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EFEITOS ANTI-INFLAMATORIOS E NEUROPROTETORES DO EXTRATO DE
GERGELIM (Sesamum indicum L.) EM UM MODELO EXPERIMENTAL DE LESAO
AGUDA DA MEDULA ESPINHAL DE RATOS

A medula espinhal é o componente do sistema nervoso central (SNC) com funcdes
cruciais para o estabelecimento da locomocdo, habilidades motoras, somestesia e controle
autondmico. LesBes medulares estdo entre as condigdes patoldgicas mais graves e mais
debilitantes a sadde humana, com grande incidéncia em todas as regides do mundo. A
reproducdo dos diferentes tipos de lesdo da medula espinhal (ME) em animais de
experimentacao e o entendimento de sua fisiopatologia, bem como a busca de tratamentos
que minimizem os danos neuroldgicos e estimulem a recuperacdo morfofuncional do
individuo afetado sdo temas de grande relevancia cientifica e clinica. Neste estudo,
investigamos 0s possiveis efeitos neuroprotetores e/ou anti-inflamatdrios do extrato
supercritico de gergelim (Sesamun indicum L.) em tempos agudos apoOs lesdo
experimental da medula espinhal (ME) de ratos adultos. Ratos machos adultos foram
submetidos a hemisseccdo da ME em uma mesa estabilizadora em nivel de T8. Os grupos
controle e sham (falso operado) foram tratados com tween a 5% (veiculo) e o grupo
tratado recebeu injecdes intraperitoneais de extrato de gergelim (150 mg/kg divido em
duas doses diarias) em tempos agudos e sub-agudos de sobrevida apds a lesdo (1, 3e 7
dias). Foram obtidas secc¢des de 20 um da ME com auxilio do um criostato. Estas se¢fes
foram coradas com azul de metileno, hematoxilina-eosina (HE), tricromico de gomori,
violeta de cresila e imunomarcadas por anticorpos especificos para a identificacdo de
neutréfilos (anti-MBS-1) e micrdglia (anti-ED1). Avaliou-se a for¢ca muscular por
registro eletromiografico realizados nos animais controle e tratados com gergelim, 1 e 7
dias apos o trauma da ME. Os animais controle apresentaram cavitacdo progressiva da
ME concomitante com recrutamento de neutrofilos e ativagdo microglial/macrofagica. O
tratamento com extrato de gergelim induziu preservagdo tecidual e diminuicdo
consideravel do recrutamento de neutrofilos nos tempos de 1 e 3 dias apos a indugéo da
lesdo experimental, o que foi confirmado por analise quantitativa (p<0.05). O tratamento
com gergelim também diminuiu a ativacdo microglial/macrofagica no tempo de 7 dias
apos a lesdo (P<0.05). Os registros eletromiograficos revelaram que o tratamento com
gergelim induziu cerca de 50% de recuperacédo da forca muscular em relagdo aos animais
controle. Os resultados sugerem que o extrato de sementes de gergelim preto é anti-
inflamatorio, neuroprotetor e induz recuperagdo da forca muscular em ratos adultos
submetidos a trauma experimental da medula espinhal. Estudos futuros devem confirmar
que fitoterpicos a base de gergelim podem ser usados como possiveis agentes
neuroprotetores para tratamento da lesdo da medula espinhal humana.

Palavras chave: Lesdo medular; neuroprotecdo; extrato de gergelim; neuroinflamagéo



NEUROPROTECTIVE AND ANTI-INFLAMMATORY EFFECTS OF GERGELIM
(Sesamum indicum L) EXTRACT IN AN EXPERIMENTAL MODEL OF ACUTE SPINAL
CORD INJURY IN RATS

The spinal cord is a component of central nervous system (CNS) with crucial functions
for locomotion, motor skills, somatosensory and authonomic control. Spinal injuries are
among the more serious and debilitating pathological conditions to human health with
large worldwide. The use of experimental models of spinal cord injury (SCI) is pivotal to
understandthe SCI pathophysiology as well as search for treatments to minimize the
neurological deficits and improve functional recovery. In this work, we aimed to
investigate the neuroprotective and anti-inflammatory effects of supercritical gergelim
(Sesamum indicum L.) extract in the acute phase of SCI in adult rats. Male Adult rats were
submitted to spinal cord (SC) hemissection at T8. The sham (non lesioned) and control
animals were treated with 5% tween(veicle), while treated animals received
intraperitoneal (i.p) injections of Gergelim extract (150 mg/kg divided in two doses per
day). Animals were allowed to recovery and were perfused at 1, 3 and 7 days post-lesion.
20 um sections were obtained using a cryostat and stained with methylen blue,
hematoxylin-eosin (HE), trichromic of Gomori and cresyl violet for gross histopathology.
In addition, sections were immunolabeled with specific antibodies against neutrophils
(anti-MBS-1) and activated microglia/macrophages (anti-ED1). The muscle force was
assessed through electromiographic records performed in both control and treated animals
at 1 and 7 days postlesion. The control animals presented progressive SC cavitation
concomitant with neutrophil recruitment and microglia/macrophage activation. The
treatment with gergelim extract induced tissue preservation and considerable decrease of
neutrophil recruitment at 1 and 3 days, which was confirmed by quantitative analysis
(ANOVA-Tukey, p<0.05). The gergelim treatment also decreased the
microglia/macrophage activation at 7 days (ANOVA-Tukey, p<0.05). The
electromiographic records revealed that the gergelim treatment improved the muscular
force in about 50% compared to control animals. The results suggest that black gergelim
seed extract is anti-inflammatory, neuroprotective and induces muscle force recovery in
adults rats submitted to acute SCI. Future studies should confirm that a phytotherapic
obtained from black sesame extract can be used as possible neuroprotective agent for
human SCI.

Key words: spinal cord injury, neuroprotection, gergelim extract, neuroinflammation.
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1- INTRODUCAO
1.1 ASPECTOS MORFOFUNCIONAIS DA MEDULA ESPINHAL

De uma maneira geral o sistema nervoso humano é dividido em central e
periférico. A medula espinhal e o encéfalo formam o sistema nervoso central (SNC). O
sistema nervoso periférico (SNP) é formado pelos nervos periféricos e os ganglios.
Anatomicamente a medula espinhal é constituida de substdncia branca (SB),
externamente e de substancia cinzenta (SC) na porcdo mais central, formando uma
espécie de um “H” quando seccionada transversalmente (Fig. 1). A SC medular apresenta
duas regiGes funcionalmente distintas, 0s 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 (MARTIN,

2003).

Q, . Colunadorsal
- Comodorsal

_-Coluna Lateral

Canal central

~ Como ventral

Coluna anterior

Fig. 1. Seccdo transversal da medula espinhal com coloragéo para mielina. As trés partes
da SB (coluna ventral, lateral e dorsal), assim como os cornos da SC (anterior e posterior)

estdo distintos. Adaptado de Martin (2003).
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Histologicamente, a medula espinhal possui os tipos celulares caracteristicos do
sistema nervoso: neurénios e células da glia. No entanto, a organizacédo e distribuicéo
destas células e grupos celulares sdo diferentes de acordo com o local do sistema
(MACHADO, 2005). As células da glia (neuroglia) abrangem cerca de 90% de todo
tecido nervoso, auxiliam no suporte e na arquitetura do tecido, assim como, fornecem
suporte funcional ao neurénio (HE e SUN, 2007). As células da glia sdo classificadas em:

macroglia (astrocitos, oligodendrocitos e células ependimérias) 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 modificacéo
do seu potencial, nestes casos sdo chamados de astrocitos reativos (BURDA et al., 2016).
Possuem um importante papel na manutencdo da &gua e do fluxo sanguineo para o

funcionamento do neur6nio (RANSOM et al., 2003).

Oligodendrdcitos estdo relacionados aos mecanismos de producdo da bainha de
mielina para os neurdnios. A perda destas células pode causar desmielinizacao 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
oligodendrdcito progenitor, o qual estaria ligado aos processos de formacdo de novos

oligodendrdcitos (FERNANDEZ-CASTANEDA e GAULTIER, 2016).

As células ependimarias comp8em 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 nédo €
apenas um “forro” neuroepitelial inerte, esta associada a regulagdo do transporte de ions,

de pequenas moléculas e de agua entre o liquido cerebroespinhal e o parénquima nervoso.
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Atua como uma barreira funcional a fim de proteger o tecido contra a acao de patdgenos
(HAUWEL et al., 2005). Muitos estudos associam as células ependimérias dos
ventriculos laterais com a producdo de células tronco no cérebro adulto, em situacGes

patologicas (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 primaria a infecgdo e sdo responsaveis por iniciar o
processo inflamatério (CHERRY et al., 2014). As células da microglia 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; GLASS et al., 2010; NIMMERJAHN et al., 2005), além de
participar ativamente do processo inflamatério (GOMES-LEAL, 2012). As células da
micrdglia respondem a danos ao SNC, com ac¢fes 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, vado funcionar como células apresentadoras de antigenos, interagindo com
linfécitos T que atravessam a barreira hematoencefalica e penetram no SNC (MATUTE,
2010).

