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RESUMO

A resposta inflamatéria pode exacerbar o processo lesivo apds desordens
neurais agudas como no acidente vascular encefélico. Alternativas de se obter uma
diminuicdo na resposta inflamatoria no acidente celular encefalico vem sendo
amplamente estudada com o uso de compostos fitoterapicos, nesta hipotese o cip6
puca (Cissus verticillata), uma planta medicinal amazbdnica popularmente utilizada
como anti-inflamatorio e anti-hipoglicémico vem sendo utilizada pela medicina popular
no tratamento de doencas agudas inflamatérias. Entretanto, ndo existem
investigacdes sobre os possiveis efeitos anti-inflamatdrios e neuroprotetores do
extrato da planta em modelos experimentais de desordens neurais agudas. Neste
estudo, investigou-se os efeitos anti-inflamatoérios e neuroprotetores do extrato da
planta por extragéo supercritica em ratos adultos submetidos a lesdo aguda induzida
por endotelina-1 (ET-1) no cértex motor. Dois grupos experimentais foram delineados:
O primeiro com animais do grupo controle com um tempo de sobrevida de vinte e
quatro horas e de sete dias (Grupo N= 3 para cada tempo de sobrevida), submetidos
a isquemia focal com ET-1, porém injetados apenas solucdo salina e tween 5% via
intraperitoneal (i.p), e 0 segundo grupo de animais tratados com doses de 100 mg/Kg
(i.p) de extrato da planta logo apés a cirurgia com 0s mesmos tempos de sobrevida
(Grupo N=5 para cada tempo de sobrevida). Em seguida perfundidos vinte quatro
horas e sete dias ap0s a inducéo da leséo isquémica. A analise histopatoldgica geral
foi realizada em secg¢Bes coradas pela violeta de cresila e hematoxilina. Neutréfilos e
macrofagos foram identificados por imunoistoquimica com anticorpos especificos
(anti-MBS1 e IBA-1, respectivamente), astrocitos marcados com anticorpo anti-GFAP.
Realizou-se contagem microglia/macrofagos ativados e corpos neuronais nos grupos
experimentais mencionados e avaliou-se a atividade de astrocitos apos a lesdo. O
tratamento com o extrato de Cissus verticillata induziu efeitos anti-inflamatorios e
neuroprotetores nos animais tratados, bem como a diminuicdo da cavitacao tecidual,
ativacdo de astrocitos no centro da lesdo e diminuicdo de infiltrado de células

inflamatorias polimorfonucleares e/ou microglia/macrofago.

Palavras-chave: Acidente vascular encefélico, cip6 cupa, anti-inflamatério, Endotelina

1, Cortex motor.



ABSTRACT

The inflammatory response may exacerbate the damaging process after acute
neural disorders such as in stroke. Alternatives to obtain a decrease in the
inflammatory response in the encephalic cell accident have been widely studied with
the use of herbal compounds, in this hypothesis the pucéa cuco (Cissus verticillata), an
Amazonian medicinal plant popularly used as anti-inflammatory and antihyperglycemic
used by folk medicine in the treatment of acute inflammatory diseases. However, there
are no investigations into the possible anti-inflammatory and neuroprotective effects of
plant extract in experimental models of acute neural disorders. In this study, we
investigated the anti-inflammatory and neuroprotective effects of plant extract by
supercritical extraction in adult rats submitted to acute injury induced by endothelin-1
(ET-1) in the motor cortex. Two experimental groups were delineated: the first with
animals of the control group with a survival time of twenty-four hours and seven days
(Group N = 3 for each survival time), submitted to focal ischemia with ET-1, but injected
5% tween intraperitoneal (ip), and the second group of animals treated with doses of
100 mg / kg (ip) of plant extract after surgery with the same survival times (Group N =
5 for each survival time). Then perfused twenty four hours and seven days after
induction of ischemic injury. General histopathological analysis was performed in
sections stained by cresyl violet and hematoxylin. Neutrophils and macrophages were
identified by immunohistochemistry with specific antibodies (anti-MBS1 and IBA-1,
respectively), astrocytes labeled with anti-GFAP antibody. Activated microglia/
macrophages and neuronal bodies were counted in the mentioned experimental
groups and the astrocyte activity after the lesion was evaluated. Treatment with Cissus
verticillata extract induced anti-inflammatory and neuroprotective effects in treated
animals, as well as decreased tissue cavitation, astrocyte activation at the center of
the lesion and decreased infiltration of polymorphonuclear and/or microglia/

macrophage inflammatory cells.

Key-Words: Stroke, cip6 cupd, anti-inflammatory, endothelin 1, motor cortex.
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1. INTRODUCAO

1.1. Consideracdes gerais sobre acidente vascular encefalico

A organizacdo mundial de saude (OMS) define acidente vascular encefalico
(AVE) como o surgimento subito focal ou global de déficits da funcéo neuroldgica de
duracédo superior a 24 horas ou que leve a morte, cuja Unica causa reside na origem
vascular (MARKUS, 2008; WOLFE, 2000).

O acidente vascular encefalico caracteriza-se como uma neuropatologia que
atinge mais de quinze milhfes de pessoas por ano em todo o planeta, sendo que um
terco dos acometidos podem vir a Obito e/ou adquirem sequelas irreversiveis,
tornando-os incapazes e dependentes de profissionais de salude especializados ou de
familiares (JOHNSTON; MENDIS; MATHERS, 2009; MOZAFFARIAN et al., 2015).
As principais causas do AVE, em 80% dos acometidos, envolvem a obstrucdo de um
vaso sanguineo que irriga determinada regido do parénquima cerebral, e geralmente
ocorre por obstrucdo de um vaso sanguineo por placas de ateroma, resultando no
acidente vascular isquémico (IADECOLA; ANRATHER, 2011b).

O acidente vascular encefalico isquémico caracteriza-se por eventos
patolégicos complexos que duram algumas horas ou muitos dias (IADECOLA,;
ANRATHER, 2011b; WOODRUFF et al., 201la). Resulta de uma reducédo
permanente ou transitéria no fluxo sanguineo encefalico comumente causada pela
oclusédo de uma artéria cerebral, seja através de um émbolo ou de uma trombose local,
gerando isquemia e consequentemente lesao tecidual (IADECOLA; ANRATHER,
2011b; WOODRUFF et al., 2011a). A entrada de fluxo sanguineo para area isquémica
ocorre através de anastomose de artérias adjacentes, que normalmente sofrem
perfusdo, em consequéncia do aumento da pressao arterial (LIEBESKIND, 2010). A
maioria dos acidentes vasculares cerebrais isquémicos ndo costumam causar ocluséao
completa do vaso e suprimento de sangue, no entanto, mesmo uma oclusao parcial
para um periodo prolongado pode causar efeitos nocivos devido a deterioracdo do
gradiente i6nico e subprodutos como o acido lactico e ions de hidrogénio do
metabolismo anaerdbico (KARASZEWSKI et al., 2009).
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Outra causa menos comum de acidente vascular encefalico € a ruptura do vaso
sanguineo com extravasamento de sangue no parénquima neural, constituindo-se o
acidente vascular encefalico hemorragico que representa cerca de quinze a vinte por
cento dos casos (IADECOLA; ANRATHER, 2011b; PORCELLO MARRONE et al.,
2013; WOODRUFF et al., 2011a). Em ambos o0s casos, a faixa etaria mais acometida
€ de individuos acima de 50 anos de idade (NEDELTCHEYV et al., 2005). Embora,
tenha se observado um aumento na incidéncia de AVE em individuos jovens, por
causas associadas a fatores de risco diferentes observados em individuos de maior
idade, no entanto, estes fatores se ligam aos ricos vasculares ocasionais, como
hipertenséao, dislipidemia, diabetes e sobre peso (KISSELA et al., 2012)

Devido aos inumeros casos, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) posiciona
o Brasil como a sexta nacdo no mundo com maior indice de acidente vascular
encefélico (MARRONE; MARRONE, 2013). Por conseguinte, em relacdo a América
latina, os dados séo ainda preocupantes, pois 0 maior percentual de casos registrados
nessa area € contabilizado no Brasil, sendo que os padrbes de tratamento e o0s
estudos epidemioldgicos relatados sdo de pesquisas publicadas isoladamente por
cidades, portanto, dados nao generalizados (CABRAL et al., 2009; GOULART et al.,
2010; LOTUFO, 2005; MINELLI; FEN; MINELLI, 2007). Um estudo com pacientes
acometidos com AVE isquémico na cidade de Porto Alegre, RS, Brasil mostrou que a
aterosclerose de grandes vasos seguidos por cardioembolismo, microangiopatia e
etiologias desconhecidas representam a principal causa da doenca (PORCELLO
MARRONE et al., 2013).

Apos acidente vascular encefalico, eventos bioquimicos complexos que duram
algumas horas ou muitos dias sao verificados no parénquima cerebral, resultando em
ativacdo de substancias que contribuem para exacerbacdo dos danos teciduais,
formacédo de edema e morte celular IADECOLA; ANRATHER, 2011b; WOODRUFF
et al.,, 2011b). Neste ambiente, duas areas sdo bem evidenciadas: uma central
chamada nucleo isquémico e outra periférica que recebe a denominacao de penumbra
isquémica (Fig. 1) (PEKNY, MILOS; WILHELMSSON; PEKNA, 2014; VANNUCCI et
al., 2001; WISE et al., 2001). A gravidade do evento isquémico é mais evidenciada
no nucleo, regido mais afetada do parénquima cerebral onde as células sofrem morte
imediata, enquanto a area adjacente de penumbra isquémica é parcialmente
comprometida com possibilidades de recuperagéo (DEB; SHARMA; HASSAN, 2010).

A obstrucao do fluxo sanguineo, a supressao no fornecimento de oxigénio e glicose,
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impossibilita o cérebro de gerar o ATP (MOSKOWITZ; LO; IADECOLA, 2010). Na
area da penumbra isquémica os eventos deletérios sdo menos acentuados, ondas de
despolarizacdo conduzem a libertacdo de neurotransmissores, que em conjunto com
os danos na diminuicdo da recaptacdo das celulas da glia, geram concentracao
excessivas de glutamato extracelular e outros neurotransmissores excitatorios
alterando o ambiente em uma condicao citotoxica (IADECOLA; ANRATHER, 2011b).

Comprometimento da fungdo (Penumbra)

Nucleo Isquémico -

T \

Tempo

dias e semanas

Figura 1. Nucleo e penumbra isquémica apds o acidente vascular encefélico. Tanto no nicleo quanto
na penumbra o dinamismo da leséo progride no espaco e no tempo, resultando no aumento da area
lesionada, resultando em um crescimento do ndcleo comprometendo a area de penumbra, com terapia
esta area pode se recuperara minimizando os sintomas no individuo. Nucleo isquémico (em azul);
penumbra isquémica (em verde). Adaptado (KUNZ; DIRNAGL; MERGENTHALER, 2010).

Diversos modelos experimentais de isquemia cerebral em roedores e primatas
ndo-humanos sao utilizados em trabalhos cientificos na busca de consistente
avaliacao e tratamento dessa patologia. Esses modelos procuram uma aproximacao
do padrao de leséo apoés isquemia, semelhante as encontradas em humanos que sao
imprevisiveis e de estudos clinicos de dificil interferéncia (ALKAYED et al., 1998;
HOSSMANN, 1998; VANNUCCI et al., 2001), sendo o modelo mais utilizado o da
oclusao da artéria cerebral média (OACM) (HOSSMANN, 1998).

