
tecidos (NIJVELDT et al., 2001).
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Figura 4. Cissus verticillata (L.) Nicolson & C.E. Jarvis. Aspectos da planta trepadeira conhecida como
cipd-puca, cotina-japonesa, anil trepador. Fonte: Jaqueline Durigon, 2009; Sérgio Campestrini, 2011
(Adapatado UFRGS/fitoecologia).

14 JUSTIFICATIVA

A LAME ¢ uma das causas mais comuns de morte e de incapacidade fisica da
atualidade no mundo. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (2013) a LAME
acomete principalmente individuos jovens, na faixa de 20 a 29 anos de idade, do sexo
masculino, prejudica fungbes motoras e sensoriais. Os traumas medulares, causados
principalmente por acidentes de transito, quedas ou por violéncia, sdo condi¢des patologicas
graves que podem causar sequelas fisicas e/ou psicoldgicas. Alem de ser significativamente
onerosa para o sistema publico de saide, a LAME também tem um alto impacto financeiro na
vida dos pacientes e de seus familiares que precisam custear os tratamentos hospitalares e os
cuidados especiais que os pacientes necessitam (PEDRAM, 2010; ANWAR, AL SHEBABI e
EID, 2016). Multiplos estudos analisam a possibilidade de utilizar fitoterapicos como vias de
tratamento para lesdes agudas do SNC (LIZAMA et al., 2000; MACIEL; BARBOSA et al.;
VEIGA JUNIOR, 2002; PIERRI; MUSSI; MOREIRA, 2009; COELHO-FERREIRA et
al.,2011; GUIMARAES et al, 2012; XU et al., 2015; SANIVARAPU et al., 2016), sendo tais
pesquisas frequentemente baseadas no conhecimento tradicional advindo de diversas partes do
mundo. Tendo em vista que a comunidade amazénica utiliza o cip6-puca (C. verticillata) para
tratar pacientes vitimas de AVE (BARBOSA et al., 2002), o presente trabalho tem por objetivo
investigar os efeitos anti-inflamatorios e neuroprotetor do extrato de cip6-puca em um modelo
de LAME, contribuindo, consequentemente, para o desenvolvimento de novas possibilidades

terapéuticas para desordens agudas do SNC.
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15 OBJETIVOS
1.5.1 Objetivo Geral

e Investigar o potencial anti-inflamatdrio e neuroprotetor do extrato supercritico de cipd-
puca (Cissus verticillata (L). Nicolson & Jarvis) em ratos Wistar adultos submetidos a

leséo experimental da medula espinhal.

1.5.2 Objetivos Especificos
a. Investigar o efeito neuroprotetor a partir da analise qualitativa e quantitativa do efeito
terapéutico do cip6-pucé na preservacdo de neurénios e reducdo do numero de células
apoptoticas;
b. Analisar qualitativa e quantitativamente o efeito terapéutico do cipé-puca sobre o
infiltrado de leucdcitos (neutrofilos) no sitio da lesdo;

c. Investigar o efeito do cip6-puca sobre os padrdes de ativacdo microglial ap6s LAME.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1  OBTENCAO DO EXTRATO DE CIPO- PUCA

O extrato do cipo- puca (Cissus verticillata (L.) (Nicolson & C. E. Jarvis))
utilizado neste estudo foi doado pelo Laboratério de Extracdo da Faculdade de Engenharia de
Alimentos do Centro de Tecnologia da Universidade Federal do Para (UFPA). O mesmo foi
obtido a partir das folhas desta planta utilizando a técnica com fluido supercritico (SFE) usando
as seguintes variaveis independentes: presséo (400 bar), temperatura (50°C) e porcentagem de
co-solvente (EtOH) (10%) para um melhor rendimento e retirada de compostos hidrofilicos. A
pressao e o percentual de co-solvente foram os fatores que influenciaram nesta técnica. A
triagem fitoquimica dos extratos de Cissus verticillata foi realizada por cromatografia em

camada delgada de alto desempenho (HPTLC).