1.2 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DAS LESOES NA MEDULA ESPINHAL

Lesdes medulares sdo responsaveis por danos neuroldgicos permanentes que variam
de pequenos déficits até quadros mais graves como paraplegia, tetraplegia e até morte. As
lesdes da medula espinhal (LME) destacam-se entre as maiores causas de incapacidades

funcionais e morte ap6s trauma em diversas regides do mundo (NORENBERG et al.,
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2004; SONNTAG e VOLMER, 2004). O numero de pessoas vivas nos Estados Unidos
com LME até 2007 esté estimado em aproximadamente 255.702 (NSCISC e CENTER,
2008). O entendimento da incidéncia e prevaléncia dos traumas da medula espinhal é
importante por causa das suas consequéncias pessoais, psicologicas e socio-econdémicas
a curto, médio e longo prazo aos individuos lesados (WYNDAELE e WYNDAELE,
2006). Os pacientes com LME representam um custo alto para o sistema de satde, ndo
apenas na fase aguda, mas também nos primeiros anos apos a lesdo, geralmente por
problemas secundérios a lesdo medular como internagdes por infecgdes urinarias e Ulceras
de decubito, servicos de assisténcia, além de acompanhamento psicoldgico (DRYDEN et

al., 2004).

No Brasil, poucos estudos mostraram o real cenario da incidéncia das LME, no
entanto, estima-se que ocorram, por ano, cerca de 10.000 novos casos de lesdes
medulares, sendo o trauma a causa predominante com um indice médio de 71 novos casos
por milh&o de habitantes/ano (MASINI, 2000; 2001). Estes resultados superam a maioria
dos dados estatisticos publicados por outros paises em relacdo a incidéncia de lesdes
medulares que é por volta de 40 novos casos por milhdo de habitantes/ano (BLUMER e
QUINE, 1995). Em relagdo ao género, a incidéncia € maior em homens que em mulheres
(CAMPOS et al., 2008; ZANINELLI et al., 2005), sendo a faixa etaria mais atingida entre
os homens de 21 a 30 anos (CAMPOS et al., 2008; FREITAS, 1990; MASINI et al., 1995;
MCKINLEY et al., 1999) e entre as mulheres antes dos 30 anos (BOTELHO, R. V. et al.,
2001). Dentre as principais causas de lesdes medulares estdo: quedas (40%), acidentes
automobilisticos (25%), ferimento por armas de fogo (7%), mergulhos em aguas rasas
(3%) e agressdes (2%) (CAMPOS et al., 2008). Estudos prévios sao bastante discrepantes
em relacgdo as causas de LME (BARROS FILHO et al., 1990; CARODOZO-GONZALES

et al., 2001).
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1.3 FISIOPATOLOGIA DAS LESOES DA MEDULA ESPINHAL

A classificacdo das lesdes medulares em relacdo ao segmento acometido € feita
de duas maneiras: cervicais e toracolombares, sendo as lesdes cervicais encontradas com
maior prevaléncia na literatura (FRANKEL et al., 1969; KANNUS et al., 2000; MELLO
etal., 2004; VAN ASBECK et al., 2000), mesmo que em outros estudos o contrario tenha
sido sugerido (CAMPOS et al., 2008; SPOSITO et al., 1986). Les6es medulares graves
(cervicais) em que h& maior risco de invalidez ocorrem em individuos jovens que
representam forca de trabalho significante da sociedade, elevando, portanto, os gastos
publicos no suporte a tais vitimas (BARSS et al., 2008; DEFINO et al., 2000).

Trabalhos anteriores (BUNGE et al.,, 1993; NORENBERG et al.,, 2004)
apresentaram uma classificacdo geral paraas LME em humanos, como mostrado na tabela
1.

Tabela 1. Classificacdo das LME em relacdo as incidéncias e suas caracteristicas (BUNGE et al.,
1993; NORENBERG et al., 2004).

Tipo de lesdo Incidéncia de casos (%) Caracteristicas
Lesdo Medular Solida 10 Anatomicamente
normal, porém,
apresenta alteracOes
histoldgicas
importantes.
Contusédo/Cavitacéo 49 Apresenta  areas de

hemorragia e necrose no
parénquima medular.

Laceracao 21 Tipica descontinuidade
anatomica da medula,
provocada por corte.

Compressao macica 20 Maceragdo da medula
espinhal de diversos
graus.
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Estudos recentes apontam que o0s modelos experimentais para LME tém
melhorado o conhecimento da fisiopatologia destas lesdes e proporcionado oportunidades
para buscar estratégias terapéuticas in vivo (SU et al., 2015). Importantes metodologias
para reproducdo de LME tém sido desenvolvidas utilizando pequenos animais como

modelo experimental, principalmente ratos (MARQUES et al., 2009).

Ensaios clinicos na area da neuropatologia tém determinado critérios para a

classificagdo temporal das LME, em trés fases: aguda, subaguda e tardia.
Fase Aguda

O trauma raquimedular agudo € comumente dividido em primario e secundario.
Danos primarios advém da lesdo inicial a coluna vertebral e sdo caracterizados pela
destruicdo do tecido. Ap0s a lesdo primaria, a medula espinhal sofre uma sequéncia de
modificacGes patoldgicas progressivas (danos secundarios) incluindo hemorragias,
edemas, necrose neuronal, fragmentacéo axonal, desmielinizagdo e formacéo de vacuolos
(GOMES-LEAL et al., 2002; JOAKIM et al., 2010; KAYSER et al., 1996). Os primeiros
eventos fisiopatoldgicos induzem a despolarizacdo da membrana, consequentemente
abertura de canais i0nicos dependentes de voltagem (Na, K, Ca), os quais levam a
liberacdo de uma variedade de neurotransmissores, dente eles o glutamato, o qual pode
provocar a abertura de canais idnicos em receptores de glutamato (N-metil-D-Aspartato
- NMDA, a-amino-3-hidroxil-5-metil-4-isoxazolpropidnico - AMPA,...), causando varias
consequéncias, dentre elas o acimulo de Ca?" no meio intracelular, o que inicia uma
cadeia de efeitos danosos como disfuncdo mitocondrial, 0 que leva a falhas no
metabolismo energético além de acimulo de lactato, ativacdo da sintese de dxido nitrico
mitocondrial e citoplasmatico, ativacdo de fosfolipase Az, levando a vasoconstricédo e

agregacao de leucdcitos polimorfonucleares e entrada de macréfagos, a peroxidacdo
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lipidica, resultante da reacdo do radical superoxido com éxido nitrico durante a disfuncéo
mitocondrial, € o mecanismo chave para o rompimento da membrana celular
(BRAUGHLER e HALL, 1989; HALL e BRAUGHLER, 1993; HALL e SPRINGER,
2004). Até 30 minutos apos a lesdo medular ocorrem pequenas hemorragias nos espagos
perivasculares e mudancas nos padrdes axonais, 1 hora ap6s a lesdo pode-se observar
danos na regido da substancia cinzenta (SC), a substancia branca (SB) se separa da SC no
centro necrdtico, como consequéncia, ocorre a formagdo de edema espongiforme
(CARLSON e GORDEN, 2002). Estudos prévios fizeram a descrigdo desses vacuolos
utilizando microscopia eletronica de transmissdo ap06s lesdo excitotoxica (NMDA) na

medula espinhal de ratos machos adultos 3 dias ap6s a lesdo (GOMES-LEAL et al., 2004).

O acimulo de organelas como mitocondrias, lisossomos e neurofilamentos
incluindo a proteina precursora de beta amildide (BAPP) além de edema s&o as principais
caracteristicas fisiopatologicas das lesdes axonais da SB quatro horas ap6s a lesdo
priméria (GENTLEMAN et al., 1993). Em cerca de 8 horas apés a lesdo medular, o dano,
que inicialmente era mais evidente na SC, atinge a SB, células gliais parecem estar

afetadas da mesma maneira a esse ponto (BRUCE et al., 2000).