A clinica médica aponta para a hipertensdo, dislipidemia, obesidade,
alcoolismo, tabagismo, diabetes e fatores relacionados a pré-disposicdo genética
como sendo os principais fatores de risco a ocorréncia do AVE (MOSKOWITZ et al.,
2010). Independente da causa que resulta o acidente vascular encefalico, a

progressdo dos danos para a area lesionada estad diretamente relacionada a:
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excitotoxicidade, o estresse oxidativo e nitrosativo, a ruptura da barreira
hematoencefélica, a resposta inflamatoria e apoptose que culmina na lesdo e morte
celular (BROUNS; DE DEYN, 2009; DOYLE; SIMON; STENZEL-POORE, 2008;
MARKUS, 2008; MOSKOWITZ et al., 2010)

1.2. Consequéncias sobre o parénquima cerebral apds acidente vascular enceféalico

A fisiopatologia do acidente vascular encefalico isquémico é um evento
extremamente complexo resulta em uma cascata bioquimica que termina em perdas
de funcdo e morte neuronal (DEB et al., 2010). A oclusdo ou ruptura no vaso
sanguineo induz o colapso metabdlico com alterac6es na fisiologia da membrana
plasmatica envolvendo alteracdes ibnicas, inversbes de bombas metabdlicas que
resultam em influxo excessivo de sédio e célcio que culminardo em edema e morte
celular tardia (IADECOLA; ANRATHER, 2011b; WOODRUFF et al., 2011a). A morte
celular é uma consequéncia de diversos eventos patolégicos incluindo
excitotoxicidade, estresse oxidativo, despolarizacdo periinfarto e neuroinflamacao
(CARDOSO et al., 2013; IADECOLA; ANRATHER, 2011a). A consequéncia mais
acentuada da isquemia cerebral é o déficit energético, a reducdo do suprimento
sanguineo na area afetada, o consumo de ATP continua apesar de diminuicdo de sua
sintese, causando queda nos niveis totais de ATP, &cido lactico e perda da
homeostase i6nica nos neurbnios. Uma cascata de eventos bioquimicos e
mecanismos multicelulares iniciam-se dando origem a eventos especificos que
resultam em morte neuronal (CANDELARIO-JALIL, 2009; DIRNAGL; IADECOLA;
MOSKOWITZ, 1999).

1.2.1. Excitotoxicidade

Apbs o acidente vascular encefalico ocorre a instalagdo de eventos bioquimicos
gue ocasionam desequilibrios no funcionamento de vias bem estabelecidas quando a
rede neuronal estd em pleno funcionamento (CHOI, 1988; MELDRUM et al., 1985).
O resultado da ativacdo de receptores de glutamato causa exicitotoxidade e leva o
acumulo intracelular de Ca*?, que desencadeia uma série de eventos nocivos, como,

ativacdo de enzimas liticas, disfuncdo mitocondrial, estresse oxidativo e nitrosativo
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(Fig. 2) (MOSKOWITZ et al., 2010). A isquemia provoca a sinalizacdo de proteinas
pro inflamatdrias, disfuncdo mitocondrial e apoptose que contribuem para o aumento
da lesdo (IADECOLA; ANRATHER, 2011a). Com o aumento no influxo de célcio
inicia-se uma série de eventos citoplasmaticos e nucleares, ativacao de radicais livres
bem como enzimas proteoliticas que degradam proteinas do citoesqueleto e da matriz
extracelular, fosfolipase A2, endonucleases, ATP, ciclo oxigenase, oxido nitrico
sintase, resultando em extenso dano celular (BROUNS; DE DEYN, 2009; CHEN;
STRICKLAND, 1997; CHOI, 1995; FURUKAWA et al., 1997).

O glutamato é essencial para a plasticidade neuronal, no entanto, uma
liberacdo descontrolada media a transmissdo sinaptica excitotoxica através da
ativacdo de vias de N-metil- D -aspartato (NMDA), a-amino-3-hidroxi 5-metil-4-
isoxazolpropandico (AMPA) permitindo o influxo de Na* e Ca?* (DEB et al., 2010). A
falha na reabsorcédo do glutamato liberado na fenda pré-sinptica resulta no acumulo
desse neurotransmissor no local de lesédo, podendo ocasionar danos secundarios e/ou
imediatos nessa area. Esse acumulo de glutamato estende-se ao meio extracelular
ocasionando a excitacdo excessiva de neurbnios subsequentes ao centro de leséo
pela ativacdo de vias de NMDA e AMPA que se relacionam ao influxo de Na* e Ca?*,
respectivamente (DEB et al., 2010). Alteracdes no fluxo desses ions apds AVE
contribuem a entrada de agua resultando no edema citotoxico, bem como na ativagéao
de endonucleases e liberacdo de radicas livres (MERGENTHALER; DIRNAGL;
MEISEL, 2004). Especificamente, a ativacdo de endonucleases e a producao de
radicais livres levam a morte celular por necrose induzida por mecanismo excitotoxico
e apoptose (BROUNS; DE DEYN, 2009; CHEN; STRICKLAND, 1997; CHOI, 1995;
FURUKAWA et al., 1997). Outros mecanismos de excitotoxidade podem gerar
eventos bioquimicos moleculares e induzir a célula a iniciar a apoptose, a ativacao
das vias de sinalizacdo intracelular durante este evento bioquimico pode levar a
expressao de genes que desencadeiam a inflamacgé&o pos-isquémica contribuindo para
0 aumento da lesdo (BROUNS; DE DEYN, 2009). Em estudos utilizando o modelo de
oclusdo da artéria cerebral média, demonstrou-se que o oxaloacetato € capaz de
reduzir as concentracdes de glutamato no sangue e no encéfalo, indicando um efeito

neuroprotetor apos isquemia cerebral (CAMPOS et al., 2012).
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1.2.2. Estresse oxidativo e nitrosativo

O estresse oxidativo ocorre quando a producdo de radicais livres supera a
capacidade de eliminacdo endbégena de agentes celulares antioxidantes, moléculas
reativas de oxigénio e nitrogénio, importantes mediadores de lesdo tecidual no AVE
isquémico (LOVE, 1999). A producédo mitocondrial em altos niveis intracelular de Ca*?,
Na* e ADP causam a producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS), consideradas
destrutivas para o encéfalo, por possuir niveis baixos de agentes antioxidantes, os
neurdnios sao sensiveis e vulneraveis a este evento, assim como outras células (Fig.
2) (COYLE; PUTTFARCKEN, 1993; PRADEEP et al., 2012). Durante a isquemia
ocorre 0 aumento da atividade de oxido nitrico sintase (NOS), responsavel pela
liberacdo do neurotransmissor excitatorio glutamato nas fendas sinapticas, ativando
os receptores de N-metil- D-aspartato (NMDA) elevando os niveis intracelulares de
Ca?* e podendo gerar a liberacdo de superdxidos entre outros produtos como
subunidades constituintes da NADPH oxidase (NOX), xantina oxidase (XO), ciclo
oxigenasse (COX) e extravasamento de transportadores de elétrons mitocondriais
dentre outros mecanismos (CHOI, 1995; IADECOLA et al., 1997; PRADEEP et al.,
2012; SIESJO, 1988).

Em condicdes fisiologicas normais a rede neuronal elimina substancias
oxidantes enddgenas produzidas em reacfGes bioquimicas necessarias ao
funcionamento do encéfalo (DOYLE et al., 2008). Na condicdo de AVE esse
mecanismo se torna falho, e a perda da polaridade da membrana leva ao influxo de
ions calcio e sodio que se acumulam na célula modificando o funcionamento da
mitocondria que passa a produzir espécies reativas de oxigénio. Um desse produto
de reacédo, apds AVE, é o anion superéxido (O?%) bastante instavel e, no citoplasma
celular, liga-se aos protons hidrogénios formando o peréxido de hidrogénio (H202) que
sofre cisdo liberando o radical hidroxila (OH) (BECKMAN; KOPPENOL, 1996;
NAKKA et al., 2008). Esses anions sao prejudiciais a parénquima cerebral lesionado
por ativarem cascatas enzimaticas que destroem macromoléculas e levam a morte
celular (COYLE; PUTTFARCKEN, 1993; PRADEEP et al., 2012).

O aumento na concentracédo do ion calcio apos AVE também eleva a producéo
de o6xido nitrico (NO) que tem efeito deletério sobre neurbnios e células gliais no
ambiente isquémico, ampliando mais a lesédo (PRADEEP et al., 2012). O éxido nitrico

€ também um radical livre, durante a hipdxia isquémica e sdo elevadas suas
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concentracdes. Na reperfusdo e reoxigenacdo o NO pode ser catalisado por trés
enzimas, 6xido nitrico neuronal sintase (nNNOS), 6xido nitrico induzivel sintase (iNOS)
e oxido nitrico endotelial sintase (eNOS) (SAMDANI; DAWSON; DAWSON, 1997).
Essas enzimas sdo expressas no encéfalo por células endoteliais, astrocitos e
neurénios e podem também induzir o perfil da microglia, pesquisas mostram que o
eNOS apresenta uma melhora na reperfusao no encéfalo, demonstrando um possivel
efeito neuroprotetor (CIMINO et al., 2005; FAN et al., 2010).

Excitotoxicidade o L
Terminal pds sindptico
/—| Terminal pré sindptico

Ca?* Influxo

Resposta Inflamatdria

Figura 2 - Desenho esquematico dos eventos envolvidos no processo de estresse oxidativo durante a
progressdo do acidente vascular encefélico (AVE). O excesso de glutamato na fenda sinaptica,
aumenta o influo de célcio para 0 meio intracelular desencadeando a liberacao de espécies reativas de
oxigeno, iniciando o processo de estresse oxidativo. A liberac¢éo do citocromo C pela mitocéndria causa
a ativagao de caspases que levam a célula a iniciar o mecanismo de apoptose. Adaptado. (PRADEEP
et al., 2012)

1.2.3. Ruptura da barreira hematoencefalica (BHE)

Constitui a barreira hematoencefalica: as juncdes de células endoteliais
aderentes, pericito, astrécitos perivasculares, membrana basal e varias juncdes
endoteliais aderentes. Essas Ultimas séo as principais reguladoras da permeabilidade

celular, sendo formadas por varios componentes proteicos, entre eles: proteinas
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integrais de membrana (ocludina, claudinas e moléculas de adesé&o juncionais) que se
ligam ao citoesqueleto de actina e iniUmeras proteinas citoplasméticas acessorias,
incluindo a zonula occludens (ZO), cingulina e outras proteinas como a guanilato
quinase associadas a membrana (BAUER et al., 2010; HAWKINS; DAVIS, 2005;
ZLOKOVIC, 2008).

A barreira hematoencefalica protege o microambiente neuronal, porém varios
mecanismos contribuem para seu rompimento apds o acidente vascular encefélico
(BROUNS; DE DEYN, 2009; HORNIG et al., 1983; LORBERBOYM; LAMPL; SADEH,
2003). A dissolucdo da lamina basal ocorre cerca de duas horas apos o inicio da
isquemia e seguida pelo aumento da permeabilidade (BELAYEV et al.,, 1996;
HAMANN et al., 1995). O afastamento da lamina basal, bem como o aumento da sua
permeabilidade, apds AVE, pode elevar o acumulo de substancias no local de leséo,
como: bradicininas, fator de crescimento endotelial vascular, trombina e
metaloproteinase da matriz (MMP) (ABUMIYA et al., 1999; ASCHNER et al., 1997;
BELAYEV et al., 1996; BROUNS; DE DEYN, 2009; HAMANN et al., 1995). As MMPs
agem sobre a lamina basal degradando moléculas e fibras colagenas prejudicando a
coesdo entre as células endoteliais, aumentando a permeabilidade local que favorece
o extravasamento do plasma, a transmigracdo de leucécito e a entrada de heméacias
(DEL ZOPPO, G. J.; HALLENBECK, 2000).