2.2 ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Utilizou-se 13 (dez) ratos Wistar machos adultos com peso entre 250 -300 g. Os
animais foram divididos em 02 grupos experimentais: grupo controle (n=4) e grupo tratado
(n=9) ambos com tempo de sobrevida de 24 horas (Quadro 1). Ap6s o procedimento cirargico
para a inducdo da lesdo medular, os animais do grupo controle foram tratados, por via
intraperitoneal (i.p.), com solucdo de Tween 5%. Os animais do grupo tratado receberam
solucdo contendo extrato supercritico de cipd-pucé na concentracdo de 50mg/kg também via
i.p. A concentracdo usada foi escolhida baseando-se no estudo de VIANA et al (2004). O
presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais de
Experimentacdo da UFPA. Todos os procedimentos experimentais foram realizados em
concordancia com as diretrizes estabelecidas pelo CEPAE-UFPA e em obediéncia as normas

internacionais sugeridas pelo National Institute of Health e Society for Neuroscience.

Grupos Descricdo do tratamento Quantidade

Controle | Animais machos com lesdo medular tratados com solucéo 4
de tween a 5%. Sobrevida de 24 horas.

Tratado | Animais machos com lesdo medular tratados com solugéo 9
contendo extrato de cip6-pucé a 50 mg/kg. Sobrevida de
24 horas.

Quadro 1 - Grupos experimentais e descri¢do dos procedimentos aplicados.

23  MODELO DE LESAO MEDULAR
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Para realizagdo da cirurgia de inducdo da lesdo medular, os animais foram
anestesiados (i.p.) com uma mistura de cloridrato de cetamina (Vetanacol®, Koning; 72 mg/kg)
e cloridrato de xilazina (Kensol®, Kéning; 9 mg/kg). Apos abolicio dos reflexos corneano e de
retirada da pata, os ratos foram posicionados em um estereotaxico para estabilizacéo da cabeca
do animal. Em seguida, realizou-se uma incisao de aproximadamente 2 cm na regido dorsal do
animal. Parte do tecido subcutaneo foi removida e a musculatura paravertebral foi rebatida para
que se pudesse expor a coluna vertebral. Realizou-se uma laminectomia ao nivel T8 da medula
espinhal com o auxilio de um alicate de unha a fim de promover a visualizacdo do tecido
nervoso o qual foi seccionado usando o bisel de uma agulha descartavel (25x0,8). Os
procedimentos de laminectomia e lesdo medular foram realizados com o auxilio de microscopio
cirargico. Apos confirmacdo da lesdo, a musculatura do animal foi suturada com fio catgut®

5/0 e a pele do dorso foi suturada com fio de acido poliglicélico n° 3.0.

2.4  PERFUSAO E PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Depois de passado o tempo de sobrevida descrito anteriormente, os animais
foram profundamente anestesiados através de injecdo i.p. de uma mistura de cloridrato de
cetamina (Vetanacol®, Koning; 72 mg/kg) e cloridrato de xilazina (Kensol®, Koning; 9 mg/kg).
Apos abolicdo dos reflexos do animal, realizou-se rapida toracotomia para a visualizagdo do
coracdo. Uma canula foi introduzida no ventriculo esquerdo e um corte foi feito na auricula
direita. Os animais foram perfundidos com 400 mL de tampé&o fosfato salina heparinizada (PBS
0,9% pH 7,2- 7,4) seguido de 400 mL de paraformaldeido a 4% em tampdo fosfato (PFA 4%
pH 7,2- 7,4). A coluna vertebral foi removida, as vértebras cortadas e as medulas espinhais
extraidas. ApoOs sua remocao, elas permaneceram imersas em PFA 4% por 24 h (pds-fixacao).
Em seguida, o material foi transferido para solugbes de crioprotecdo com concentragdes
crescentes de sacarose em 25%, 50% e 100% diluidos em uma mistura de glicerina com tampao
fosfato (PB 0,05M, pH 7,2- 7,4). O material permaneceu em cada solugdo de crioprotecdo até
que afundassem. Em seguida, os tecidos foram incluidos em Tissue-Tek® (Sakura) e congelados
a -35 °C para a obtencédo de secgdes de 40 pm em criostato (Leica CM1850). Os cortes foram
montados em laminas silanizadas previamente gelatinizadas as quais foram armazenadas em

freezer a -20 °C para serem utilizadas em protocolos de histologia e imunoistoquimica.