O mecanismo de auto regulacdo do fluxo sanguineo na medula espinhal apos a
lesdo traumatica aguda é danificado (SENTER e VENES, 1979). Em circunstancias
normais a medula espinhal autorregula o fluxo sanguineo em uma faixa de pressao
semelhante a do cérebro (50-130 mm/Hg) (MARCUS et al., 1977). Com a perda da auto
regulagdo, o fluxo sanguineo regional nas extremidades dos capilares se torna
passivamente dependente da pressdo sanguinea decorrente da circulacdo arterial
sistémica, 0s vaso espasmos promovem aumento do acumulo de neurotransmissores
(noradrenalina, dopamina, serotonina, dentre outros), o que pode restringir ainda mais o

fluxo sanguineo e comprometer a chegada de oxigénio ao ambiente isquémico. (FADEN
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et al., 1981). E estabelecido que ap6s trauma da medula espinhal, o aumento do fluxo

sanguineo ocorre primeiro na SB e depois na SC (SCHWAB e BARTHOLDI, 1996).

As alteracbes bioguimicas relacionadas a LME baseiam-se principalmente no
fluxo ibnico através da membrana das células neuronais, aumentando a concentragéo de
sodio e calcio no meio intracelular. Esse desequilibrio no interior da célula resulta em
acidose intracelular e morte celular por edema citotoxico. Um aumento do célcio
intracelular pode levar a formacdo de radicais livres pela célula, substancia que pode
lesionar ou mesmo destruir a membrana celular, favorecendo assim a agregacdo de
plaquetas, vaso espasmos, e liberacdo de enzimas lisossomais (ANDERSON, 1992;
BRAUGHLER e HALL, 1992; BRAUGHLER et al., 1985; BRAUGHLER et al., 1987;

HALL e BRAUGHLER, 1993; HALL et al., 1992).
Fase Subaguda

A fase subaguda é caracterizada, principalmente, pelo inicio da resposta
inflamatoria com ativagéo microglial e astrocitaria, recrutamento de neutrofilos, células
de Schwann, meningeas e fibroblastos (GOMES-LEAL et al., 2005; SCHNELL et al.,
1999). As células de Schwann migram para a area de lesdo assim como celulas meningeas
e fibroblastos durante a LME (FAWCETT e ASHER, 1999; LI, Y. et al., 1999b;
SCHWAB e BARTHOLDI, 1996). Dentre as diversas tentativas promovidas pelo sistema
nervoso a fim de atenuar os danos promovidos pela lesdo medular esta a indugdo da
remielinizacdo, que pode estar relacionada a migragéo das células de Schwann do sistema
nervoso periférico para o centro da lesdo no SNC, ja que estas produzem mielina para 0s
axonios dos nervos (KAKULAS, 1999). Os fibroblastos estdo envolvidos nos

mecanismos de cicatrizacdo das estruturas ndo neurais (ECLANCHER et al., 1996), além
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da liberacéo de citocinas envolvidas na estimulacéo do processo de neovascularizacéo do

parénquima medular lesado (LOY et al., 2002).

Fase Tardia

A fase tardia ocorre ap6s semanas ou meses desde a lesdo medular primaria. Nesta
fase o processo inflamatorio ja cessou. Neste periodo, ocorre o0 aparecimento de uma
cavidade marcando o sitio da lesdo primaria. Duas semanas ap6s a lesdo ocorre 0
aparecimento da cicatriz glial, constituida por proliferacdo de astrdcitos e/ou celulas do
mesoderma (FAWCETT e ASHER, 1999). A degeneracdo da SB é um evento importante
a ser observado na fase tardia da LME. Alguns estudos demonstraram danos a SB na fase
crbnica tanto provocados por LME quanto por doencas degenerativas, demonstrando
ainda que a desmielinizacéo se inicia logo apds a lesdo primaria e atinge um pico por
volta de duas semanas depois (BLIGHT, 1985; YAMAURA et al., 2002). Outros estudos
com microscopia eletrdnica de transmissao revelam que a desmielinizacao na fase tardia
da LME néo, necessariamente, provoca o rompimento do axénio envolvido, sendo este
relacionado diretamente ao trauma fisico inicial (ANTHES et al.,, 1995). As
desmielinizacdes na fase secundaria da LME podem estar relacionadas a mecanismos
excitotoxicos devido a presenca de receptores de NMDA na SB e em células da glia
(astrocitos e oligodendrocitos). Estes receptores poderiam ser ativados por concentraces
patoldgicas de glutamato no meio extracelular, lesando a bainha de mielina, mas ndo
diretamente os axénios (GARCIA-BARCINA e MATUTE, 1998; GOMES-LEAL et al.,

2005; MATUTE et al., 2001).

Alguns estudos sugerem que a desmielinizagdo mais grave pode apresentar uma
prevaléncia maior em alguns pontos da SB da medula espinhal, apesar de estar presente

nos trés funiculos (ventral, dorsal e lateral), sendo que o lateral parece estar mais
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vulneravel a desmielinizacdo e perda axonal (HAYES e KAKULAS, 1997). A figura 2
revela as caracteristicas mais marcantes entre os mecanismos fisiopatoldgicos ocorridos

na fase aguda e na fase cronica das LME.

Fig. 2. Desenho esquematico da lesdo primaria (& esquerda) e lesdo tardia (a direita). A
esquerda: 1. Impacto, 2. Axénios lesionados, 3. Contusdo axonal, 4. Influxo de células
inflamatdrias. A direita: 1. Centro da cavidade, 2. Cicatriz tecidual, 3. Inibicdo de
regeneracdo axonal, 4. Desmielinizacdo, 5. Retracdo axonal, 6. Influxo de células
inflamatorias. Figura adaptada (RONSYN et al., 2008).



25

1.4 ALTERACOES VASCULARES

Durante a producdo do dano primario, a microvasculatura da regido medular afetada
é rompida, levando ao surgimento imediato de petéquias hemorragicas e trombose
intravascular, com subsequentes alteragbes vasomotoras (vaso espasmos) e edema,

resultando em isquemia tecidual (KOYANAGI et al., 1993).

A SC ¢ a regido medular primeiramente e mais afetada pelo desequilibrio vascular
das LME, fato possivelmente explicado pela alta demanda metabdlica dos corpos dos
neurdnios além da perda de mecanismos auto reguladores do controle hemodinamico.
Este fato ocasiona uma reperfusdo vascular na regido isquémica, o0 que pode promover
um acumulo de radicais livres derivados de oxigénio, aumentando assim a lesdo

secundaria (KWON et al., 2004).
1.5 EXCITOTOXICIDADE

Excitotoxicidade é o termo utilizado para se referir @ morte celular mediada,
principalmente, por glutamato. (OLNEY, 1990). O aminoacido L-glutamato é
considerado o principal mediador de sinais excitatorios no SNC dos mamiferos e é
envolvido com fungdes cerebrais normais como cogni¢cdo, memoria e aprendizagem
(FONNUM, 1984; HEADLEY e GRILLNER, 1990). Este aminoacido excitatorio se liga
a trés principais tipos de receptores ionotropicos pds-sinapticos: NMDA, Cainato e
AMPA, além de receptores metabotrépicos envolvendo a participagdo da proteina G

(CONN e PIN, 1997).

O glutamato apresenta uma maior concentragdo no meio intracelular, entretanto, sua
presenca no meio extracelular e na fenda sindptica é rigorosamente controlada por
importantes mecanismos envolvendo enzimas e transportadores deste aminoéacido em

neurdnios e células da glia (DANBOLT, 2001). Em algumas condicGes patolégicas no
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sistema nervoso, incluindo as LME, estes mecanismos falham em manter as
concentracOes de glutamato no meio extracelular, elevando assim seus niveis em relagdo
as condigdes fisiologicas, o que ird induzir morte celular por excitotoxicidade
(MELDRUM, 2000). As lesbes neuronais provocadas pelo aumento da concentracéo de
glutamato apresentam dois padrdes dependendo da fase em que sdo desencadeadas: a
lesdo inicial caracterizada por edema, alguns minutos ap6s a lesdo neuronal (mediada pela
presenca de Na* e CI), e a leséo tardia caracterizada por morte neuronal algumas horas
apés a lesdo (dependente de Ca*™™) (CHOI, 1985). Na SB da ME os receptores
AMPA/cainato podem ser mais importantes que os de NMDA como mediadores de morte
neuronal (AGRAWAL e FEHLINGS, 1996; AGRAWAL et al., 1998; LI, S. et al.,

1999a).
1.6 PEROXIDACAO LIPIDICA

Um dos principais mecanismos secundarios apos LME é o ataque de radicais livres a
membrana celular, um mecanismo prejudicial que promove alteracdo de todos os
componentes celulares incluindo acidos graxos insaturados por processos de peroxidacédo
lipidica (HALL e BRAUGHLER, 1989; SUN, 1990). O SNC é especialmente sensivel a
radicais livres devido a alta taxa metabdlica, altos niveis de lipidios polinsaturados, além
de seu relativamente baixo nivel de sistema protetor. No entanto, a atividade de enzimas
antioxidantes é baixa em comparagdo com a de outros tecidos corporais (ASPBERG e

TOTTMAR, 1994).