O estresse oxidativo pode estimular precocemente a ruptura da barreira
hematoencefalica desencadeando a liberacdo de MMP-9 expressa por neurdnios,
células endoteliais e células da glia, ocasionando a digestdo da lamina basal e parede
endotelial (BROUNS; DE DEYN, 2009; GASCHE et al., 2001; GIDDAY et al., 2005;
HEO et al., 1999) proteinas da matriz extracelular, proteinas de juncdes e
consequentemente aumentando os danos na integridade da BHE (FUKUDA et al.,
2004; ROSENBERG, 2009; YANG et al., 2007), podendo também, potencializar
hemorragias cerebrais voluntarias (BELL; ZLOKOVIC, 2009). Dentro da janela
temporal de vinte e quatro a setenta e duas horas apds a lesédo isquémica ocorre a
maior liberagdo de MMP-9 devido ao aumento do infiltrado de neutrofilos e
consequentemente o aumento do dano tecidual (BROUNS; DE DEYN, 2009; GIDDAY
et al., 2005; KASTRUP et al., 1999; LORBERBOYM et al., 2003).
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1.2.4. Resposta inflamatoria apds Acidente Vascular Encefalico

Extremamente importante a fisiopatologia do AVE, principalmente quando se
investiga a reperfusdo do ambiente isquémico, a resposta inflamatdria tem sido objeto
de inumeros trabalhos que visam possibilitar melhor entendimento a aplicacdo de uma
terapia ao reestabelecimento do fluxo sanguineo cerebral, imediatamente apdés ao
insulto isquémico (MACREZ et al.,, 2011). O AVE pode desencadear lesdes
secundarias associadas a producdo de radicais livres, ruptura da barreira
hematoencefélica e a morte celular programada (apoptose). Associado a esses
mecanismos celulares, estdo: o recrutamento de células polimorfonucleares,
microglias/macrofagos que contribuem para exacerbacéo da lesdo isquémica e para
sinalizacdo a ativacdo de vias pro-inflamatéria (IADECOLA; ANRATHER, 2011a;
MACREZ et al., 2011).

Na lesédo isquémica, o encéfalo responde a um processo agudo e inflamatério
prolongado, ocorrendo uma rapida ativacdo da microglia, producéo de proteinas pro-
inflamatorias, infiltracdo de neutréfilos, macréfagos, diferentes tipos de células T,
dentre outras. Durante a isquémica sao expressas citocinas como a IL-1, IL-6, TNT-q,
TGF-B e quimiocinas, que contribuem para o aumento da lesdo, assim como as
citocinas induzem a quimio-atragdo de neutrofilos e mondcitos, células endoteliais,
microglia, neurénios, plaquetas, leucocitos e fibroblastos se ativam e produzem
proteinas sinalizadoras. Dependendo do grau e de quando ocorre a resposta
inflamatoria, o processo inflamatério pode ser agudo ou secundéario, gerando um
processo de alta complexibilidade e dificil de se elucidar os mecanismos exatos que
envolvem as células inflamatorias e as interacdes moleculares, as quais podem ser
prejudiciais e/ou benéficas (Figura 3). Inibidores de amplo espectro reduzem os
processos inflamatérios agudos em modelos experimentais de isquémica cerebral
(IADECOLA; ANRATHER, 2011b; TOBIN et al., 2014).

As consequéncias moleculares no encéfalo isquémico incluem mudancas
temporais de sinalizagao celular, transducgéo de sinal, modificagdo no metabolismo e
regulagcao e expressao de genes, assim como a liberacéo de interleucina 1 e TNF a
pela microglia, astrocitos, células endoteliais e neurdnios, sinalizando o recrutamento
e ativacdo de leucocitos que aderem ao endotélio da microvasculatura cerebral,
obstruindo o canal vascular e migrando para area da lesao juntamente com mondécitos

e/ou macréfagos desencadeando a resposta inflamatoria (DEB et al., 2010).
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Durante o evento isquémico ocorre um aumento na regulacao da expressao de
fatores de transcricdo de genes que expressdo as proteinas pré-inflamatorias, a
exemplo das citocinas, proteinas heat shock (A desnaturacdo ocorre em temperaturas
elevadas), quimiocinas e moléculas de adesao, entre os fatores de transcricéo, estao
o fator nuclear (NF)-kb, responsavel pela expressdo de TNF-qa, IL 1-B3, IL-6, NOS,
COX-2 e moléculas de adesao intercelular 1 (ICAM-1) (TOBIN et al., 2014). Na regido
periférica o (NF)-kb, também expressa a ativagdo de macrofagos, mondcitos,
linfocitos, células endoteliais, fibroblastos, plaquetas, migroglia e células gliais
(ADIBHATLA; HATCHER, 2008; DEB et al., 2010; DEL ZOPPO, G. et al., 2000),
enquanto que a IL-10 e IL-1 antagonista do receptor (IL-1ra) desenvolve um papel anti-
inflamatério e neuroprotetor, estudos mostram que baixos niveis de IL-10 estdo
diretamente associados a aumentos de riscos de AVE (DEB et al., 2010). Apos
ativacdo dessas vias pro-inflamatdrias, esses compostos ativam células imunes e
induzem a expressao de moléculas de adesdo na parede endotelial, seletinas,
integrinas e imunoglobulinas (IADECOLA; ANRATHER, 2011b; TOBIN et al., 2014).

No centro e periferia da lesdo isquémica, interleucina-1 (IL-1) e/ou fator de
necrose tumoral (TNF-a) contribuem para exacerbacao da leséo e ativacéo de células
imunes periféricas ou residentes, além de induzir a expresséo de moléculas de adeséo
e producdo de oxido nitrico (NO) (WANG, Q.; TANG; YENARI, 2007). Entretanto,
nesse mesmo ambiente isquémico, a interleucina-10 (IL-10) e o fator beta de
crescimento transformador (TGF-B ) tem acao benéfica a lesdo (BEMEUR; STE-
MARIE; MONTGOMERY, 2007).

Durante o processo inflamatorio células, incluindo neutrofilos, macréfagos,
microglia e células T, sédo recrutados para locais de lesao isquémica. O mecanismo
pelo qual estas células diminuem a neurogénese apo6s a leséo isquémica e a forma
gue afetam o sistema nervoso central (SNC) é objeto de estudos constantes. Na fase
aguda, mediadores inflamatorios como espécies reativas de oxigénio provocam a
expressado de leucécitos e moléculas de adesdo endotelial, estabelecendo adeséo e
migracao rapida de leucocitos que aumentam o estado inflamatorio, liberando mais
citocinas proé-inflamatérias que elevam os danos teciduais no centro da lesdo e na
area de penumbra (Fig. 3) (JIN; YANG; LI, 2010; TANAKA et al., 2003).
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Figura 3 - Representacdo de um encéfalo isquémico e os principais compostos mediadores de
inflamacé@o e morte celular programada (apoptose). O evento isquémico leva ao inicio da necrose
celular e geracdo de espécies reativas de oxigénio e proteinas pro-inflamatérias com interleucina -1
Beta (IL-18) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) lesionando o neurdnio, a destruigcdo da barreira
hematoencefalica (BHE) com a passagem de células pré-inflamatdrias para o parénquima neural, como
células T citotéxicas (CD4+ e CD8+), além, da ativagdo da microglia para o perfil M1 culminando na
morte celular. Adaptado (TOBIN et al., 2014).

1.2.4.1. Células Polimorfonucleares

A inflamac&o aguda ocorre até vinte quatro horas apos a lesédo isquémica,
células imunes circulam pelo infiltrado inflamato6rio e comegam a aderir no endotélio
vascular cerebral danificando-o, por consequéncia, o rompimento da barreira

hematoencefalica fazem com que o infiltrado de células se estenda até o parénquima
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cerebral (STEVENS et al., 2002). A expresséo de varios fatores, a exemplo da IL-8
que se liga as moléculas de adesao celular, células endoteliais e neutréfilos que se
infiltram no parénquima cerebral liberando granulos de secrecéo, varias moléculas
pré-inflamatérias, Oxido nitrico, matriz de metaloproteinases, mieloperoxidades e
elastase desencadeando uma série de efeitos citotoxicos (ENZMANN et al., 2013;
IADECOLA; ANRATHER, 2011a; YILMAZ; GRANGER, 2010).

Os neutrdfilos sdo os primeiros leucécitos a se infiltrarem no encéfalo
isquémico, cerca de trinta minutos apds a isquemia cerebral focal persistindo por um
pico maximo de um a trés dias, apos, diminuem rapidamente com o tempo de lesé@o e
depois dos trés primeiros dias sua presenca € em grande parte mascarada pelo
recrutamento em larga escala de microglia ativada na area da inflamacao (KRI1Z, 2006;
WESTON et al., 2007; YILMAZ; GRANGER, 2008). O pico maximo de recrutamento
de neutrofilos em tecidos ndo neurais, como a pele, ocorre em torno de seis horas, no
SNC inicia-se dentro das primeiras vinte quatro horas apos lesdo (BOLTON; PERRY,
1998; GOMES-LEAL; CORKILL; PICANCO-DINIZ, 2005; KATO et al., 1996).

Weston e colaboradores em um modelo experimental de isquemia cerebral
induzida por micro injecdes de endotelina-1 em ratos, observaram que aumento da
infiltrac@o de neutrdéfilos ocorre entre o primeiro e terceiro dia apés a lesdo é continua
de forma reduzida a partir do sétimo e estendendo-se ao quinquagésimo dia
(WESTON et al., 2007). Outro modelo experimental em ratos por oclusdo da artéria
cerebral média, utilizando analise de citometria de fluxo mostrou neutrdfilos isolados
apos trés dias da lesdo isquémica, observou-se também, que outras células
inflamatorias como macrofagos, linfécitos e células dendriticas no encéfalo isquémico
precedem o influxo de neutréfilos (GELDERBLOM et al., 2009).

1.2.4.2. Linfécitos T

O recrutamento de linfécitos T na isquemia cerebral se manifesta dentro das
primeiras vinte e quatro horas apés o inicio da lesdo (HURN et al., 2007; YILMAZ,
GRANGER, 2010). Estas células estdo diretamente envolvidas na patogenicidade do
AVE, em animais experimentais mediam a fase da lesdo pés-isquémica, observacoes
de analises de citometria de fluxo e histopatolégica demonstraram o aparecimento no
tecido cerebral dezoito horas apds o evento isquémico, persistindo até sete dias apos

a lesdo, essas evidéncias sugerem que os linfocitos podem exercer uma influéncia
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significativa na evolugéo da inflamacgéo e no agravamento da lesdo (GELDERBLOM
et al., 2009; JANDER et al., 1995; STEVENS et al., 2002).

Em um modelo experimental transitorio de oclusdo da artéria cerebral média,
examinando analise de citometria de fluxo foi observado o infiltrado de células T CD3,
CD11b* e migroglia no cérebro isquémico trés a quatro dias apos a lesdo. No entanto,
em outro modelo experimental com camundongos foi evidenciado células T dentro
das primeiras vinte quatro horas apos a lesdo isquémica focal (HURN et al., 2007;
YILMAZ et al., 2006).

1.2.4.3. Células Gliais (microglia/macrofagos)

As células gliais séo efetoras centrais nas respostas imunes e fornecem suporte
estrutural e metabdlico, séo responsaveis pela sinalizacao de citocinas e quimiocinas,
atuando também na fagocitose de restos celulares (TIAN et al., 2012), a sinalizacdo é
paracrina e influéncia as vias pro e anti-inflamatoérias entre outras células da glia,
neurdnios e células imunitarias, a sobrevivéncia celular e as vias de sinalizacdo da
apoptose e mecanicos eletrofisiol6gicos sdo ativadas através de neurotransmissores
(CROWLEY etal., 2016; LIU; TANG; FENG, 2011; SHASTRI; BONIFATI; KISHORE,
2013).

A origem da microglia provém de células de linhagem eritromiel6ide que
adentram no SNC através de um padrdo complexo de infiltracdo e ocupacao durante
o desenvolvimento embriondrio. Nestas circunstancias, o cortex cerebral e a zona
subventricular sdo primeiramente ocupados, em seguida o parénquima neural
também é ocupado (NEUMANN; WEKERLE, 2013; SWINNEN et al., 2013).
Mondcitos circulantes e células precursoras emergem no desenvolvimento cerebral,
mudando sua morfologia ameboide e formando a microglia ramificada no cérebro
maduro (KIM; DE VELLIS, 2005). Em modelos experimentais com ratos utilizando-se
de técnicas de transplante de medula 6ssea, demonstrou-se que a microglia deriva de
monaocitos do sangue e que invadem o SNC contribuindo para o repovoamento da
microglia no encéfalo apds algum tipo de lesdo (MILDNER et al., 2007; VARVEL et
al., 2012).