25 IMUNOHISTOQUIMICA
A técnica de imunohistoquimica foi utilizada para avaliagdo da acéo

neuroprotetora e anti-inflamatoéria do extrato de cipo-pucéa. A analise de macréfagos e microglia
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ativados na area da lesdo e nas regides circunvizinhas foi feita usando o anticorpo policlonal
feitoem coelho anti - CD68 (abcam, 1:100), células neurais foram marcadas usando o anticorpo
monoclonal feito em camundongo anti-NeuN (LSBio, 1:50), células apoptéticas foram
marcadas através de anticorpo policlonal feito em coelho anti-caspase-3 (abcam, 1:100) e
neutrofilos foram marcados usando anticorpo policlonal MBS-1 fabricado e doado pelo Dr.
Victor Perry da Universidade de Southampton, UK (CNS Inflamation Group, 1:500) (GOMES-
LEAL et al., 2004; FRANCO et al., 2009; GUIMARAES et al., 2012). O quadro 2 abaixo

resume 0s anticorpos usados no presente estudo.

Anticorpo Objetivo Fabricante
MBS-1 Marcar neutréfilos CNS Inflamation
(1:500) Group,

Southampton
University, UK
NeuN Marcar 0s pericarios neuronais LSBio
(1:50)

Caspase-3 Identificar as células apoptéticas abcam
(1:100)

CD68 Analisar macrdfagos e microglia ativados abcam
(1:100)

Quadro 2 — Anticorpos primarios usados na analise imunohistoquimica.
A técnica de imunohistoquimica foi realizada utilizando-se o seguinte

protocolo:

Primeiramente, os cortes foram escolhidos e colocados para secar por 30
minutos na estufa em temperatura de 37°C. Logo depois foram lavados 1 vez durante 5 minutos
em PBS, em seguida, foi realizado o bloqueio da peroxidase enddgena (H202 a 3%) por 20
minutos no escuro, ap6s o bloqueio lavou-se 2 vezes durante 5 minutos em PBS para remocéo
da solucdo de bloqueio. As sec¢des foram submersas em solucdo de acido citrico em banho
maria a 90° durante 20 minutos para recuperagdo antigénica e novamente lavadas 2 vezes em
PBS por 5 minutos para remocdo da solugdo de recuperacdo antigénica. Depois, nos cortes,
foram colocados em solugdo de saponina por 10 minutos, sendo lavados 2 vezes durante 5
minutos em PBS para retirada do excesso de saponina. Terminada esta etapa, os cortes foram
imersos em BSA 10% durante 30 minutos para bloqueio das proteinas inespecificas e, em
seguida, para finalizar as etapas do primeiro dia, foram incubados nos anticorpos primarios
(overnight).

No dia seguinte, dando continuidade ao protocolo, as sec¢des foram lavadas

2 vezes por 5 minutos com PBS e incubadas em solucdo de biotina durante 30 minutos em
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temperatura de 37°C. Em seguida, procedeu-se 2 lavagens em PBS por 5 minuto cada para
remocao do excesso de biotina. As sec¢des foram incubadas em solucéo de Streptavidina-HRP
por 30 minutos em temperatura de 37°C, lavadas 2 vezes com PBS e submetidas a revelacéo
com solucdo diaminobenzidina (DAB) durante 2 minutos. Logo depois, procedeu-se 2 lavagens
por 5 minutos em tampdo fosfato para inativagdo do DAB, desidratacdo em gradientes de

alcool/xileno e montagem com Etellan.