Apos a lesdo da SC, radicais livres sdo parcialmente gerados por células inflamatorias
presentes na area da lesdo pos-trauma. Estas células inflamatorias liberam nitrogénio

reativo e espécies intermedidrias derivadas de oxigénio (POPOVICH et al., 1997).
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1.7 MORTE CELULAR

Os mecanismos de morte celular podem estar relacionados tanto aos danos primarios
guanto aos secundarios nas LME, sendo representados, morfologicamente, por duas vias
distintas: necrose e apoptose. A morte celular por necrose ocorre por ruptura mecanica da
célula, ou mesmo por dano celular que pode ocorrer passivamente durante a cascata de
alteracBGes secundarias, j& a morte celular por apoptose é considerada fisioldgica ou
programada que parece ser uma resposta ativada por indugdo celular a um estimulo
especifico (ABRAMS et al., 1993; LEE et al., 2004). A participacdo de enzimas
conhecidas como caspases promovem a clivagem de proteinas nucleares e do
citoesqueleto levando a célula a ser decomposta durante a apoptose (KWON et al., 2004).
Evitar mortes celulares por necrose é improvavel, ja que o impacto mecanico atinge
diretamente a estrutura celular, entretanto, as células da penumbra, as quais ndo sao
diretamente lesadas, estdo sujeitas a apoptose por mecanismos secundarios de lesdo
(KWON et al., 2004). O influxo excessivo de Ca** é um evento determinante para a morte
celular mediada por concentragdes de glutamato e seus agonistas (MELDRUM, 2000;

2002).

1.8 RESPOSTA INFLAMATORIA

O sistema imune tanto em tecidos neurais como em ndo neurais, possui
componentes inatos e especificos. Em termos gerais, denomina-se imunidade inata a um
grupo de respostas estereotipadas que constituem a primeira linha de defesa contra
agentes lesivos. Este tipo de imunidade ndo possui especificidade ou capacidade de
memdria. Denomina-se imunidade especifica a um grupo de respostas imunes especificas
para um determinado antigeno com capacidade de memoria (ABBAS e JANEWAY,

2000; JADIDI-NIARAGH e MIRSHAFIEY, 2010).
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Dotada de uma grande variedade de receptores imunoldgicos, tais como: receptores
toll-like, NOD, NOD-like. Estas células possuem a capacidade de reconhecer estimulos
maléficos e produzir citocinas inflamatorias, incluindo: fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), interleucina 1 beta (IL-1p), interleucina 6 (IL-6), interferon gama (INF-y), as
quais sdo importantes mediadores inflamatérios (BOCHE et al., 2013; RANSOHOFF e

PERRY, 2009; RANSOHOFF e BROWN, 2012).

Entender o papel especifico da micrdglia ao longo do curso da inflamagéo do sistema
nervoso exige o conhecimento dos seus fendtipos. Fenotipicamente, a microglia é
classificada em tipo M1 e tipo M2 (GENSEL et al., 2009; GOMES-LEAL, 2012;
KIGERL et al.,, 2009), os quais estdo, respectivamente, associados a eventos de
citotoxicidade e resposta inflamatédria, enquanto que o segundo fendtipo é reconhecido
pelo papel benéfico apds condigdes patoldgicas, podendo ainda ser subdivida em M2a,
envolvida em reparo e regeneragdo, M2b imunoreguladora e ainda a M2c, relacionada a
desativacdo especifica (CHHOR et al., 2013; GENSEL e ZHANG, 2015; HU, X. et al.,

2012).

Os componentes celulares do sistema imune inato sdo os fagdcitos, tais como
macrdfagos e neutréfilos, e para o sistema imune especifico sdo os linfocitos. Além de
ser a primeira linha de defesa do organismo contra agentes lesivos, o sistema imune inato
possui outras fungdes importantes. Este sistema age em sinergismo com o sistema imune
especifico contribuindo para a inducdo de seus componentes e, a0 mesmo tempo, sendo
aperfeicoado por ele. Por exemplo, macréfagos podem sintetizar e liberar citocinas em
resposta a um estimulo lesivo, os quais induzem ativacdo de linfécitos. Linfécitos, por
sua vez, podem liberar moléculas que podem ativar mais macréfagos. A opsonizagéo de
patdgenos por proteinas do complemento (componentes humorais do sistema inato) pode

induzir a sintese de anticorpos pelos linfocitos B (ABBAS e JANEWAY, 2000).
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No SNC, interagOes similares ocorrem entre os componentes dos dois tipos de
sistema imune (MATYSZAK, 1998). Como mencionado anteriormente, acredita-se que
alguns componentes celulares da resposta inflamatéria podem contribuir para o0 aumento
da area de lesdo secundéaria apds lesdo do SNC (BLIGHT, 1992; 1994; BLIGHT e
ZIMBER, 2001; POPOVICH et al., 1999).

O processo inflamatorio no restante do corpo ocorre quando as células da
imunidade inata identificam o patégeno natural (virus, bactéria, fungo, protozoario) e
ativam os linfdcitos t através de mediadores quimicos, os quais se dirigem ao local onde
se encontra o agente agressor (OYOSHI ET AL., 2011). No sistema nervoso as células
dendriticas sdo encontradas na regido das meninges, no plexo coroide, liquido cérebro-
espinhal e na barreira hemato-encefalica, as quais sdo de origem hematogénica
(PRODINGER ET AL., 2011), assim, uma vez que a micréglia detecta a presenca de uma
substancia potencialmente maléfica, ela € ativada, assim como os macrofagos, a microglia
participa diretamente do processo inflamatdrio, a fim de proteger o sistema nervoso
(CHERRY ET AL., 2014).

A tabela 2 demonstra uma relacéo de das alteracGes descritas com a fase da lesao

e suas caracteristicas.
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Tabela 2. AlteracOes, fases da lesdo e caracteristicas e consequéncias das LME.

Alteracéo Fase da Lesdo Caracteristicas/Consequéncias
Alterac6es Vasculares Primaria/Secundaria Hemorragia, Vvaso espasmo,
trombose, rompimento  da

barreira hematoencefélica,

infiltrado de celulas

inflamatorias, edema, necrose e
isquemia (BAREYRE e
SCHWAB, 2003; SILVA, N. A.

et al., 2014).
Formacdo de radicais Secundaria Reducdo do fluxo sanguineo
livres e peroxidagéo para a medula espinhal, edema,
lipidica resposta inflamatoria e perda de

fungdo neuronal (HALL e
BRAUGHLER, 1982).
Quebra do equilibrio Primaria/Secundaria  Morte celular (STYS, 1998).
ionico de K*, Na* e
Ca?*

Excitotoxicidade Primaria/Secundaria Morte celular pelo aumento da
estimulacdo  de  receptores
excitatorios (glutamato) (LIU et
al.,, 1999; MCADOO et al.,
1999).

Apoptose Secundaria Morte celular programada de
neuronios, oligodendraocitos,
micrdglia e, talvez, astrocitos.
Leva a desmielinizacdo e danos
aos tratos medulares (BEATTIE
et al., 2000; SILVA, N. A. etal.,
2014).

Resposta Inflamatoria Primaria/Secundaria ~ Aumento de citocinas e espécie
reativa de oxigénio (ERO) em
decorréncia do infiltrado de
leucocitos, aumentando a
inflamagdo e lesionando o
sistema nervoso (DONNELLY e
POPOVICH, 2008).

Algumas drogas e fitoterapicos tém sido testadas, inclusive algumas em humanos,
com o objetivo de minimizar os efeitos das lesdes secundarias no tecido nervoso,

proporcionando neuroprotecdo, tais como: metilprednisolona, gangliosidose GML1,
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hormonio liberador de tireotropina, nimodipina, gaciclidina, estrogénio e minociclina

(LAJTHA, 2009).

1.9 TRATAMENTO FARMACOLOGICO PARA LME

A busca por um tratamento farmacologico adequado capaz de minimizar os danos
neurodegenerativos provocados pela LME tem sido um desafio para os cuidados a satde
em decorréncia dos prejuizos primarios e secundarios provocados pela lesdo
(NASIRINEZHAD et al., 2015). Os glicocorticoides esteroidais, principalmente a
metilprednisolona, comecaram a ser utilizados para o tratamento clinico de pacientes com
LME desde a década de 1970 (ALBAYRAK et al., 2015). Este farmaco tem sido
associado aos tratamentos para humanos e animais acometidos por LME em decorréncia
dos seus efeitos neuroprotetores (BRACKEN, 1992). A utilizacdo deste alopatico em
altas doses desencadeia uma série de fatores no sistema nervoso, 0s quais interromperam
alguns eventos neurodegenerativos durante as lesdes primarias e secundarias da LME,
como: inibicdo da isquemia pos traumatica, atenuacdo da permeabilidade vascular,
diminuicdo da resposta inflamatoria, recuperacdo neuroldgica, suporte energético
aerdbico e acdo antioxidante (BEHRMANN et al., 1994; FAROOQUE et al., 1996;
HOLTZ et al., 1990; XU et al., 1992; XU et al., 2001). Entretanto, esse tratamento
apresenta limitacOes, pois prioriza os cuidados de suporte decorrentes dos mecanismos

complexos da LME (NASIRINEZHAD et al., 2015).