A microglia estdo constantemente em movimento mapeando o microambiente
encefalico (NIMMERJAHN; KIRCHHOFF; HELMCHEN, 2005). Perturbagdes como

homeostase podem induzir a ativacdo microglial, uma vez ativada, estas células
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sofrem mudancas morfoldgicas tipicas, caracterizadas por retracdo, espessamento e
hipertrofia do corpo celular, marcadores como CD45, MCH Il e CD86 séo reguladores
positivos para ativagcdo da microglia (KREUTZBERG, 1996; PONOMAREYV;
VEREMEYKO; WEINER, 2013; RANSOHOFF; PERRY, 2009). Outros marcadores
de superficie celular com lbal, IB4, F4/80 e CD68 (ED-1) sdo comumente utilizados
para identificar a ativacdo da microglia. Apos a isquemia cerebral, a microglia exibe
diferentes padrdes de expressao, independente se estarem localizadas na regido de
penumbra ou no nucleo da lesdo, na regido de penumbra a microglia € positiva para
Ibal mais negativa para CD68, enquanto que na regido do nucleo isquémico ambas
sao positivas tanto para Ibal como para o CD68 e exibindo considerada expressao
de CD11b (ITO et al., 2001; MORRISON; FILOSA, 2013).

A ativacdo da microglia € um dos primeiros passos da resposta inflamatoria no
encéfalo, seguida de infiltracdo de células imunes, como neutrofilos,
macrofagos/monacitos, células matadoras naturais, células T dentre outras células do
ambiente encefalico IADECOLA; ANRATHER, 2011a; JIN et al., 2010). Estudos vem
demonstrando o importante papel das vias de ativacdo da microglia relacionadas com
0s processos neuroinflamatérios e doencgas neurodegenerativas, a combinacéo desta
ativagdo, a expressao de citocinas pro-inflamatorias e a associacdo com disturbios
neuroimunolégicos, mostram-se como um fator preponderantes na patogenicidade
desses eventos e doencas neuroldgicas (HONG; KIM; IM, 2016).

Ativadas durante a progressao da lesdo isquémica, as células microgliais e
astrocitos expressam quimiocinas que, associadas as citocinas, induzem a expressao
de moléculas que provocam mudangas na permeabilidade da barreira
hematoencefélica, favorecendo a migracéo de células ao local da lesédo (DEB et al.,
2010; DEL ZOPPO, G. et al., 2000; WANG, Q. et al., 2007). Na fase aguda da leséo,
neutrofilos e linfocitos sdo recrutados ao sitio de lesdo, mas, o pico de neutrdfilos se
verifica apos vinte quatro horas. Esse acumulo de neutrofilos torna-se prejudicial ao
parénquima cerebral devido essas células serem associadas com a producdo de
radicais livres, enzimas proteoliticas, citocinas e, ainda, causarem a obstrucdo de
pequenos vasos, dificultando a restauracdo do fluxo sanguineo e prolongando a
hipoxia tecidual. Neste contexto, neutroéfilos exercem papel prejudicial a fisiopatologia
do AVE semelhante as células microgliais ativadas (BROUNS; DE DEYN, 2009).

As células microgliais sao expressas no centro e periferia da lesdo isquémica
(NAPOLI; NEUMANN, 2009). Essas células, quando ativadas, apresentam
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prolongamentos curtos e grossos que auxiliam em sua funcdo fagocitaria dentro do
ambiente lesionado. As microglias sintetizam substancias e aumentam a expressao
de moléculas de membrana da familia MHC classes | e Il, receptores CDse CDs e
receptores do complemento (STOLL; JANDER, 1999; STREIT; GRAEBER, 1993)
(PERRY; ANDERSSON; GORDON, 1993).

As respostas celulares imunitérias tornam-se importante nas observacdes da
neuroinflamacéo, a microglia responde rapidamente a lesdes encefalicas podendo
contribuir para lesdo expressando proteinas pro-inflamatérias, no entanto, a ativacao
do perfil da microglia M2 fazem com que esses macréfagos produzam citocinas anti-
inflamatérias, como IL-10, com isto é observado uma reducdo da area de leséo,
ressaltando a hipotese de que muitas células do sistema imune podem ser benéficas
e/ou prejudiciais. Nas lesdes cerebrais ocorre o fluxo de células T pré-inflamatorias
(Thl, Thl7] e células Treg anti-inflamatdrias, o equilibrio entre quantidade destas
células determinard a magnitude da lesédo ou a reparacao do tecido, as células B que
se infiltram no tecido lesionado também sao prejudiciais, por produzem anticorpos
contra antigenos locais, e também proteinas anti-inflamatérias como citocinas a
exemplo da IL-10, evidencias indicam que alteracdes nas células vasculares
endoteliais desencadeiam um papel importante na regulacdo do infiltrado celular no
encéfalo lesionado, concomitantemente por conta de disfungbes na barreira
hematoencefalica (Fig. 4) (QUILLINAN; HERSON; TRAYSTMAN, 2016).

Microglia ativada, em resposta as lesfes cerebrais, induzem a expressao de
proteinas inflamatérias: citocinas, interleucina-1(IL-1), interleucina-6 (IL-6) e o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), provocando uma exacerbagéo na area de lesdo (REUS
et al., 2015; STERTZ; MAGALHAES; KAPCZINSKI, 2013; ZHAO et al., 2014). Em
situacbes de doencas neurodegenerativas agudas e cronicas, essas células
desempenham papel neurotoxico que contribui a morte neuronal, podendo dificultar
a neurogénese endogena nas doencas neurodegenerativas (GOMES-LEAL et al.,
2004) (BLOCK; HONG, 2005) (EKDAHL; KOKAIA; LINDVALL, 2009). ladecola e
colaboradores, relataram a importancia da ativagdo da microglia durante a resposta
inflamatoria no encéfalo, apos AVE, associando-a a infiltragdo de células
polimorfonucleares, linfocitos, dentre outras (IADECOLA; ANRATHER, 2011a).
Atualmente, tem-se dado muita énfase as vias pré-inflamatérias por serem
preponderantes no entendimento da fisiopatologia das doencas neuroldgicas (HONG
et al., 2016).
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Figura 4 — Ativacdo das microglias ap6s AVE isquémico. A figura ilustra o papel da microglia M1 ou M2
na lesdo encefélica isquémica. A isquemia provoca morte e dano tecidual neural associados pela
liberacdo de citocinas pré-inflamatérias e espécies reativas de oxigénio, causando a ativacao da
microglia para o perfil M1 ou M2. A Microglia M1 contribui para a exacerbacdo da lesédo, apoptose e
morte neuronal, a certificacdo interrup¢éo através da liberacédo de IL-6, TNF-q, IL-13, MMPs, e iINOS.
Por outro lado, a microglia M2 exercer um papel neuroprotetor apés a isquemia através da liberagao
de fatores neurotrdficos, incluindo BDGF, IGF-1, IL-4 e IL-10. A Microglia M2 mantém a integridade da
BHE, promovendo a proliferacdo e diferenciacdo de células troncos neurais (NSCs e células
progenitoras de oligodendrdcito (OPCs), e facilitam a regeneracgéo e a mielinizacéo do tecido. Adaptado
(MA et al., 2016)

1.2.4.3.1. Astrécitos

Os astrécitos sao o tipo celular mais abundante no encéfalo, respondem a todas
as patologias do sistema nervoso central, infec¢des, lesdes isquémicas encefalicas e
doencas neurodegenerativas, por um processo conhecido como astrocitose. Durante

este processo, 0s astrocitos submetem-se a mudancgas em sua expressao, padrées
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moleculares e morfolégicos acarretando efeitos benéficos e/ou prejudiciais em torno
de células neurais e ndo neurais (KANG et al., 2005).

A macroglia do Sistema Nervoso Central € formada por um conjunto de
astrocitos e oligodendrécitos. Os astrocitos em condicbes fisiolégicas normais
possuem funcgdes proliferativas e estruturais, apresentam um fendétipo de glia radial
participando diretamente da neurogénese, apresentando funcao estrutural com um
fendtipo mais maduro formando um arcabouco de sustentacdo e protecdo para a
migracdo de neuroblastos na via migratoria rostral (IHRIE; ALVAREZ-BUYLLA, 2011,
ZHANG; ZHANG; CHOPP, 2008). Em certas condicfes fisioldgicas os astricitos
desenvolvem funcéo neuroprotetora, podem estar em contato intimo com o endotélio
vascular, associados a uma rica rede de matriz extracelular em conjunto com
neurbnios na constituicdo da barreira hematoencefalica (LO; DALKARA,
MOSKOWITZ, 2003).

Nas lesbes encefélicas, os astrocitos tém sua fisiologia alterada aumentando a
sintese de mediadores para sinalizacdo paracrina e autécrina, assumem uma
morfologia hipertréfica, elevando a sintese de filamentos intermediéarios, proliferacéo
e migracao para a area lesionada além da formacao de uma barreira fisica, conhecida
como cicatriz glial, envidando o aumento da area de lesdo (BUFFO; ROLANDO;
CERUTI, 2010). Estudos evidenciam que os astrécitos em um ambiente inflamatorio
possuem a capacidade de modular a dinamica intracelular de Ca*? da microglia,
fazendo com que um complexo do sistema de sinalizacdo onde participam NO, ATP
e PGE: ajudem a compor a ativacédo da microglia, onde a partir de entdo a célula glial
passaria a apresentar um perfil anti-inflamatorio (ORELLANA; MONTERO; VON
BERNHARDI, 2013). Em experimentos com ratos foram observados que a intensa
proliferacdo de astrocitos maduros ndo ocorre apdés o AVE isquémico na area do
nacleo e penumbra isquémica, no nucleo isquémico, localizam-se em diferentes
distancias da borda para o centro e respondem gradualmente a leséo, evidéncias
mostraram que outros astrocitos se proliferam na fronteira da cicatriz glial (BARRETO
etal., 2011).

Apés AVE, os astrécitos sao responsaveis pela sintese de mediadores
inflamatorios, além de assumir uma morfologia hipertréfica e elevar a sintese de
filamentos intermediarios associados com a proliferacdo e migracao a area lesionada
(Fig. 5) (BUFFO et al., 2010). Estudos com animais experimentais demonstraram que

no ambiente isquémico a proliferacdo (ativacdo) de astrocitos ocorre em maior
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intensidade proxima a unidade neurovascular e que possuem a capacidade de
modular a dinamica intracelular de Ca* da microglia, bem como participar na
formacéo da cicatriz glial no local da lesdo (BARDEHLE et al., 2013; BUFFO et al.,
2010; PEKNY, MILOS et al., 2018). Ainda no ambiente isquémico, a resposta dos
astrocitos funciona como um marcador de resposta celular, sendo a passagem ao
estado ativado dessas células associado a forte expressao de GFAP (PEKNY, M.;
NILSSON, 2005; STOLL; JANDER; SCHROETER, 1998).

Astrocitos nao reativos Astrocitos reativos

Figura 5 - Em resposta a lesdo isquémica os processos celulares dos astrécitos atingem a condigcéo
de reativos e mostram sinais de hipertrofia, se tornam mais espessos e visiveis a uma distancia maior

(circulos), contudo, dentro dos seus dominios originais. Adaptado (PEKNY, MILOS et al., 2018).

1.2.5. Apoptose

A morte celular programada (apoptose) apds AVE ocorre concomitantemente
ao desencadeamento dos processos de excitotoxicidade, liberacdo de espécies
reativas de oxigénio, desequilibrio ibnico e a resposta inflamatoéria (Fig. 6) (BROUNS,;
DE DEYN, 2009). Esse mecanismo de morte celular pode ser desencadeado por
sinais extrinsecos a célula e/ou envolver vias bioquimicas internas relacionadas ao
funcionamento da mitocondria (DOYLE et al., 2008; KIMURA-OHBA; YANG, 2016).