2.6  ANALISE QUALITATIVA E QUANTITATIVA

Todas as secg¢bes foram examinadas em microscopio Optico binocular (Zeiss,
Imager. 21). A analise histopatoldgica da area de lesdo foi feita usando coloracdo de HE.
Avaliou-se também a presenca de corpos celulares marcados para os anticorpos utilizados. As
imagens dos campos mais ilustrativos foram obtidas por meio de um sistema de captura de
imagens acoplado ao microscépio (camera digital AxioCam HRc - Zeiss) usando as objetivas
de 50, 100, 200 e 400.

A contagem do numero de células marcadas para cada imunohistoquimica foi
feita usando um microscépio binocular (Olympus, BX41) provido de uma gradicula de
contagem de 245 um? e utilizando a objetiva 40x/Plan. As contagens foram realizadas em trés
campos: um campo préximo ao centro da lesdo, um campo cranial e um campo caudal (Figura
1). A média das contagens e os erros padrdo obtidos foram apresentados na forma de graficos,

em coordenadas cartesianas.

3 1 2

1T [ 1~ :
caudal , I ;oL | | cranial

Figura 5. Desenho esquematico do método de contagem usado no trabalho (CL = centro da lesdo).

2.7  ANALISE ESTATISTICA
Para avaliar as diferencas entre 0s grupos, utilizou-se andlise de variancia de

um critério e teste t de Student. O nivel de significAncia adotado foi de p < 0.001 =
significativo. As analises estatisticas foram feitas no programa Biostat 5.0 e os graficos

construidos no programa Excel (AIRES et al., 2006).
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3 RESULTADOS
3.1  ANALISE DA AREA DE LESAO

A demarcacéo da area de leséo foi realizada utilizando-se coloracdo HE (figura
6), onde observou-se hemorragia, necrose, edema e a presenca de corpos neurais rodeados por

células microgliais.
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Figura 6. Aspecto geral de lamina de LAME coradas com HE (A). Nota-se a presenca de
hemorragia perivascular, necrose tecidual e edema caracterizado pelas areas esbranquicadas (a).
Proximo a area de lesdo observou-se a presenca de corpos neurais rodeados por células
microgliais (b). Escala = 100 pm.

3.2 ANALISE DA PRESERVAQAO DE CELULAS NEURONAIS

Para avaliar se o tratamento proposto no presente estudo contribui para a
preservacdo neuronal, realizou-se imunohistoquimica para o anticorpo anti-NeuN, um
marcador especifico de neurénios diferenciados (Figura 7). O nimero de células NeuN+ foi de
29,86 £ 0,781 e 18,0 £ 1,072, respectivamente, nos grupos tratado e controle (Figura 8).
Observou-se que o tratamento com o extrato supercritico de cip6-puca foi capaz de promover
neuroprotecdo significativa dos neurdnios quando comparado ao grupo controle o que foi

comprovado pelo teste estatistico utilizado (p < 0.001).
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Figura 7. O tratamento com extrato de cip6-pucé promoveu a preservagao neuronal. Imunoistoquimica
para anti-NeuN em animais tratados (A e C) e controle (B e D). Fotomicrografias ilustrativas de campos

localizados na regido apical a lesdo. Escalas = 50 pm.
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Figura 8. Analise do nimero de células NeuN positivas por campo de contagem. O nimero de neurdnios
foi significativamente maior nos animais tratados em comparagdo aos animais controle (**p < 0.001 —
teste t de Student).