Outros farmacos tém sido testados em pesquisa para como Opc¢do para O
tratamento das LME, como a dexmedetomidina que possui um efeito analogo a
metilprednisolona (CELIK et al., 2013). O riluzol, que é um anticonvulsivante utilizado
para o tratamento de esclerose lateral amiotréfica, também tem sido testado em pacientes

com LME, apontando alguma melhora clinica (WILSON e FEHLINGS, 2014). A
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minociclina, um antibiético da familia das tetraciclinas, tem sido testada como estratégia
terapéutica para fases agudas da LME em ratos, apesar de seus efeitos neuroprotetores
serem bastante questionados (ARAS et al., 2015). Entretanto, a metilprednisolona € o

Unico medicamento indicado para o tratamento das lesGes medulares na fase aguda.

1.10 ESTRATEGIAS FITOTERAPICAS NEUROPROTETORAS PARA LME

Muitos trabalhos buscam alternativas fitoterapicas para o tratamento de lesées no
sistema nervoso, seja no encéfalo ou na medula espinhal. Para estratégias relacionadas a
LME, poucos estudos testaram a administracdo de extratos como o acafrao da india (KIM
et al., 2014) e a Ginkgo biloba (AO et al., 2006) como fitoterapicos com efeitos

neuroprotetores.

A copaiba (Copaifera sp.) é uma planta nativa da américa latina e do oeste
africano. A forma de uso mais utilizada pela populagéo é o 6leo da sua raiz. No Brasil
este oOleo € utilizado para tratamento de algumas patologias (BOTELHO et al., 2015).
Estudos prévios relacionaram positivamente o uso do 6leo de copaiba a efeitos
anticancerigenos em metéstase pulmonar (LIMA et al., 2003), atividade antiparasitaria
no combate a Tripanossomiase (IZUMI, E. et al., 2012), além de efeito anti-inflamatdrio
e neuroprotetor no sistema nervoso central de ratos apos dano agudo (GUIMARAES-

SANTOS et al., 2012).

O gergelim (Sesamum indicum L.) é uma planta cultivada ha centenas de anos
para obtencdo de suas sementes, as quais sdo utilizadas, sobretudo, para alimentacéo e
como condimentos. O gergelim possui um grande potencial de cura de algumas patologias
quando administrado oral ou topicamente (KIRAN e ASAD, 2008). Existem evidéncias
de que as sementes de gergelim em forma de extrato possuem propriedades antioxidantes

(HU, Q. etal., 2004). Um trabalho publicado por Botelho e colaboradores (2014) revelou
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indicios de efeitos neuroprotetores promovidos pela semente do gergelim em forma de
extrato supercritico no estriato de ratos, apos lesdo quimica induzida por endotelina-1

(ET-1).

1.11 PERGUNTA EXPERIMENTAL

Inexistem tratamentos farmacoldgicos ou com terapia celular para minimizar os
danos neurais que ocorrem ap6s LME humana (SILVA, G. S. e VALIENTE, 2014). O
Unico tratamento aprovado em humanos utiliza altas doses de metilprednisolona
(YOUNG e BRACKEN, 1992; YOUNG et al., 1988) o que € pouco eficaz e esta caindo

em desuso no Brasil.

Considerando a alta incidéncia de novos casos de LME e os altos custos sociais e
econdmicos ja mencionados, é fundamental o desenvolvimento de terapias para trauma
da ME humana. Inimeras drogas potencialmente alopaticas foram testadas para este fim,
com sucesso parcial em animais de experimentagdo, mas com insucesso em humanos
(KWON et al., 2010). Considerando o insucesso de drogas alopaticas, o uso de
fitoterapicos com acdo neuroprotetora € uma interessante possibilidade terapéutica. Em
Nosso laboratério, demonstramos que o tratamento com Oleo de copaiba induz
neuroprotecdo concomitante com um potente efeito anti-inflamatério apds lesdo
excitotdxica focal do corte motor de ratos adultos (GUIMARAES-SANTOS et al., 2012).
Em outro estudo, realizou-se extracdo com fluido supercritico e avaliou-se os efeitos
neuroprotetores do 6leo-resina de copaiba (Copaifera sp.) em ratos submetidos a modelos

de acidente vascular encefalico (AVE) experimental. Os resultados sugerem que a acédo
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do extrato de copaiba promoveu uma reducdo da inflamacao no tecido cerebral afetado,

diminuindo a leséo tecidual (BOTELHO ET AL, 2015).

Outro estudo do nosso grupo (BOTELHO, ET AL., 2014) investigou parametros
quimicos e os possiveis efeitos neuroprotetores do extrato de semente de gergelim
(Sesamum indicum L.) obtido por extracdo com fluido supercritico ap6s isquemia focal
induzida por microinjecdes de ET-1 no cortex motor. Os resultados deste sugerem que o

extrato de gergelim é neuroprotetor apds AVE experimental.

Apesar dos resultados descritos acima, inexistem estudos que tenham investigado
as acOes neuroprotetoras e anti-inflamatérias do extrato de gergelim em modelos
experimentais de lesdo aguda da ME. Nesta tese, induziremos lesdo traumatica da ME de
ratos adultos para investigarmos os efeitos neuroprotetores e anti-inflamatérios do extrato

de gergelim em tempos agudos apds a inducédo de trauma experimental da ME.
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1.12 OBJETIVOS

GERAL

Investigar os possiveis efeitos neuroprotetores e anti-inflamatérios, bem como a
recuperacgdo funcional subsequente, do extrato de gergelim em tempos agudos apds leséo

aguda da medula espinhal de ratos adultos.

ESPECIFICOS

a. Descrever qualitativamente e quantitativamente os padrdes lesivos apos lesdo

traumatica experimental em ratos adultos;

b. Investigar os efeitos do extrato de gergelim sobre a area de lesdo, infiltrado

neutrofilico e microgliose em tempos agudos no modelo experimental proposto;

c. Investigar o efeito do tratamento com extrato de gergelim sobre a recuperacéo
funcional apds lesdo experimental da medula espinal utilizando registro

eletrofisiologico do musculo.



2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO
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Ratos Wistar machos adultos (250-300g) foram obtidos do Biotério Central da

Universidade Federal do Pard. Todos os animais foram alojados sob condi¢Ges

padronizadas, com alimentos e agua disponiveis ad libitum. Todos os procedimentos

experimentais foram realizados em conformidade com os principios e normas sob

cuidados com animais de laboratorio e/ou experimentacdo (NIH Publication No. 86-23,

revisado 1985) e com aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa com Animais de

Experimentagdo da Universidade Federal do Para (CEPAE — UFPA/BIO 137-13 — ver

anexo), orgao responsavel pelo acompanhamento dos procedimentos realizados em

animais de experimentagdo. Foram feitos todos os esforgos para evitar o0 estresse e

sofrimento dos animais.

Os grupos experimentais foram divididos e classificados na tabela 3:

Tabela 3: Delineamento dos grupos experimentais.

GRUPO

EXPERIMENTO

ANIMAIS (n)

1

FALSO OPERADO (SHAM) — Animais
submetidos ao procedimento cirurgico
(lamnectomia), contudo, sem lesdo medular.
CONTROLE (CO) — Animais lesionados,
tratados com solucéo veiculo (tween).
GRUPO TRATADO (EG1) — Animais
lesionados e tratados com extrato de gergelim,
a 24hs.

GRUPO TRATADO (EG2) — Animais
lesionados e tratados com extrato de gergelim,
a 3 dias.

GRUPO TRATADO (EG3) — Animais
lesionados e tratados com extrato de gergelim,
a 7 dias.

TOTAL

5

9 (3-24 hs; 3-3
dias; 3—7 dias)
5

29
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2.2 MODELO DE LESAO MEDULAR

2.2.1 Procedimento Cirdrgico

Ratos Wistar machos adultos (ratos 250-300g) foram anestesiados
inicialmente com cetamina (90mg/kg, i.p.) e xilazina (10 mg/kg,i.p) injecdo intra-
peritonial. O plano anestésico foi mantido até um nivel no qual o reflexo de retirada de
pata e corneano foram abolidos. Foi realizada a tricotomia no segmento do tergo médio
da regido dorsal do animal, entre as por¢Oes cervical e lombar da coluna vertebral, além
de assepsia do local da inciséo.