Apoptose requer um conjunto de expressdao de genes, proteinas e
caracteristicas internucleosémicas de clivagem do DNA, condensac¢édo do agregado
de cromatina, encurtamento citoplasmatico, preservacao da integridade de membrana
e ultraestrutura mitocondrial, originado os corpos apoptoticos (BENN; WOOLF, 2004;
SYNTICHAKI; TAVERNARAKIS, 2003). Os genes Bcl-2 e p53 seguidos por liberacéo
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de moléculas pro-apoptoticas, a exemplo do citocromo C e fatores de inducdo de
apoptose mitocondrial, levam a ativacéo de caspases e outros genes que exacerbam
a morte celular (DEB et al., 2010; EKSHYYAN; AW, 2004). A ativacdo de caspase
podem ocorrer por uma via intrinseca composta de um receptor mitocondrial de morte
independente e uma via dependente de receptor de morte programada ou via
extrinseca (DEB et al., 2010; DOYLE et al., 2008; ELDADAH; FADEN, 2000).
Ativacao de enzimas liticas, a exemplo das catepsinas, interferem na integridade da
membrana plasmatica promovendo ruptura osmaética gerando edema celular, os
mecanismos de morte celular podem ser desencadeados por estimulacdo de
receptores especificos de membrana, como TNF-a (DEGTEREV; YUAN, 2008).

ApoOs o acidente vascular encefélico a estabilidade da membrana mitocondrial
e as reacOes bioguimicas internas a ela sdo comprometidas, ao ponto de ocorrer
desequilibrio na cadeia transportadora de elétrons havendo a liberacdo da enzima
citocromo-C e outros fatores de inducéo (smac/diablo; IAPs - inibidores de proteinas
anti-apoptéticas) (DEB et al., 2010; EKSHYYAN; AW, 2004). No citosol a citocromo-
C se liga a moléculas pro-apoptéticas citoplasmaticas (APAF-1) ativando a caspase-
9 que, em seguida, ativa a caspase 3 (SUGAWARA et al., 2004). Essa enzima vai
atuar sobre o citoesqueleto celular, degradando-o e ativando endonucleases que
reagem danificando o DNA nuclear levando a célula a morte (DEB et al., 2010;
DOYLE et al., 2008; ELDADAH; FADEN, 2000).

A via intrinseca inicia-se pela liberacéo do citrocromo C e ativacao de caspases,
formando o apoptossomo, um conglomerado formado por ATP, citocromo C, pré-
caspase 9 e moléculas pré-apoptoéticas especificas (APAF-1). As caspases 3 e 7
direcionam substratos que promovem a clivagem homeostatica, sinalizacdo de
proteinas, dentre outros processos, causam também fragmentacdo do DNA pela
ativacdo da caspase desoxiribonuclease ativada (CAD) por clivagem da proteina
inibidora ICAD. A ativacdo de caspase pode ser regulada por proteina inibidora de
apoptose (IAP) e/ou ativada por derivados secundarios mitocondriais ativados por
caspase (SMAC/DIABLO) (DOYLE et al., 2008).

A via extrinseca inicia-se por sinalizacdo de receptores de morte celular
(DOYLE et al., 2008). Nesta via, membros das familias FAS/CD95 e TNF-R1 e seus
respectivos ligantes de morte (FAS) e TNF-a sdo responsaveis pela ativacido da
caspase-8 que ativam caspase-3 ocasionando a sinalizagdo para ativacédo da poli

(ADP-ribose) polimerase, sendo que 0 excesso dessa enzima acarretara na
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diminuicdo na producdo de NADP e ATP (SUGAWARA et al, 2004; VILA,
PRZEDBORSKI, 2003). Essa deplecao de ATP ocasiona faléncia energética e danos
ao DNA nuclear (DEGTEREV; YUAN, 2008; MIFSUD et al., 2014). Ademais, genes
Bcl-2 e p53 associados a liberagcdo de moléculas pro-apoptoticas a exemplo do
citocromo C e fatores de inducdo de apoptose mitocondrial, levam a ativagao de
caspases e outros genes que exacerbam a morte celular (DEB et al., 2010;
EKSHYYAN; AW, 2004).

A apoptose em neurdnios ap0os 0 evento isquémico esta diretamente associada
a um aumento da atividade intranuclear de MMP, em consequéncia da ocorréncia do
reparo proteolitico no DNA (KIMURA-OHBA; YANG, 2016). Apoptose, disfuncéo
endotelial e a destruicdo da barreira hematoencefalica, desempenham um papel
fisiopatoldgico extremamente importante nos processos de lesdo de isquemia e/ou
reperfusdo, estas vias ndo funcionam isoladamente, mas se sobrepdem e interagem
de forma sinérgica (WANG, Y. et al., 2016). A libertacdo excessiva de glutamato, a
ativacao de receptores de ATP, o stress oxidativo, inflamacéo e apoptose, todos esses
eventos contribuem também para a morte de oligodendrocitos e lesdo axonal apos a
lesdo isquémica (MIFSUD et al., 2014).
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Figura 6 — Gréfico cartesiano, mostrando a progressao dos eventos relacionados a evolugéo da lesédo
ap6s AVE. Ordenada: crescimento e/ou decaimento exponencial dos eventos; Abscissa: relacdo
temporal a cada evento instalado apés o acidente vascular encefalico. Adaptado (DIRNAGL et al.,
1999).



34

1.3 JUSTIFICATIVA

InvestigacBes sobre os possiveis efeitos neuroprotetores, neurorregenerativos
e anti-inflamatorios dos extratos de plantas da Amazoénia brasileira sdo incipientes. As
principais doengas neurodegenerativas agudas e cronicas permanecem sem cura. No
caso do acidente vascular encefalico, que se configura juntamente com trauma da
medula espinhal e cranioencefalico, como a terceira causa mundial de morte sé
perdendo para o Cancer e doencas do coracdo (CABRAL et al., 1997; LOTUFO;
BENSENOR, 2007a;2007b; LOTUFO; DE LOLIO, 1993; TAYLOR et al., 1996),
inexistem abordagens terapéuticas (com excecdo do trombolitico ativador de
plasminogénio tecidual recombinante para AVE isquémico) que diminui a lesao neural
secundaria apos o inicio dos sintomas. No entanto, poucos pacientes se beneficiam
do uso de tromboliticos, devido a sua estreita janela terapéutica (FONAROW et al.,
2011) (CARPENTER et al., 2011; LINDGREN et al., 1996; RYMNER et al., 2010).
Neste caso, 0 medicamento deve ser aplicado em até trés horas apds o inicio dos
sintomas, sob o risco de ocorrer a transformagcéo hemorragica, ou seja, o rompimento
do vaso sanguineo pelo tratamento (CARPENTER et al., 2011; LINDGREN et al.,
1996; RYMNER et al., 2010). Em estudo com a utilizacdo do farmaco (Dabigatrano —
inibidor direto de trombina) em pacientes idosos, observou-se um resultado normal
para os testes de coagulacdo, dando uma boa resposta a terapia (MARRONE;
MARRONE, 2013). O fator ativador de plasmiogénio tecidual recombinante associado
ao farmaco (Dabigatrano) ndo apresentou riscos de eventos hemorragicos em estudos
experimentais (PFEILSCHIFTER et al., 2012).

A ineficacia das mais de mil drogas testadas em animais para as desordens
neurais agudas (O'COLLINS et al., 2006; SACCHETTI, 2008) enfatizam a
necessidade da busca de novos e mais eficazes agentes neuroprotetores e/ou anti-
inflamatorios para doencas do SNC, o principal proposito deste projeto. Portanto, em
comum acordo com as novas diretrizes do Ministério da Saude, que considera o AVE
um problema de saude publica.

Cissus verticillata (L.) Nicholson & C.E. Jarvis conhecida popularmente como,
insulina-vegetal, cip6-pucd, anil-trepador, € um espécime nativa da regido Amazonica
utilizada normalmente como ornamentacéo em jardins e diversos fins medicinais (Fig.
7) (LORENZI, 2008). Apresenta como sindénimo botanico o nome Cissus sicyoides L.

(LOMBARDI, 2000). A infusdo das folhas ou partes aéreas de C. verticillata s&o
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utilizadas na medicina popular e possuem um efeito anti-inflamatério (BESERRA et
al., 2016), antiepilético, anti-hipertensivo, antitérmico, antidiabético, antirreumatico
(BELTRAME, F. L. S., J. L. ; BAZOTTE, R. B.; CUMAN, R. N.; CORTEZ, D. A. G,
2001). Estudos com animais experimentais com o extrato da planta, também,
demonstraram uma atividade antibacteriana, propriedades anticonvulsivante

utilizadas contra epilepsia e atividades citotoxicas (SAENZ et al., 2000).

Figura 7 - Cissus verticillata (L.) Nicolson and C.E. Jarvis, aspectos das folhas, flores e fruto. Adaptado
(DROBNIK; DE OLIVEIRA, 2015)

As folhas e o caule da planta apresentam composi¢cao quimica caracterizadas
por compostos bioativos com grande atividade antioxidante, presenca de carotenoides
(a-caroteno e B— caroteno) (SILVA, 1996) e compostos fendlicos (flavonoides,
estilbenos, taninos e cumarinas), também, apresentam na sua composi¢ao esteroides
e Oleos essenciais (BELTRAME, F.; FERREIRA; CORTEZ, 2002; QUILEZ etal., 2004;
XU et al., 2009). Em estudos com um edema induzido em ratos adultos, a atividades
anti-inflamatéria é comprovada e associada a presenca de grande quantidade de
compostos fenadlicos presentes no extrato da planta, indicando que esses compostos
Sao os principais responsaveis pelos efeitos farmacoldgicos da planta (BESERRA et
al., 2016; GARCIA et al., 2000; QUILEZ et al., 2004).

1.4. HIPOTESE EXPERIMENTAL

Neste estudo investigou-se, utilizando um modelo experimental de acidente
vascular encefalico (AVE), os possiveis efeitos neuroprotetores, neurorregenerativos
e anti-inflamatérios de uma planta considerada com propriedades anti-inflamatorias
pela medicina popular: cipd puca (Cissus verticillata) para as quais existem evidéncias

cientificas de seus possiveis efeitos.



36

1.5. OBJETIVOS

1.5.1. Objetivo geral

Verificar os possiveis efeitos neuroprotetores, neurorregenerativos e anti-
inflamatorios do extrato do cipd puca (Cissus verticillata (L.) Nicholson & C.E. Jarvis)
apos lesao isquémica focal, induzida por microinjecdes de Endotelina-1 (ET-1), no

cortex motor de ratos machos adultos.

1.5.2. Objetivos especificos

Investigar acdo neuroprotetora pela preservacéao tecidual do extrato de Cissus
verticillata;

Investigar os possiveis efeitos anti-inflamatérios do extrato de Cissus
verticillata, sendo indicado pela reducdo do infiltrado inflamatério de células
polimorfonucleares e macrofagos/ micréglias por imunohistoquimica;

Associar os componentes ativos do extrato utilizados na extracao supercritica,

apos lesao isquémica focal por cromatografia.



37

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Caracterizacdo da matéria prima

As folhas e caules de Cissus verticilata foram coletadas no municipio de
Salindpolis, Estado do Para, Brasil com o modelo de voucher n ° 194.17, depositado
no Herbario do Centro de Pesquisas Agroflorestal da Amazénia Oriental (EMBRAPA).
As amostras foram secas a 35°C durante 48 h em um forno com circulacdo de ar
(Fabbe-Primar®, modelo 225, Brasil) e moidas utilizando um moinho de facas
(Marconi®, modelo ma048, China). A umidade foi determinada de acordo com o
método de destilacdo de solvente imiscivel de Jacobs (JACOBS, 1973). O tamanho
de particula foi analisado utilizando peneiras Tyler (Bertel, Brasil) variando de 20 a 60
mesh e o didmetro médio geométrico foi determinado de acordo com o método
recomendado pela Sociedade Americana de Engenheiros Agrénomos (ASAE)
((ASAE), 1993). A densidade real das particulas foi determinada utilizando um
picndmetro de hélio do Centro Analitico do Instituto de Quimica da Universidade de
Campinas (Unicamp), a densidade aparente do leito foi calculada usando o volume da
cama e a massa de alimentacédo sélida acomodada dentro dela.