3.2  ANALISE DA REDUCAO DO NUMERO DE CELULAS APOPTOTICAS

Para estudar os efeitos do extrato de cipo-pucé sobre o padrao de morte celular
programada ap6s lesdo da medula espinhal de ratos, realizou-se imunohistoquimica para
caspase-3-ativa, um marcador especifico de apoptose (Figura 9). O nimero de células caspase-
3-ativa por campo de contagem foi de 31,43 + 1,945 nos grupos tratado e 51,60 + 2,802, nos
grupos controle (Figura 10) demonstrando que o tratamento foi eficaz em reduzir a morte

celular por apoptose quando comparado ao grupo controle (p < 0.001).
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Figura 9. Efeito do tratamento com extrato de cipd-pucd na diminuicdo do nimero de células
apoptoticas apos lesdo medular. Imunohistoquimica para caspase-3-ativa em animais tratado e controle.
Fotomicrografias capturas em regides proximo ao centro da lesdo (A e B) e em regiGes mais periféricas
(C e D). As setas apontam para as células marcadas. Escala = 50 pm.
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Figura 10. Reducao do nimero de células caspase-3-positivas em animais tratados com extrato de cipo-
pucd. O numero de células apoptoticas foi significativamente menor nos animais tratados em
comparacao aos animais controle (**p < 0.001 — teste t de Student).

3.3  AVALIACAO DO POTENCIAL ANTI-INFLAMATORIO DO EXTRATO DE CIPO-
PUCA

3.3.1 Analise Do Recrutamento De Neutrofilos

A presenca de neutrofilos na lesdo medular foi avaliada realizando ensaio de
imunohistoquimica para MBS-1, um anticorpo que marca a populacdo geral de neutrofilos. O
tratamento com extrato de cip6-puca promoveu a diminui¢do do infiltrado inflamatério nos
animais tratados quando comparado ao grupo controle (Figura 11). O niamero de células MBS1
foi 26,94 + 1,52 nos grupos tratado e 64,80 + 4,83, nos grupos controle (Figura 12). O
tratamento com 50 mg/kg de extrato de cipd-puca (i.p.) induziu uma diminuicgdo significativa

do recrutamento destes neutréfilos na area de leséo.
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Figura 11. O tratamento com extrato de cip6-puca promoveu a diminui¢do do infiltrado inflamatério
nos animais tratados quando comparado ao grupo controle. Imunohistoquimica para MBS-1 em animais
tratado (A) e controle (B). As setas apontam para as células marcadas. Escalas = 50 pm.
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Figura 12. Reducdo do nimero de neutrofilos em animais tratados com extrato de cip6-puca. O nimero
de neutrofilos foi significativamente menor nos animais tratados em comparacao aos animais controle

(**p < 0.001 — teste t de Student).

3.3.2 Analise De Células Microgliais Ativadas

A andlise qualitativa demonstrou uma reducdo de células microgliais ativadas em

animais tratados quando comparado aos animais controle (Figura 13). No grupo controle o

namero de células por campo de contagem foi de 60,07 + 3,38. No grupo tratado houve reducéo
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deste quantitativo para 31,07 £ 0,91 (Figura 14). Essa reducdo no numero de células

CD68+/campo de contagem sugere uma possivel atividade anti-inflamatoria do extrato de cipo-

pucd apds LAME. Tal reducdo no nimero de macréfagos/microglia pode ter atenuado os

mecanismos secundarios deletérios provocados pela inflamacdo que promovem uma série de

eventos prejudiciais.
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Figura 13. Anélise qualitativa de células microgliais ativadas na area da lesdo demonstrando uma
diminuicdo do nimero dessas células. As setas apontam para as células marcadas. Escala = 50 pm
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Figura 14. Andlise quantitativa de células CD68 por campo de contagem em ratos tratados com extrato
de cip6-puca foi significativamente menor se comparado ao grudo controle. (**p < 0.001 — teste t de
Student).
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4 DISCUSSAO

41  CONSIDERACOES SOBRE O MODELO DE LESAO MEDULAR
A fim de aprofundar o estudo da fisiopatologia e testar novas estratégias

terapéuticas para LAME, a maioria das pesquisas aplicam modelos experimentais por contusao
ou compressdo, haja vista, que estas sdo as principais causas desse tipo de lesdo em humanos.
Nestes casos, roedores sdo 0s animais de experimentacdo mais utilizados e as sec¢fes podem
ser completas ou parciais (NOUT, et al., 2012; ANWAR; AL SHEBABI; EID, 2016).