Em seguida, os ratos foram posicionados numa plataforma de ferro
galvanizado, fixada na mesa cirurgica (figuras: 3-6). Uma incisdo em sentido longitudinal
no plano mediano de aproximadamente 2 cm foi feita na pele (regido dorsal) expondo a
tela subcutanea e a musculatura do animal. A musculatura paravertebral foi rebatida e a
coluna vertebral do animal foi exposta. Em seguida foi realizada uma laminectomia em
nivel da vértebra T8, com o auxilio de um alicate cirdrgico de precisao, expondo o tecido
nervoso da medula espinhal. As analises da abertura do campo cirdrgico, laminectomia e
lesdo medular ao nivel de T8 foram realizadas com auxilio de microscopio cirurgico
(DFV Vasconcelos S.A. — Sao Paulo). Apds o rebatimento da dura-mater, realizou-se uma
hemisseccdo com auxilio de uma lamina de bisturi. Neste procedimento evitou-se
sangramento excessivo da parte posterior da medula espinhal e vasos médios. A incisdo
dorsal foi fechada com utilizagéo de fio de sutura (monofilamento preto-TECHNOFIO-
Nylon 4-0) ndo absorvivel acoplado a uma agulha cirargica de aco inoxidavel (tamanho:
15 mm; Espessura 0,5 mm; série-AlSI 420). Durante a cirurgia, a temperatura do corpo

foi mantida a 36,0-37,0°C por exposic¢do a uma lampada incandescente.
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/ 26 cm
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Figura 3 — Diagrama da mesa metalica utilizada para estabilizar o animal, posicionando-o

“ventralmente”. *Intervalo das vértebras cervicais.**Intervalo das vértebras toracicas.

4,10 cm

19,45 cm

Figura 4 - Diagrama corresponde ao Estabilizador Vertebral Simples ja acoplado a mesa

cirdrgica. O conjunto foi usado para os procedimentos cirdrgicos.

*Area designada para o suporte de iluminacao.**Area designada para o material cirdrgico.
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10,20 cm

\ 1,75 cm
\ 5.85cm

10,30cm

38,5cm

Figura 5 - Diagrama da vista lateral do equipamento utilizado.

Figura 6 — Foto de um animal anestesiado posicionado no estabilizador vertebral. (A);
apresentacdo do animal durante o procedimento cirargico (B).

2.2.2 Cuidados pds cirargicos

Apoés a cirurgia, os animais foram mantidos em gaiolas-padréo individuais.
Durante os tempos de sobrevida investigados, os animais foram monitorados quanto a
alimentacdo, consumo de agua e fungdo excretora (com auxilio de massagem vesical).
Todos os animais receberam aplicacdo tdpica de Nebacetin® (Sulfato de neomicina

5mg/g; bacitracina zincica 250U1/g).
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2.3 TRATAMENTO DOS GRUPOS CONTROLE E TRATADO

O grupo experimental tratado recebeu uma dose total diaria de 150 mg/kg de
extrato de gergelim, dividida em duas doses diarias de 75 mg/kg a cada periodo de 12

horas.

Os animais dos grupos EG1l, EG2 e EG3 receberam a primeira dose
imediatamente apds o término do procedimento cirdrgico que ocasionou a lesdo medular.
O mesmo esquema experimental foi utilizado para os animais controle (CO), mantendo-
se assim os periodos e as doses estabelecidas para os animais tratados, entretanto, estes

receberam o veiculo (tween).

Este ciclo garantiu aos grupos que recebessem a ultima dose do extrato de

gergelim 12 horas antes da perfus&o.

2.4 FRACIONAMENTO/ISOLAMENTO DO EXTRATO

2.4.1 Caracterizacdo e Preparacdo da Matéria Prima

Estes procedimentos foram adaptados de Botelho et al., (2015). A matéria prima
(sementes de gergelim) foi adquirida na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA), devidamente identificada e caracterizada. As sementes foram processadas
no Laboratério de Separacao e Processos do Centro Tecnoldgico da Universidade Federal
do Pard (UFPA).

Inicialmente, a matéria prima foi lavada e depois submetida a secagem até peso
constante e colocada em sacos plasticos de polipropileno, fechadas e armazenadas em
freezer doméstico em temperatura inferior a -5 °C. As sementes foram moidas em um

moinho elétrico de facas (TECNAL, modelo TE 631/1, S&o Paulo, Brasil). Em seguida,
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realizada a andlise granulométrica do material utilizando um conjunto de peneiras
padronizadas da Série Tyler (W.S. Tyler, USA), com abertura de -18 + 60 mesh. O
produto deste processo foi colocado em um agitador magnético (PRODUTEST, modelo
3580, S&o Paulo, Brasil), até a separacdo completa das particulas. Apds o peneiramento
deste material, as fracdes de 24 a 48 malhas foram homogeneizadas e adicionadas a vacuo
em sacos plasticos de polipropileno, os quais foram armazenados em um freezer em

temperatura inferior a -5°C.

2.4.2 Obtengdo dos Extratos por Fracionamento com Fluidos Supercriticos

Os experimentos foram realizados em duplicatas com planejamento aleatorizado
na unidade de extracdo supercritica. O leito de extracdo foi cerca de 10% do volume da
célula de extracdo empacotada com matéria prima utilizando particulas de tamanho de
24, 32 e 48 malhas, divididas em partes iguais, o restante foi preenchida com esferas de
vidro. Foram realizadas extracdes exaustivas até que todo material solvel na condicdo
de processo (temperatura, pressao e vazao de solvente) tenha sido removido da matriz.
As condicdes operacionais de pressao, temperatura e vazao de solvente para a realizacdo
dos ensaios seguiram um plano fatorial com repeticdes para quatro niveis de pressao, trés

niveis de temperatura e trés niveis de vazao de solvente.

Foram estudadas diferentes relacdes: altura versus diametro de leito (H/D) com
objetivo de otimizar o processo e definir a relacdo ideal para se obter maior rendimento
global de matéria prima. O volume restante da célula de extracdo para cada relagdo H/D

foi completado com esfera de vidro.

A completa caracterizacdo da matéria prima foi feita de acordo com os métodos
da Association of Official Analytical Chemists (A.O.A.C.) como: lipideos, carboidratos,

cinzas, proteina e fibras. Para identificar o perfil de composicéao fitoquimica das matérias-
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primas, extracdes preliminares foram realizadas com métodos de extragdo convencionais

como maceragao e hidrodestilagdo.

2.5 ELETROMIOGRAFIA DOS ANIMAIS

Para constatacdo das alteragdes eletromiograficas, foram implantados eletrodos
em ago inox acomodados no musculo semitendinoso da pata direita dos membros dos
ratos tratados e controles. Ap6s o procedimento de implante de eletrodo os eletrodos
foram conectados a um amplificador de alta impedancia (Grass Technologies, P511),
monitorado por um osciloscépio (Protek, 6510), os dados foram continuamente
digitalizados em uma taxa de 1 KHz por um computador equipado com uma placa de
aquisicdo de dados (National Instruments, Austin, TX). Os dados foram armazenados em
disco rigido e processados através de um software especializado (LabVIEW express). O
eletrodo de registro foi localizado no lado direito do hemisfério; e do lado esquerdo, o

eletrodo de referéncia. Todo o experimento foi executado dentro da gaiola de Faraday.

Os registros foram feitos ap6s 10 minutos de acomodacdo e tiveram a duragéo de

5 minutos para cada animal.

2.5.1 Analise dos Dados da Eletromiografia

Para as analises dos sinais adquiridos, uma ferramenta foi construida usando a
linguagem de programacdo Python versdo 2.7. As bibliotecas Numpy e Scipy foram
usadas para 0 processamento matematico e a biblioteca Matplolib para os graficos. A

interface grafica foi desenvolvida utilizando a biblioteca PyQt4.

Os espectrogramas foram calculados usando uma janela de Hamming com 256
pontos (256/1000 segundos), cada quadro foi gerado com uma sobreposicdo de 128

pontos por janela. Para cada quadro a densidade de poténcia espectral (PSD) foi calculada
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pelo método periodograma média de Welch. O histograma de frequéncia foi gerado pelo
primeiro célculo do PSD do sinal usando a janela de Hamming com 256 pontos, sem
sobreposi¢do, com o PSD, resultando um histograma construido com caixas de 1 Hz. Para
analisar a diferenca entre os experimentos, um grafico com a média e desvio padréo de
PSD de vérios experimentos foi construido, cada onda do gréfico foi gerada a partir de
um conjunto de testes, onde o PSD foi gerado e calculado a média e o desvio padréo de
cada grupo, para o célculo da janela PSD Hamming foram usados 256 pontos sem

sobreposigao.
2.6 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Os animais foram perfundidos ap06s os tempos de sobrevida descritos na Tabela 1.
Os mesmos foram profundamente anestesiados com Cloridrato de Cetamina (Cetamin®,
Syntec, 72 mg/kg, i.p.) e Cloridrato de Xilazina (Xilazin®, Syntec, 9 mg/kg, i.p.). Apods a
abolicao dos reflexos corneano e de retirada de pata, os animais foram perfundidos através
da insercdo de uma agulha fina no ventriculo esquerdo do coragdo, por onde infundiu-se
500 ml de solucéo salina a 0,9% com heparina (0,5 ml/l) e 500 ml de paraformaldeido a
4%. Em seguida, as medulas espinhais foram extraidas, pos-fixadas em paraformaldeido

a 4% por 24 horas e crioprotegidas em gradientes de sacarose e glicerol.