2.2. Fracionamento e isolamento do extrato

As extragOes foram realizadas usando o Spe-ed TM SFE (Applied Separations,
modelo 7071, USA) (Fig. 8). Este equipamento foi descrito anteriormente por Salazar
e colaboradores (SALAZAR et al., 2018) e Oliveira e colaboradores (DE OLIVEIRA et
al., 2016). Uma bomba de co-solvente (LabAlliance, modelo 1500, USA) foi acoplada
ao equipamento, a capacidade de volume do vaso extrator utilizado foi de 1x10°
4m3 (altura de 0,1254 m e 0,0320 m de diametro interno), os solventes utilizados
foram diéxido de carbono (COz2) (99,9%, White Martins®, Brasil) e Etanol (EtOH)
(99,8% Neon, Brasil), e a massa da amostra foi de 0,010 kg. Os ensaios foram
realizados com base na metodologia de superficie de resposta (RSM) com
um design experimental Box-Behnken, a fim de determinar a melhor condicdo de

operacdo da extracdo. As variaveis independentes foram: pressdo (400 bar),
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temperatura (50°C) e porcentagem de co-solvente (EtOH) (10%) para um melhor
rendimento e retirada de compostos hidrofilicos.

As respostas correspondentes foram: compostos fendlicos totais, flavonoides
totais e atividade antioxidante. Os parametros operacionais constantes foram o tempo
de extracdo estético de 0,5 h, o tempo de extracdo dinamico de 3 h e o fluxo de CO2
de 4,52 g/minuto. O extrato obtido com CO2 + EtOH foi coletado em frascos de vidro
até o final de cada extracdo. A massa extraida foi medida em balanca analitica
(Quimis, modelo AS 210, Brasil) e evaporados sob vacuo a 40°C usando um
CentriVap (Labconco® USA) para evaporar antes de pesado. Os extratos foram
armazenados, protegidos da luz, oxigénio e temperaturas abaixo de 5°C até suas
analises e aplicacdes (SALAZAR et al., 2018).

Fig.8 - Estacado supercritica do Laboratorio de Extragdo — UFPA.

2.3. Cromatografia de camada fina de alto desempenho (HPTLC)

A triagem fitoquimica dos extratos de Cissus verticillata foi realizada por
cromatografia em camada delgada de alto desempenho (HPTLC), segundo o0 método
de Wagner e Bladt (H. WAGNER, 1996) e Srivastava (SRIVASTAVA, 2011), utilizando
0 CAMAG-TLC/HPTLC (CAMAG, Suica) equipado com um mostrador TLC automético
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(ATS 4) e automatizador de desenvolvimento multiplo (AMD 2). Os extratos foram
dissolvidos em diclorometano (99,9%, Tedia®, Brasil) a uma concentracdo de 5000
ppm, aplicou-se um volume de aproximadamente 15 pl em forma de banda em placas
de silica gel Plates 60 A (SiliCycle Inc, Canada). Foi utilizado o diclorometano (99,9%,
Tedia®, Brasil) como fase mével e metanol (99,9%, Tedia®, Brasil) acidificado com 1%
de &cido férmico (85%, Isofar®, Brasil) a uma proporcéo de (95:4:1) (v/v/v). As placas
foram derivadas com: a) acido vanilina-sulfarico (VS) (Merck®, Brasil) especifico para
identificacdo de terpenos, esteroides e acidos graxos; b) cloreto férrico (FeCls)
(97%, Sigma-Aldrich®, Brasil) para identificacdo de compostos fendlicos; c)
difenilboriloxietilamina (NP) (Sigma-Aldrich®, Brasil) e polietilenoglicol 4000
(PEG) (Sigma-Aldrich®, Brasil) (NP/PEG) para identificacdo de flavonoides; d) uma
solucdo metandlica (99,9%, Tedia® Brasil) do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila
(DPPH?) (Sigma-Aldrich®, Brasil) para avaliagdo qualitativa da atividade
antioxidante. As placas foram visualizadas sob luz visivel e sob luz UV a um

comprimento de onda de A 366 nm.

2.3.1. Compostos fendlicos totais (CFT)

A determinacao total de compostos fendlicos foi realizada pelo método de Folin-
Ciocalteu de acordo com descrito por Singleton e colaboradores (SINGLETON;
ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS, 1999) e Georgé e colaboradores (GEORGE et
al., 2005). Os extratos foram dissolvidos em etanol (EtOH) (96%, Dinamica®, Brasil) a
7% (v/v) na concentragdo de 140 mg/l, um volume de 0,5 mL desta solugdo foi
submetido a reacdo com 2,5 mL de Folin-Ciocalteu (Tedia®, Brasil) a 10% (v/v) e 2 mL
de solucédo de carbonato de sédio (99,5%, Vetec®, Brasil) a 7,5% (m/v). Apés 1 h de
incubacdo em temperatura ambiente em condi¢cbes escuras, as medidas de
absorbéancia foram realizadas a um comprimento de onda de 760 nm em um
espectrofotometro UV-VIS (Thermo Scientific, modelo Evolution 60, USA). O teor de
compostos fendlicos foi expresso em miligramas de equivalente de acido galico (GAE)
(98%, Vetec®, Brasil) por grama de extrato seco (db) (mg GAE/g de extrato) usando a
equacdo da curva de calibracdo (y= 0.0099 x-0,0277; R? = 0,9971). A andlise foi

realizada em triplicata.
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2.3.2. Total de flavonoides (TF)

A determinacdo dos flavonoides totais (TF) foi realizada utilizando o
procedimento descrito por Dowd (DOWD, 1959) e Meda e colaboradores (MEDA et
al., 2005). Os extratos foram dissolvidos em EtOH (96%, Dinamica®, Brasil) na
concentracéo de 140 mg/l. Um volume de solucdo da amostra de 0,5 ml foi misturado
com 0,5 ml de solucéo etandlica de cloreto de aluminio (AICI3) (99%, Fluka, Alemanha)
a 2% (m/v). Apos dez minutos de incubacdo a temperatura ambiente no escuro, a
absorbéancia foi medida a um comprimento de onda de 425 nm usando um
espectrofotometro UV-VIS (Thermo Scientific, modelo Evolution 60, USA).O
conteudo total de flavonoides foi expresso em miligramas de Quercetina Equivalente
(QE) (95%, Sigma-Aldrich®, Brasil) por grama de extrato em base seca (db) (mg QE/g
extrato) usando a equacdo da curva de calibracdo (y= 0,0355x + 0,0127; R? =
0,9983). A analise foi realizada em triplicata.

2.3.3. Atividade antioxidante

A determinacédo quantitativa da atividade antioxidante (AA) do extrato de Cissus
verticillata foi realizada pelo método proposto por Brand—-Williams e colaboradores
(BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995) e Sanchez-Moreno e
colaboradores (SANCHEZ-MORENO; LARRAURI; SAURA-CALIXTO, 1998). Uma
solucéo de 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) (Sigma-Aldrich, Brasil) foi preparada a
60 uM em EtOH (96%, Dinamica®, Brasil). Em seguida, 3,9 ml desta solugéo foram
adicionadas em 0,1 ml do extrato em diferentes concentracdes (10, 7, 6, 5 e 4 mg/ml).
Estas solucdes foram mantidas a temperatura ambiente e em condi¢cfes de pouca luz.
Apoés a estabilizacdo do tempo necessario para reduzir o montante inicial do radical
DPPH- em 50% (Tecso), a absorbancia foi medida em A 515 nm utilizando o
espectrofotometro UV-VIS (Thermo Scientific, modelo Evolution 60, USA). O valor da
ECso (Quantidade de antioxidante necesséria para reduzir a quantidade inicial do
radical DPPH- em 50%) foi entédo calculada a atividade antioxidante e expressa como
grama de extrato por grama de DPPH em base seca (db) (ECso expresso em grama

de extrato por grama de DPPH). A andlise foi feita em triplicata.
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2.4. Animais de experimentacgéo

Para o presente estudo, utilizou-se ratos adultos da raca Wistar do sexo
masculino (n= 08 por tempo de sobrevida/grupo experimental, sendo 05 animais
isquémicos e 03 animais controle), cedidos pelo biotério central da Universidade
Federal do Para. Todos os procedimentos experimentais foram realizados em
obediéncia as normas sugeridas pela Society for Neuroscience, National Institute of
Health (NIH, USA), Conselho Nacional de Controle de Animais de Experimentacéo
(CONCEA, resolucdo normativa n® 30, de 02 de fevereiro de 2016, Ministério da
Ciéncia, Tecnologia, Inovacdes e Comunicacbes) e pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Animais de Experimentacao da Universidade Federal do Para (CEPAE
— UFPA: 137-13).

2.5. Grupos experimentais

Foram utilizados dezesseis ratos WISTAR machos adultos pesando entre 250-
300 g. Os animais foram alojados em gaiolas contendo entre 4-5 animais, com agua
e comida na proporcéao ideal a cada animal. Os procedimentos experimentais foram
executados conforme aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais de
Experimentacdo da Universidade Federal do Pard, objetivando reduzir ao maximo o
sofrimento e a ansiedade nos animais.

Neste estudo foi planejado a formacdo de dois Grupos de Animais
Experimentais, um grupo chamado de Tratado, composto de cinco animais
isquémicos que receberam todos os procedimentos cirargicos e inducdo da isquemia
focal com microinjecdes de endotelina-1 (ET-1) e com um tempo de sobrevida de vinte
e quatro horas; um grupo de cinco animais isquémicos que receberam todos os
procedimentos cirargicos e inducdo da isquemia focal com microinjecbes de
endotelina-1 e com um tempo de sobrevida de sete dias, onde todos foram tratados
com uma dose na concentracdo de 100 mg/kg de extrato de Cissus verticillata (cipo
puca) de acordo com estudo de Viana e colaboradores (VIANA et al., 2004). Um grupo
chamado de Controle, composto de trés animais isquémicos que receberam todos o0s
procedimentos cirurgicos e inducdo da isquemia focal com microinje¢cbes de
endotelina-1 e com um tempo de sobrevida de vinte e quatro horas; um grupo de trés

animais isquémicos que receberam todos os procedimentos cirurgicos e inducdo da


https://www.mctic.gov.br/mctic/opencms/legislacao/resolucoes_normativas/Resolucao-Normativa-CONCEA-n-30-de-02.02.2016-D.O.U.-de-03.02.2016-Secao-I-Pag.-03.pdf
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isquemia focal com microinje¢des de endotelina-1 e com um tempo de sobrevida de
sete dias, todos eles tratados via intraperitoneal (ip) com solucéo salina 5% twenn.
2.6. Inducao de isquemia focal por microinjecdes de Endotelina-1

A isquémica focal foi induzida através da administracdo do peptideo
vasoconstritor endotelina 1 (ET-1) (sigma Brasil) na regido do cértex motor no encéfalo
dos animais. O modelo experimental utilizando ET-1 foi demonstrado por (FUXE et al.,
1997; FUXE et al., 1989) e aplicado com sucesso no ano de 2003 por (HUGHES et
al., 2003). Em estudos prévios, implementou-se o modelo experimental proposto
(CARDOSO et al., 2013; FRANCO et al., 2012; SOUZA-RODRIGUES et al., 2008).
Antes dos procedimentos cirdrgicos 0os animais foram anestesiados com uma mistura
de cloridrato de cetamina (Vetanarcol®, Koning. 72 mg/Kg) e cloridrato de xilazina
(Kensol®, Koning. 9 mg/Kg). Apés a auséncia dos reflexos de retirada de pata e
corneano, os animais foram colocados sobre o aparelho estereotaxico (Insight® EFF-
336), sob a protecdo de uma manta térmica. As coordenadas adotadas a partir do
bregma foram: médio-lateral: 2,3; anteroposterior: 1,2; dorsoventral: 0,5; a partir da
superficie cortical (PAXINOS; WATSON; EMSON, 1980). Uma incisao longitudinal foi
feita com bisturi, para exposicdo da caixa craniana e no ponto especificado pelas
coordenadas estereotaxicas, realizada craniotomia com auxilio de broca cirlrgica
odontoldgica de baixa rotacdo para exposi¢cao da superficie cortical. A concentracao
de endotelina-1 foi injetada com auxilio de uma micropipeta de vidro graduada (Sigma-
Aldrich, Hirschmann) foi de 80 pMols, diluida em 1 ul de corante azul colanil, de modo
a permitir a localizacdo da area de injecdo. A micropipeta permaneceu fixa por cinco
minutos no parénquima neural visando evitar possiveis refluxos. Apés o0s
procedimentos cirdrgicos, os ratos foram observados, em intervalos regulares,
visando o monitoramento da recuperacéo e da evolucdo dos sintomas causados pelo
dano isquémico, sendo mantidos em gaiolas-padrao individuais durante o tempo de
sobrevida e mantidos com agua e comida a vontade, temperatura controlada em 24°C,

ciclo circadiano 12-12 claro-escuro.
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2.7. Perfuséo e processamento histolégico