Com o objetivo de investigar os efeitos do extrato supercritico de cip6-puca (C.
verticillata), o modelo experimental utilizado no presente estudo foi a hemissec¢do da medula
no segmento torécico, nivel da vértebra T8, da medula espinhal de ratos adultos. Este modelo
tem sido utilizado devido ndo necessitar de aparatos rebuscados e por ser relativamente simples
de ser implementado (MILLS etal 2001; FONSECA, 2013; SOUZA, 2017). A técnica realizada
para LAME foi efetiva ao promover formacao de cavitagdo, intenso infiltrado inflamatério e
ativagdo microglial no local onde a lesdo foi induzida, portanto, € um modelo util para o
proposito desta investigacao (Figura X).

As lesdes na medula espinhal induzem intensa resposta inflamatoria local
(HALL& SPRINGER, 2004; GOMES-LEAL et al., 2004; GOMES-LEAL et al., 2005;
FLEMING et al., 2006; SOUZA, 2017), o que resulta na ativacdo de macrofagos e microglia.
Estudos demonstram que, nesse contexto, a apoptose € um fator que contribui para a perda
celular apés a LAME (EMERY et al., 1998; YONG et al., 1998; BEATTIE; FAROOQUI;
BRESNAHAN, 2000; HALL; SPRINGER, 2004). Este estudo demonstrou que no grupo
tratado com extrato supercritico de cipd-puca o nimero de células apoptéticas foi menor quando
comparado ao controle.

Apos este tratamento, também observou-se diminuicdo da ativagdo microglial e,
consequentemente, preservagao neuronal. Resultados semelhantes foram observados em ratos
submetidos a hemisseccdo utilizando terapia celular — um tratamento promissor, porém, com
custos elevados devido a necessidade de cultivo destas células em laboratério (FONSECA et
al., 2013; SOUZA, 2017). No presente trabalho, o tratamento com uma dose de extrato
supercritico de cip6-puca na concentracdo de 50 mg/kg foi eficaz em reduzir de maneira
significativa (p>0.001) a ativacdo de macrofagos/microglia, células apoptéticas, infiltracdo de
neutréfilos e, consequentemente, preservacao neuronal. Embora resultados promissores tenham

sido encontrados, o tempo de sobrevida analisado no presente estudo foi 24h.
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Em lesdes medulares, as células microgliais tém papel dual e estdo diretamente
envolvidas na fisiopatologia da lesdo secundaria (ZHOU, HE, & REN, 2014). Pesquisas
anteriores demonstraram que a reducdo da infiltracdo de macrdéfagos diminui o dano tecidual
secundario (POPOVICH, WEI, & STOKES, 1997). Neste contexto, os macréfagos derivados
do sangue migram para o centro da lesdo, enquanto que as células microgliais ativadas ficam
nas bordas e tem a funcdo de isolar a lesdo e bloquear o alastramento do dano. As células
ativadas que migram para o centro da lesdo fazem a fagocitose de células apoptoticas e
necroticas, alem dos debris do tecido, tais como debris da bainha de mielina e outros elementos
(DAVID & KRONER, 2011).

As celulas microgliais apresentam forma ramificada quando encontram-se em
repouso e assumem caracteristica amebdide e migratéria ao serem ativadas. Elas podem
desempenhar uma agdo negativa ou positiva no tecido medular lesionado ao liberarem radicais
livres, fatores de crescimento e citocinas pré e anti-inflamatérias minutos apos a LAME ter
ocorrido (GOMES-LEAL et al., 2004; OYINBO, 2011). Além disso, a microglia também
contribui para a perda de tecido nédo afetado e, consequenetemente, ocasionando o aumento da
area lesionada ja que a ativacdo e proliferacdo dessas células pode implicar em inducdo de
apoptose e necrose em células do tecido adjacente a lesdo, liberacdo de fatores neurotdxicos e
intensificacdo da resposta inflamatéria (ANWAR; AL SHEBABI; EID, 2016).