Algumas amostras foram processadas em uma bateria de alcool em diferentes
concentracOes e imersas em Xxilol para, em seguida, serem embebidas em parafina. Apds
inclusdo em parafina, foram obtidas sec¢des transversais e longitudinais atraves de um
micrétomo (American Optical Corporation) com 5um de espessura. As sec¢des foram
montadas em laminas que passaram previamente por procedimentos de lavagem e
armazenamento em alcool 70%. Em seguida as sec¢des foram coradas com hematoxilina-

eosina (HE), tricromico de gomori (TG) e azul de metileno.
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As amostras crioprotegias foram processadas e seccionadas no local da lesdo,
congeladas em Tissue-Tek® OCT compound (Sakura) e seccionadas horizontalmente em
criostato em espessuras de 20 pm e 50 pm. As secgdes de 50 um foram utilizadas para
avaliar qualitativamente a area de leséo através da coloracdo pela violeta de cresila. As

laminas foram montadas com 3 secc¢des cada e congeladas a -20°C.
2.7 IMUNOHISTOQUIMINCA

Para as analises imunohistoquimicas foram utilizados os seguintes anticorpos:

e anti-MBS-1 (1:200, Martine Bernardes Silva do CNS inflammation Group da
Universidade de Southampton): Neutréfilos foram marcados utilizando o
anticorpo policlonal MBS-1, o qual reconhece epitopos presentes na maioria da
populacdo de neutrofilos.

e Anti-ED1 (1:500, Serotec): Identifica a presenca de macrdéfagos e micréglia
ativados, na area de lesdo e em regides circunjacentes, através do reconhecimento
de um epitopo na membrana de lisossomas no citoplasma de macréfagos ativados
(ROBINSON et al., 1986).

O protocolo de imunohistoquimica utilizado foi previamente aplicado e estabelecido
pelo nosso grupo (GOMES-LEAL et al., 2005; GOMES-LEAL et al., 2002; GOMES-
LEAL et al., 2004). As laminas montadas foram retiradas do congelamento e secadas a
temperatura ambiente por 24 horas. Entdo, foram lavadas em solucdo PBS sob agitacédo
constante por 5 minutos, imersas em tampéao borato em temperatura constante de 65°C
(0,2M; pH 9,0; &cido borico da Nuclear®) e resfriadas, na mesma solucdo, em
temperatura ambiente por 20 minutos. Em seguida, as secc¢des foram lavadas em PBS por
5 minutos e imersas em alcool metilico e peroxido de hidrogénio (Merck®) (1ml de

perdxido de hidrogénio/100ml de metanol), inibindo a peroxidase enddgena das celulas
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do tecido analisado. A partir dai, iniciou-se o processo imunohistoquimico propriamente
dito, no qual as secgOes foram novamente lavadas em PBS, dessa vez com Tween® (5
minutos), e entdo incubadas em soro normal de cabra (no caso de uso do anticorpo anti-
MBS-1) e de cavalo (no caso de uso do anticorpo anti-ED1) ambos em diluicéo de 10%,
durante 1 hora. Apos isto, as sec¢des foram incubadas em anticorpo primario, e deixadas
over night, de acordo com a diluicdo especificada. No dia seguinte, as sec¢des foram
novamente lavadas (PBS/Tween, 5 minutos) e incubados em anticorpo secundario anti-
coelho feito em cabra (1:500; MBS-1) e anti-rato feito em cavalo (1:200, ED1), por 2
horas. Apds nova lavagem, foram incubadas em ABC (complexo avidina-biotina —
Vector®, kit ABC Vectastain) por 2 horas. Em seguida, nova lavagem e revelagdo. O
cromogeno utilizado foi o DAB (diaminobenzidina — Sigma-Aldrich). Em seguida, as

seccdes foram lavadas em PB 0,1M, desidratadas, diafanizadas e montadas.

2.8 ANALISE QUANTITATIVA E QUALITATIVA

Para andlise qualitativa, foram analisadas as laminas marcadas pelos diferentes
métodos histoldgicos, em microscopio optico (Bioval, L2000C) e as imagens foram
captadas por camera fotografica (Moticam® — 2500 — 5 MPixels) acoplada a microscopio
optico (Nikon® — ECLIPSE 50i).

Para analise da area de lesdo, as imagens obtidas foram analisadas no software
ImageJ, onde foi estimada a area de lesdo de todos 0s grupos experimentais.

Para analise quantitativa, o numero de neutrofilos e de corpos de
microglia/macréfagos por campo foram contados usando microscépio binocular com

gradicula de contagem (0,0625 mm?) em objetiva de 40x.
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2.7 ANALISE ESTATISTICA

As médias e os erros padrdo para todos os grupos foram obtidos. As diferencgas nas
contagens do namero de neutrofilos e microglia foram comparadas por anélise de
variancia (ANOVA) para o teste de Tukey. O nivel de significancia foi p<0,05. Os valores
foram plotados no software GraphPad Prism e os gréaficos foram produzidos no software
Microsoft Excel 2016.

As diferencas nos registros eletrofisiolégicos dos tempos de 1 e 7 dias foram
comparadas por analise de variancia (ANOVA) para o teste de Turkey. O nivel de
significancia foi p<0,05. Os valores foram plotados e os gréaficos foram gerados no

software GraphPad Prism.
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3 - RESULTADOS

3.1 A TECNICA DE HEMISSECCAO DA MEDULA ESPINHAL INDUZIU
MONOPLEGIA POSTERIOR DIREITA EM T8 CONFIRMADA POR TECNICAS
HISTOLOGICAS E FUNCIONAIS

Para avaliacdo histoldgica, cortes coronais de ME lesionadas e controle foram
examinados. Necrose com palor tecidual e infiltrado inflamatorio, bem como degeneracéo
neuronal, foram observados 24 h apos o trauma medular. O centro da lesdo foi
reconhecido pelo comprometimento das substancias branca e cinzenta. Cavitacdo foi
observada estendendo-se da regido dorsal até a regido ventral. Observou-se perda

neuronal e cavitagcdes nos animais lesionados (Figura 7) mas ndo nos animais controle 24

horas apds a LME.

Figura 7 - Lesdo medular por hemisseccdo em T8. Medula espinhal corada por hematoxilina-
eosina (HE). Hemisfério medular intacto (A e B) e lesionado (substancia cinzenta) (C e D).
Neurbnios motores intactos e lesionados (cabecas de seta). Escalas: A-C 300 um; B-D 100 pm.
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Nas regides com leséo, observou-se aumento do infiltrado de células inflamatorias

(Figura 8), concomitante com perda tecidual 24 horas ap6s a LME.

Figura 8 - Lesdo medular por hemisseccdo e infiltrado inflamatdrio em T8. Seccles distais ao
centro da les@o. Sec¢des da medula corada por cromotrope G2 (A-C) e hematoxilina-eosina (D-
F). Observar o hemisfério medular intacto (D - setas) e o lesionado (A-C - setas) (substancia
cinzenta) mostrando neurénios motores intactos e lesionados (D-E — cabegas de seta); (C-F)
infiltrado de células. Escalas: A-D 40 um; A, B, D-E 300 um e C-F 100um.