Apo6s os tempos de sobrevida, os animais foram profundamente anestesiados
com uma mistura de cloridrato de cetamina (72 mg/Kg) e xilazina (9 mg/Kg) via
intraperitoneal (i.p.). Os testes do reflexo corneano e de retirada da pata foram
avaliados para garantir que os animais foram bem anestesiados. Logo em seguida, foi
feita a toracotomia e a exposicdo do saco pericardico que foi aberto para a
visualizacéo do coracdo. Uma pequena incisdo na auricula direita foi realizada e uma
canula foi introduzida no ventriculo esquerdo e direcionada até a porcao inicial da
aorta; os animais foram perfundidos com solugcdo salina 0,9% contendo heparina
seguida pelo fixador Paraformaldeido a 4%. Os encéfalos foram dissecados e pos-
fixados por vinte e quatro horas no mesmo fixador. Apds a pos-fixagdo, os encéfalos
foram crio protegidos utilizando o seguinte protocolo: i) solugéo crio protetora a 25%
(30 minutos); ii) soluc&o crio protetora a 50% (4 — 6 horas); iii) solugédo crio protetora
a 100% (24 — 48 horas). Ap0s a crio protecéo, o tecido foi congelado em gel de imerséo
para criostato (Tissue Tek) a —=55°C em criostato provido de efeito Peltier (Carl Zeiss,
Micron, Alemanha). Sec¢des coronais com espessura de 20 e 50 um foram obtidas.
Os cortes foram colocados em laminas previamente gelatinizadas e mantidas a
temperatura ambiente por um periodo minimo de 24 horas, sendo logo em seguida
guardadas em freezer a —20°C para imunohistoquimica ou outros procedimentos

histoquimicos.
2.8. Analise histopatoldgica e imunohistoquimica
2.8.1. Visualizac&o da Area da Les&o
A area da lesao foi visualizada nos cortes com espessura de 50 um corados

pela violeta de cresila e/ou Hematoxilina, de acordo com o realizado em estudos
prévios (FRANCO et al., 2012; GOMES-LEAL et al., 2004).
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2.8.2. Imunohistoquimica

Para avaliar os possiveis efeitos anti-inflamatorios e neuroprotetores do extrato
de C. Verticillata, foi realizado analises imunohistoquimicas com o uso dos seguintes

anticorpos.

2.8.2.1. Neurbnios

Os corpos neuronais foram marcados com anticorpo anti-NeuN (1:100,
Chemicon), um marcador especifico de corpos celulares de neurbnios maduros
(MULLEN; BUCK; SMITH, 1992).

2.8.2.2. Células Gliais

Para o estudo de astrécitos utilizou-se o anticorpo anti-proteina acida fibrilar
glial (anti-GFAP) (1:1000, Dako) (GOMES-LEAL et al., 2004). A presenca de
macréfagos e microglia ativados na area da lesdo e nas regides circunvizinhas foi
identificado com anticorpo Ibal (1:1000, Wako) (ITO et al., 1998).

2.8.2.3. Neutrofilos

Os neutrofilos foram marcados com anticorpo policlonal MBS-1 (1:1000, CNS
Inflamation Group, Southampton University, UK), o qual reconhece epitopos presentes
na maioria da populacéo de neutrdfilos. Este anticorpo foi uma doacédo do Professor

Victor Hugh Perry, da Universidade de Southampton.

2.9. Andlise qualitativa

Todas as seccdes coradas pelos diferentes métodos histoldégicos e
imunohistoquimicos foram inspecionadas em microscopio optico (Nikon Eclipse 50i).
Imagens de seccBes com campos ilustrativos, obtidas de animais perfundidos em
todos os tempos de sobrevida e grupos experimentais, foram obtidas com o programa
de computador Motic 2.5 com Céamera Digital acoplada a um microscopio Optico
(THORED et al., 2009).
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2.10. Analise quantitativa

Para avaliacao quantitativa da area de lesao primaria foi considerado o nimero
de macrofagos/microglia, neurbnios e atrocitos reativos. O numero de
micréglia/macrofagos e neurdnios foram contados com o uso de uma gradicula de
contagem de 0,0625 mm?2 acoplada a ocular de um microscépio Optico (NIKON
ECLIPSE E200) com uso da objetiva de 40x. As contagens foram realizadas em trés
campos: um central, um a cima e outro localizado a baixo da lesdo. As médias das

contagens e os desvios padrao foram obtidos e plotados em coordenadas cartesianas.

2.11. Analise estatistica

Utilizou-se os parametros de estatistica descritiva média, erro padrao e desvio
padrdo para todos os dados quantitativos. Foi utilizado andlise de variancia (ANOVA)
um critério com correcao a posterior de Tukey para fazer a avaliacdo das diferencas
entre os grupos. O nivel de significancia foi de p < 0.05 = significativo e p < 0.01 =

altamente significativo.
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3. RESULTADOS

3.1. Cromatografia de camada fina de alto desempenho (HPTLC)

A partir da triagem fitoquimica de HPTLC dos extratos de Cissus verticillata
obtidos por extracdo supercritica na condicdo de 400 bar de pressdo e 50°C de
temperatura apresentaram uma concentracdo 65,20 mg de equivalente de &cido
gélico (GAE) que fornece a estimativa do conteudo de todos os compostos que
pertencem as subclasses de compostos fendlicos presentes nos extratos e de
terpenos; 9,01 mg de Quercetina Equivalente (QE) por grama de extrato, que
expressa a quantidade total de flavonoides e ECso 379,60 g de extrato/g de DPPH-
(radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) que indica a quantitativo da atividade antioxidante.

Apés a derivatizacdo das placas que continham os diferentes reagentes, a
reacao cromatografica determinou cores caracteristicas para as classes de compostos

guimicos especificos (Fig. 9).

Fig. 9 — HPTLC do extrato de Cissus veticillata. (A) Derivatizagéo de placas com Acido vanilina sulfdrico
(VS), presenca de terpenos, esteroides e acidos graxos; (B) Cloreto Férrico (FeCls) presenca de
compostos fendlicos; (C) difenilboriloxietilamina, polietileno glicol 4000 (NP/PEG) presenca de
flavonoides; (D) DPPH, atividade antioxidante.
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3.2. Resposta inflamatéria apds o tratamento com extrato de Cissus verticillata.

3.2.1. Perda tecidual e resposta inflamatoria induzidas por endotelina-1 séo

minimizadas com o tratamento com o extrato.

As microinjecdes de ET-1 no cortex motor de ratos adultos induziram isquemia
focal com caracteristicas histopatolégicas, incluindo palidez de tecido, perda de
células e resposta infamatéria, como revelado pela coloracdo com hematoxilina
eosina vinte quatro horas apos a lesao (Fig.10) e a coloracgéo violeta cresila sete dias
apos a lesdo (Fig. 11), observa-se também, uma consideravel area de infarto (Fig.10
A), conforme relatado em investigacbes anteriores pelo grupo do laboratoério
(BOTELHO et al., 2014). Células polimorfonucleares (Fig. 10 B) sao visiveis na area
de lesdo vinte e quatro horas ap6s a isquemia focal. Células
mononucleares infamatoérias estavam presentes em altas densidades dentro e em
ndcleo da leséo (Fig.11 B). O tratamento dos animais isquémicos com o extrato de C.
verticillata (100 mg/kg) durante a primeira semana pés-leséo, reduziu a area de infarto
(Fig. 11 C e D) e a inflamacao (Fig. 10 D) em comparagdo com animais controle
tratados apenas com solucdo salina e tween a 5% (Fig. 10 A-B). A quantidade de
células mononucleares no local da leséo foi claramente reduzida nos animais tratados

com o extrato da planta sete dias apos a lesédo isquémica (Fig. 11 D).
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Figura 10. Histopatologia bésica revelada pela coloragcdo por Hematoxilina em animais isquémicos
tratados com solucdo twenn 5% (A e B) e com 100 mg/kg de Cip6 Puca (C e D) vinte quatro horas apés
a lesdo. O infiltrado inflamat6rio € menor nos animais tratados com o extrato da planta. O asterisco
aponta para o centro da lesdo e as sentas indicam células polimorfonucleares. Escalas: 100 ym (A,C);
20 ym (B,D).

FIGURA 11 - Histopatologia béasica revelada pela coloracdo com violeta de cresila em animais
isquémicos tratados com solucdo salina (A e B) e com 100 mg/kg de extrato C. verticillata (C e D) sete
dias apés a lesao. Infiltrado de células inflamatérias € menor nos animais tratados. O asterisco aponta
para o centro da lesdo e as setas indicam células mononucleares. Cortex motor (CO) e corpo caloso
(CC). Escalas: 100 um (A,C); 20 um (B,D).
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3.2.2. Inibicdo do recrutamento de neutroéfilos pelo tratamento com extrato de Cissus
veticillata apés leséo focal do cortex motor.

A presenca de neutrofilos no cértex motor isquémico foi avaliada realizando
ensaio imunohistoquimico para MBS1, um anticorpo que marca a populagéo geral de
neutrofilos. A micro injecdo de ET-1 no cértex motor induziu intenso recrutamento de
neutrdfilos, vinte quatro horas apés o inicio do processo isquémico (Fig. 12 A e B).
Contudo, o tratamento com 100 mg/kg de extrato de cip0 puca via intraperitoneal
induziu uma diminuicdo significativa do recrutamento destes neutréfilos na area de
leséo (Figura 12 C e D).

Figura 12. Recrutamento de neutrofilos em animais isquémicos tratados com solugéo salina estéril
(A e B) e com 100 mg/Kg de extrato cip6 puca (C e D) vinte e quatro horas ap0s a lesdo. O infiltrado
inflamatério € menor nos animais tratados com extrato de C. verticillata. As setas apontam para
neutréfilos em B e D. Escalas: 100 ym (A,C); 20 um (B,D).



3.2.3. Reatividade de astrocitos no centro e na regido de penumbra da leséo
isquémica apds microinjecdes de endotelina-1 e tratamento com extrato de Cissus

verticillata.

Apbs lesdo isquémica por endotelina-1 em todos 0s grupos experimentais a
reatividade dos astrdcitos foi evidenciada pelo método imunohistoquimico especifico
com utilizacdo do anticorpo da proteina glial fibrilar (anti-GFAP). Essa marcacéo
mostrou que a distribuicdo das células GFAP* que foram evidenciadas na regiao
periférica e centro de leséo (Fig. 13 A e B; C e D). Aparentemente houve diferenca
na reatividade dos astrocitos proximo ao centro de lesdo, bem como na area periférica,
no grupo experimental que foi tratado com o extrato da planta apés uma janela

temporal de sete dias. (Fig. 13 C e D).

FIGURA 13 - Reatividade de astrocitos apoés lesdo isquémica focal. Grupo controle (A e B), Grupo
tratado (C e D). O asterisco aponta para o centro da lesdo e as setas indicam os astrocitos reativos.
Coértex motor (CO) e corpo caloso (CC). Escalas: 100 um (A,C); 20 um (B,D).
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3.2.4. O tratamento com extrato de Cissus verticillata reduz o recrutamento de

microglia/macréfago apos lesédo focal do cortex motor.