De acordo com a expresséo de alguns marcadores de membrana celular, enzimas
intracelulares e moléculas secretadas, as células microgliais podem ser classificadas em dois
fenotipos distintos M1 e M2 (ZHOU, HE, & REN, 2014; SHECHTER & SCHWARTZ, 2013).
M1 e M2 séo os dois primeiros subgrupos celulares a chegar a area de lesdo e, dependendo do
fendtipo e do estado de ativacdo dos macrofagos/microglia, eles podem exacerbar o dano
secundario ou iniciar a reparacdo tecidual (GOMES-LEAL, 2012). Tem-se demonstrado que 0s
fendtipos e funcbes dos macréfagos na lesdo medular podem mudar de acordo com o
microambiente da lesdo (STOUT & SUTTLES, 2004, MENZIES, HENRIQUEZ,
ALEXANDER, & ROBERTS, 2009). As celulas microgliais M1 (CD-86+) e M2 (arginase-1+)
permanecem no centro da lesdo durante a primeira semana apds 0 evento traumatico, porém,
em camundongos, apenas o fenotipo M1 permanece até 28 dias apos a lesdo. Outros dados
também sugerem que a fagocitose de restos teciduais feita pelos macréfagos pode ser detectada
até 1 a 2 semanas ap0s lesdo (ZHOU, HE, & REN, 2014; ULNDREAJ et al., 2016).

Pelo fato do processo inflamatério ter um papel critico na fisiopatologia da
LAME, no presente estudo realizou-se a analise imunohistoquimica de microglias ativadas

atraves da marcacao da proteina CD-68. Embora tenha-se observado reducdo no nimero destas
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celulas no sitio e nas regides adjacentes a lesdo no grupo tratado com extrato supercritico de
cipO-pucd, o que caracteriza um possivel efeito antiinflamatério desse extrato, ndo é possivel
descrever com detalhes 0s seus mecanismos de a¢do, sendo necessarios estudos posteriores para

elucidar os mecanismos de acdo envolvidos.

4.2  UTILIZACAO DE FITOTERAPICOS NO TRATAMENTO DE LESOES AGUDAS
DO SNC
Em virtude da auséncia de um tratamento eficaz para LAME, varias pesquisas

tém sido realizadas com o objetivo de investigar os efeitos terapéuticos de plantas medicinais
com potencial fitoterapéutico em lesbes agudas do SNC.

Penha (2016), investigou os possiveis efeitos neuroprotetores e/ou anti-
inflamatdrios do extrato supercritico de gergelim (Sesamun indicum L.) em tempos agudos (1,
3 e 7 dias) apos lesdo experimental da medula espinhal (ME) de ratos adultos. Neste estudo
observou-se que o tratamento com extrato de gergelim foi capaz de induzir preservacdo
tecidual, diminuicdo consideravel de recrutamento de neutréfilos e diminuicdo da ativacéo
microglial/macrofagica. No presente trabalho, resultados semelhantes a este também foram
encontrados (Figura 12 e 14).

Guimardes et al (2012) analisaram o efeito anti-inflamatdrio e neuroprotetor
do 6leo resina de copaiba (ORC) em um modelo de lesdo isquémica excitotdxica com NMDA
em animais experimentais. Eles demonstraram que o tratamento com ORC promoveu a
diminuicdo do infiltrado inflamatorio, da cavitacdo tecidual, de microglia/macréfagos ativados,
infiltrado de neutrofilos, células polimorfonucleares e perda tecidual. Botelho et al. (2015)
testaram o efeito do extrato supercritico de copaiba em modelo de AVC experimental induzido
por microinjecdes de endotelina-1 (ET-1) no cérebro de ratos. Os resultados de analises
histoldgicas e imunohistoquimicas sugerem que o extrato obtido a 60 °C e 20 MPa tem efeitos
anti-inflamatorios e neuroprotetores — metodologia semelhante a esta foi utilizada para a
obtencdo do extrato supercritico de cip6-pucé usado no presente estudo.

Os possiveis efeitos anti-inflamatdrios e neuroprotetores do extrato supercritico
de Cissus veticillata foi investigado por Costa et al (2018) em ratos adultos submetidos a lesdo
aguda induzida por endotelina-1 (ET-1) no cdrtex motor. Neste trabalho foi observado uma
reducdo exacerbada da resposta inflamatdria e os autores propuseram que o extrato supercritico
de cip6-pucé poderia induzir neuroprotecdo. Os resultados apresentados no presente estudo
corroboram com os achados descritos na literatura, demonstrando os possiveis efeitos anti-

inflamatorios e neuroprotetores do extrato supercritico de cip6-puca.
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43  POSSIVEL MECANISMO DE ACAO DO EXTRATO DE CIPO-PUCA
Na medicina popular o cip6-puca € utilizado na forma de cha das folhas para

o tratamento da diabetes, como anti-inflamatério, antiepilético, anti-hipertensivo, anti-térmico,
ant-ireumatico, anti-gripal e contra infecgdes respiratorias (BRAGA et al., 2007).

Silva et al (1996), realizaram estudo toxicoldgico e farmacoldgico dos
extratos fluidos de Cissus sicyoides L. e ndo encontraram atividade toxica. Barbosa et al (2002),
determinaram o perfil cromatogréfico da fracdo acetato de etila obtida apos hidrdlise de extrato
aquoso (EAQ) de cip6-pucé e descrevem a presenca de trés flavonoides (canferol, luteolina e
luteolina-3’-sulfato).

A literatura apresenta uma ampla descricdo sobre a atividade anti-
inflamatdria dos flavonoides, os quais atuam modulando células envolvidas com a inflamacéo,
inibindo a producéo de citocinas pro-inflamatorias (TNF-o e 1L-1), modulando a atividade das
enzimas da via do 4&cido araquidbnico, tais como fosfolipase A2, ciclo-oxigenase e
lipooxigenase, além de modularem a enzima formadora de éxido nitrico (iNOS) (MACHADO
et al., 2008; COUTINHO et al., 2009).

Com base nestes dados, pode-se sugerir que o tratamento com extrato
supercritico de cip6-pucad promove reducdo do infiltrado de neutréfilos e ativacdo de
macrdfagos/micrdglia o que pode atenuar os mecanismos secundarios deletérios provocados
pelo processo inflamatério. Como consequéncia, tem-se diminuicdo do namero de células
apoptdticas e maior sobrevivéncia de células neuronais caracterizando o seu efeito
neuroprotetor (Figura 16). Contudo, investigacGes futuras sdo necessarias para elucidar os

mecanismos de ac¢do do extrato supercritico de cipo-puca e comprovar esta hipotese.


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0102-695X1996000200001&script=sci_arttext&tlng=pt
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0102-695X1996000200001&script=sci_arttext&tlng=pt
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5 CONCLUSAO

O objetivo da presente pesquisa foi investigar o efeito neuroprotetor do extrato
supercritico de cipé-pucé (C. verticillata) em animais submetidos a lesdo aguda da medula
espinhal a nivel T8 com tempo de sobrevida de 24 horas. Os resultados demonstram que
tratamento foi capaz de reduzir a resposta inflamatoéria, demonstrada pela reducédo de neutréfilos
e numero de células inflamatorias (microglia) ativadas no grupo tratado comparado ao controle.
Houve também diminuicéo significativa do namero de células apoptdticas e maior preservacdo
neuronal. Tais resultados sugerem que o extratto de cipO-pucad apresenta atividade anti-

inflamatdria e neuroprotetora observados logo ap6s a lesdo aguda da medula espinhal.
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