A avaliacdo da presenca de células mononucleares no cértex motor lesado, foi
evidenciado na janela temporal de sete dias apés realizacdo de imunohistoquimica
para IBA-1, um anticorpo que marca a populacdo geral de microglia/macréfagos. A
microinjecdo de ET-1 no cortex motor também promoveu a perda tecidual e a
infiltracdo intensa de macréfagos e/ou microglia ativados (Figura 14 A e B) no grupo
tratado apenas com solugao salina e twenn 5%. Entretanto, o grupo tratado com
extrato de C. verticillata (Figura 14 C e D) apresentou uma significativa diminuicdo do
recrutamento destas células mononucleares, uma reducao do infiltrado inflamatério e
uma diminui¢do da cavitagao tecidual, na figura 14 D observa-se ainda a presenca do
corante azul de colonil indicando o local exato da injecdo de Endotelina 1. A
quantidade de células microglia/macréfagos ativadas no grupo controle foi cerca de
31% menor comparando com o grupo tratado com o extrato da planta (71,22+1,30EP;

37,25+0,81EP, respectivamente); desvio padrdo 13,20; 7,90 no grupo controle e
tratado, respectivamente, também apresentando um p < 0,01 indicando um indice de

alta significancia.
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Figura 14. Recrutamento de microglia/magrofago em animais isquémicos tratados com solugéo salina
(A e B) e com 100 mg/Kg de extrato de cip6 puca (C e D). O infiltrado inflamatério e o recrutamento de
mononucleares é menor nos animais tratados com extrato de C. verticillata. O asterisco aponta para o
centro da les&o. Cortex motor (CO) e corpo caloso (CC). Escalas: 100 um (A,C); 20 ym (B,D).
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3.2.5. O tratamento com extrato de Cissus verticillata reduz a perda neuronal apés

lesdo focal do cortex motor de ratos adultos.

A imunohistoquimica para o anticorpo NeuN mostrou que houve perda de
neurdnios Nos grupos experimentais em todos os tempos de sobrevida, principalmente
nos animais isquémicos tratados com solucao salina e twenn 5% (Fig. 15 A e B),
contudo, foi evidenciado no grupo tratado com o extrato da planta uma quantidade
significativa de corpos neuronais indicado pelas células Neu N* sete dias apds a
inducao da isquemia focal (Fig. 15 C e D). A quantidade de células Neu N+ no grupo
tratado foi cerca de 17% maior que no grupo controle (35,77+2,42EP; 25,40+2,37EP,

respectivamente) com um p < 0,01 indicando um indice de alta significancia.
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Figura 15. Animais isquémicos tratados com solucéo salina (A e B) grupo controle e visualizacdo de
corpos neuronais em animais tratados com 100 mg/Kg de extrato de C. verticillata (C e D) sete dias
apos a lesdo. O asterisco aponta para o centro da lesé@o (observar a presenca do corante azul de colonil)
e as setas indicam células Neu N*. Escalas: 100 uym (A,C); 60 um (B,D).
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4.0 DISCUSSAO

A derivatizacao das placas com acido vanilina-sulfarico (VS) (Fig. 9 A) mostram
a formacéo de bandas com coloracdo purpura/lilas indicando a presenca de terpenos
de acordo com dados publicados por H. Wagner e Jork e colaboradores (H. WAGNER,
1996; JORK et al., 1990). A derivatizacao fotoquimica da placa contendo FeCls (Fig.
9 B) apresentou uma coloracgéo laranja-castanho indicando a presenca de compostos
fendlicos de acordo com dados publicados (H. WAGNER, 1996).

As placas contendo NP/PEG (Fig. 9 C) foram visualizadas com luz UV,
comprimento de onda de 366 nm, 0S compostos presentes no extrato tornaram-se
fluorescentes apdés a excitacdo com esta radiacdo justificando a presenca de
flavonoides pela coloracéo caracteristica da banda, o resultado estima o contetdo de
todos os subgrupos desta classe de compostos, tais como flavondis, flavonas,
flavanas, isoflavonoides e antocianinas que estao presentes no extrato (H. WAGNER,
1996; JORK et al., 1990). Na derivatizacdo da placa contendo DPPH (Fig. 9 D) a
presenca de manchas amareladas na parte inferior roxo da placa indica a redugao dos
radicais DPPH- (KEDARE; SINGH, 2011). A ocorréncia da reacdo € explicada pelo
fato do DPPH ser reduzido na presenca de substancias antioxidantes, perdendo assim
sua coloracdo roxa (BRAND-WILLIAMS et al.,, 1995; RAMADAN et al., 2012). Os
resultados da atividade antioxidante do extrato estdo relacionados aos resultados
obtidos pelos compostos fendlicos totais e seus rendimentos de extra¢do, confirmando
que a atividade antioxidante de plantas € dependente da quantidade de compostos
fendlicos (DO et al., 2014; GARCIA-SALAS et al., 2010). Portanto, este composto
caracteriza-se como uma fonte natural com potencial antioxidante que pode vir a
serem Uteis na prevencdo de doencas associadas ao estresse oxidativo
(AKOMOLAFE et al., 2013), entretanto, a atividade antioxidante pode ser atribuida
aos compostos fendlicos presentes nos extratos, de acordo com dados publicados por
Khalil e colaboradores (KHALIL; PEPATO; BRUNETTI, 2008) para extratos aquosos
de C. sicyoides e similares, Prabhavathi e colaboradores (PRABHAVATHI; PRASAD;
JAYARAMU, 2016) também relataram que extratos de plantas pertencentes a familia
Vitaceae possuem a mesma atividade, assim como para algumas espécies como
Cissus quadrangulares e Cissus populnea (AKOMOLAFE et al., 2013) e ainda a

espécie Cissus cornifolia (CHIPITI et al., 2015). Os resultados evidenciam a presenca
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(reacao positiva) de radicais quimicos caracteristicos da planta, tais como terpenos,
compostos fendlicos, flavonoides e atividade antioxidante. Achados semelhantes
foram relatados por Viana e colaboradores (VIANA et al., 2004) em extratos aquosos
de Cissus sicyoides analisados pelo método de cromatografia de camada delgada
(TLC).

Compostos fendlicos agem prevenindo ou retardando o estresse oxidativo,
atuando assim como sequestrantes de radicais livres e reduzindo o aparecimento de
diferentes doencas crénicas (MUSTAFA et al., 2010). No entanto, eles possuem uma
grande capacidade de inibir mediadores inflamatdérios, tais como o fator nuclear kappa
B (NF-k B) e proteina ativadora 1, assim esta identificacdo, desempenha um papel
importante na progressao e desenvolvimento nas doencas inflamatorias.

As células mononucleares presentes no local da lesdo sdo compostas
principalmente por macréfagos cerebrais derivados da micréglia residente
e de células transportadas pelo sangue (SCHILLING et al., 2003). Existem evidéncias
consideraveis de que a ativacdo exacerbada da microglia contribui para o dano
secundario apés o acidente vascular encefélico, a inibicdo da ativacdo da microglia
com o uso de minociclina reduz a area de infarto e a inflamacé&o apos a isquemia focal,
tanto no cortex como no corpo estriado (CARDOSO et al., 2013; SOUZA et al., 2017;
YRJANHEIKKI et al., 1999).

Os mecanismos subjacentes aos efeitos anti-inflamatérios e neuroprotetores
de Cissus verticillata ainda sédo desconhecidos. No entanto, a modulacéo da ativacao
da microglia pode estar envolvida. Tem sido demonstrado que ambas as microglia, a
prejudicial (M1) e a benéfica (M2) séo fendtipos presentes apds o acidente vascular
cerebral (HU et al., 2012). E possivel que o extrato da planta contenha compostos
com propriedades imunomoduladoras, induzindo assim uma mudanca em direcdo a
um fendtipo M2 preferencialmente no ambiente isquémico. Além disso, os e efeitos
neuroprotetores de Cissus verticillata podem estar relacionados com a sua atividade
antioxidante e a presenca de compostos fendlicos em sua composi¢cdo quimica
(BESERRA et al., 2016; GARCIA et al., 2000; QUILEZ et al., 2004).

O extrato da planta aumentou os efeitos anti-inflamatérios e atividade
antioxidante, indicando um potencial agente neuroprotetor, considerando que o
estresse oxidativo e exacerbacdo da inflamacg&o séo os principais componentes da
fisiopatologia no acidente vascular cerebral (GOMES-LEAL, 2012; MOSKOWITZ et
al., 2010).
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A ativacdo dos astrécitos € considerado uma das func¢des benéficas apds o
acidente vascular encefalico e outros distirbios neurais (BARRETO et al., 2011,
BUFFO et al., 2010), representa um fator determinante apds a o AVE isquémico
(PEKNY, MILOS et al.,, 2018). Os astrocitos contribuem para a migracdo de
neuroblastos para o estriado apés o AVE, liberando o fator-1a derivado do estroma
(SDF-1) e proteina 1 quimiotatica de monécitos (MCP-1) (THORED et al., 2006; YAN
et al., 2006). Os astrocitos reativos sdo neuroprotetores na fase aguda da leséo, no
entanto, na fase pos aguda até a fase crbnica eles atuam como reguladores positivos
e negativos da plasticidade neural, incluindo geragdo de novos neurdnios,
brotamentos de ax6nios e controle do nimero e da funcéo das sinapses, todas essas
caractericas podem ser associadas a melhoria do resultado funcional (PEKNY, MILOS
et al., 2018).

Em estudos anteriores publicados pelo grupo do Laboratério de
Neuroprotecdo e Neurorregeneracdo Experimental do instituto de ciéncias biologicas
da Universidade Federal do Par4, foi publicado evidéncias de que os extratos obtidos
a partir de plantas da regido amazodnica e extraidas pelo método supercritico
possuem consideraveis efeitos anti-inflamatorios e neuroprotetores em modelos
experimentais de excitotoxicidade, observou-se que o 6leo resina de copaiba possui
um efeito anti-inflamatério e neuroprotetor para modelo de lesdo isquémica
excitotéxica com NMDA no encéfalo em animais experimentais, caracterizada por uma
diminuicao do infiltrado inflamatorio de células mononucleares, cavitacao tecidual e
reducdo de microglia e/ou macrofagos ativados apés quatro dias de administracao do
extrato, reducdo de neutrdéfilos, infiltrado de células polimorfonucleares e perda
tecidual apés um dia da aplicacédo do extrato (BOTELHO et al., 2015; GUIMARAES-
SANTOS et al.,, 2012), em acidente vascular cerebral (BOTELHO et al., 2014) e
diminuicdo da cavitacdo tecidual e reducdo do recrutamento de células
mononucleares sete dias apods a lesédo isquémica (SALAZAR et al., 2018).

No presente estudo apresentamos novas informacfes sobre o0s potenciais
efeitos anti-inflamatérios e neuroprotetores de Cissus verticillata. A reducéo
exacerbada da resposta inflamatdria no sistema nervoso central € de importancia
consideravel, como se acredita, que este fenbmeno patologico possa contribuir para

a lesdo do tecido, embora também pode induzir neuroprote¢do (GOMES-LEAL, 2012).
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5 CONCLUSAO

O tratamento com o extrato de Cissus verticillata extraido com o método
supercritico, na concentracdo de dose 100 mg/kg em animais com isquemia focal
induzida por micro inje¢des de endotelina 1, diminui significativamente o recrutamento
de neutrofilos e/ou células polimorfonucleares para o cOrtex motor de ratos adultos
apos a lesédo isquémica. O tratamento destes animais com sete doses diarias do
extrato diminuiu em cerca de 31% a ativacdo de microglia/macréfago no modelo
experimental proposto, também foi percebida a ativacdo de astrécitos no centro da
leséo e area periférica e 0 aumento de cerca de 17% do numero de neurbnios na area
de leséo. Os efeitos anti-inflamatérios foram associados a conspicua neuroprotecao,
evidenciada pela diminuicéo da perda tecidual e a preservacao de neurdnios no centro
da lesdo como também na sua periferia. O extrato da planta possui componentes
ativos, como compostos fendlicos, flavonoides, terpenos, esteroides, acidos graxos e
propriedades antioxidantes que contribuem para a atividade neuroprotetora.

Os efeitos do tratamento com extrato de cipd pucd, com diferentes
concentracdes e tempos de sobrevida, sobre outras células inflamatérias, a exemplo
de linfocitos, bem como os eventos moleculares envolvidos, devem ser investigados
em estudos futuros para a compreensdo dos mecanismos sinérgicos de acao da

planta no sistema nervoso central lesionado.
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