O déficit motor na pata posterior direita dos animais foi confirmado por registro
eletromiografico nos animais lesionados e controle. A figura 9 ilustra os resultados
obtidos por registro eletromiografico em animais ndo lesionados e lesionados. Os
registros realizados durante a contragdo do mausculo semitendinoso mostraram

modificacBes de amplitude no tracado eletromiogréfico, apresentando maior frequéncia
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de contragOes e duragcdo nos animais do grupo controle. Houve diferencga de tempo da

contragdo muscular da pata monoplégica entre os grupos avaliados (Figura 9D-F).
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Figura 9. Eletromiograma (EMG): Registro dos animais do grupo Sham com contragdo do
musculo semitendinoso durante o registro (A), registro do musculo semitendinoso dos animais
submetidos a lesdo medular (B) (n=4). Grafico comparando as amplitudes acumuladas nas
frequéncias até 50 Hz de forma linear (C), distribuic&o linear indicando as médias de amplitude
durante 0 momento da contracdo de forma linear (D), Diferenca na média de tempo de contragdo
entre 0s animais do grupo Sham (EMG-C) e com lesdo medular (EMG-T) (E).
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3.2 - TRATAMENTO COM EXTRATO DE GERGELIM DIMINUIU A AREA DE
LESAO NA MEDULA ESPINHAL DOS ANIMAIS TRATADOS EM RELACAO AO
CONTROLE

Para a analise histopatolégica do tecido da ME, foi utilizada a técnica de coloragédo
por violeta de cresila das sec¢cbes. Como uma linha de base da morfologia intacta da
medula espinhal, sec¢des longitudinais de 20 um de espessura dos animais controle ndo
manipulados (Sham) foram coradas por violeta de cresila (Figura 10). Delineou-se

claramente as substancias branca (SB) E cinzenta (SC) dos animais sham (Figura 10).

SHAM

Figura 10. Histologia da medula espinhal intacta de ratos adultos revelada pela violeta de cresila
em corte longitudinal. Observou-se claramente as substancias branca e cinzenta do animal falso
operado.SC= substéancia cinzenta; SB= substancia branca. Escala = 300um.
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A hemisseccdo da ME induziu cavitacdo progressiva e intenso infiltrado
inflamatorio 1 (Figura 11), 3 (Figura 12) e 7 dias (Figura 13) ap6s a inducgéo da lesdo. 24h
apos a lesdo, observou-se cavitagdo e intenso infiltrado de células polimorfonucleares nos
animais controle (Figura 11A-B). Nos tempos de 3 (Figura 12A-B) e 7 dias (Figura 13A-
B), houve cavitacdo progressiva, diminuicdo das células polimorfonucleares e aumento

progressivo do infiltrado de células mononucleares.

O tratamento com Gergelim, na concentracdo investigada, diminuiu
consideravelmente a cavitacdo progressiva e o infiltrado de células polimorfonucleares
em 24h (Figura 11C-D). Houve aparente diminuicdo do infiltrado de células
mononucleares pelo Gergelim (Figuras 12C-D; 13C-D), o que se confirmou apenas para
o0 tempo de 7 dias, quando se utilizou anticorpos especificos para micrdglia/macréfagos

ativados (ver proximo topico).
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CONTROLE

C TR D' e
Figura 11. Diminuicdo de cavitagdo e infiltrado de células polimorfonucleares pelo Gergelim 1
dia apds a lesdo. Animal hemisseccdo da ME tratado com PBS-Tween (A-B) ou extrato de
Gergelim (C-D). B e D sdo maiores aumentos de A e C. A area tracejada delineia a area primaria
de lesdo com cavitagdo central. O asterisco indica o epicentro da lesdo. Setas apontam para células
inflamat6rias em B e D. SB, substancia branca; SC, substancia cinzenta; Escalas: C= 300um;

D=100pm.
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CONTROLE

Figura 12. D|m|nuu;ao de cavitacdo e mﬂltrado de células polimorfonucleares pelo Gergellm 3
dias apos a lesdo. Animal hemissec¢do da ME tratado com PBS-Tween (A-B) ou extrato de
Gergelim (C-D). B e D s&o maiores aumentos de A e C. A érea tracejada delineia a area primaria
de lesdo com cavitagdo central. O asterisco indica o epicentro da lesdo. Setas apontam para células
inflamatdrias em B e D. SB, substancia branca; SC, substancia cinzenta; Escalas: C= 300um;
D=100um.
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Figura 13. Diminuigdo de cavitag&o e infiltrado de células polimorfonucleares pelo Gergelim 7
dias apds a lesdo. Animal hemisseccdo da ME tratado com PBS-Tween (A-B) ou extrato de
Gergelim (C-D). B e D sdo maiores aumentos de A e C. A area tracejada delineia a area primaria
de lesdo com cavitagdo central. O asterisco indica o epicentro da lesdo. Setas apontam para células
inflamatdrias em B e D. SB, substancia branca; SC, substancia cinzenta; Escalas: C= 300um;
D=100pm.
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3.3 TRATAMENTO COM EXTRATO DE GERGELIM DIMINUIU O INFILTRADO
DE NEUTROFILOS E A MIGRACAO DE MICROGLIA PARA A AREA DE LESAO
NA MEDULA ESPINHAL

Para avaliacao do infiltrado de células polimorfonucleares (neutrofilos) no centro
da lesdo e nas regides rostral e caudal, apds lesdo aguda da medula espinhal, foi realizada
imunohistoquimica com o anticorpo anti-MBS-1, que é especifico para neutréfilos, nas
seccdes dos animais dos grupos controle e tratado, para os tempos de 24 horas e de 3 dias
apos o trauma experimental. A figura 14 apresenta os dados referentes ao infiltrado de

neutréfilos no tecido 1 dia apés a lesdo medular.

Nos animais controle, houve intenso infiltrado de neutrofilos no centro da lesdo 1
(Figuras 14A-B e 15) e 3 (16A-B e 17) dias apos a lesdo. O tratamento com Gergelim
diminuiu consideravelmente o infiltrado neutréfilos no tecido medular lesionado (Figuras
14C-D e 16C-D). Estes resultados foram confirmados por analise quantitativa (Figuras
15 e 17). A andlise quantitativa mostrou que houve uma reducdo significativa (p<0,05)
do numero de células MBS-1+/campo de contagem em relacdo aos animais controle 1
(Figura 15) e 3 dias (Figura 17) ap06s a lesdo. Para o tempo de sobrevida de 1 dia obteve-
se as seguintes médias e erros padrdo: (grupo controle: centro 69+10,34 (N=3), rostral
31,83£4,963 (N=3), caudal 34,83%4,362 (N=3); grupo gergelim: centro 10,34+4,254
(N=3), rostral 19£3 (N=3), caudal 21,5+4,288 (N=3)). Para o tempo de 3 dias os dados
obtidos foram o0s seguintes: (grupo controle: centro 75,5+8,152 (N=3), rostral
31,83+4,269 (N=3), caudal 20,83+1,701 (N=3); grupo gergelim: centro 38,33+2,654

(N=3), rostral 25,5+2,262 (N=3), caudal 21,33+1,308(N=3)).
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Figura 14. Diminuicdo do infiltrado de células polimorfonucleares pelo Gergelim 1 dia apds a
leséo. Animal hemisseccdo da ME tratado com PBS-Tween (A-B) ou extrato de Gergelim (C-D).
B e D s@o maiores aumentos de A e C. O asterisco indica o epicentro da lesdo. Setas apontam
para células inflamat6rias em B e D. Escalas: C= 300um; D=100um.
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Figura 15. Andlise quantitativa das células MBS-1+ por campo 24 hs ap0s a hemisseccdo da
medula espinhal nas porgdes: rostral, caudal e centro da lesdo. O centro da lesdo apresentou uma
reducdo significativa (*) do infiltrado de neutréfilos no grupo tratado com gergelim em relagédo a
mesma porc¢do do grupo que recebeu PBS/tween (p < 0,05 — ANOVA - Tukey).
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Figura 16. Diminuicéo do infiltrado de células polimorfonucleares pelo Gergelim 3 dias apds a
lesdo. Animal hemisseccdo da ME tratado com PBS-Tween (A-B) ou extrato de Gergelim (C-D).
B e D s@o maiores aumentos de A e C. O asterisco indica o epicentro da lesdo. Setas apontam
para células inflamatdrias em B e D. Escalas: C= 300um; D=100um.
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Figura 17. Andlise quantitativa das células MBS-1+ por campo 3 dias ap6s a hemisseccéo da
medula espinhal nas porg¢des: rostral, caudal e centro da lesdo. O centro da leséo apresentou uma
reducdo significativa (*) do infiltrado de neutr6filos no grupo tratado com gergelim em relacéo
a mesma porcao do grupo que recebeu PBS/tween (p < 0,05 — ANOVA - Tukey).
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Também investigamos os efeitos do tratamento com Gergelim sobre
microglia/macrofagos ativados no centro e em campos rostral e caudal & leséo utilizando-
se o0 anticorpo ED1. A hemisseccdo da ME induziu ativagcdo microglial/macrofagica 24
horas ap6s a lesdo (Figura 18A-B). Houve aumento progressivo da ativagdo
microglial/macrofagica nos tempos de sobrevida de 3 (Figura 20A-B) e 7 dias (Figura
22A-B), com pico no tempo de 7 dias. O tratamento com extrato de Gergelim diminuiu a
ativacdo microglial/macrofégica nos trés tempos de sobrevida investigados (Figuras 18C-
D, 20C-D, 22C-D), apesar de que a analise quantitativa mostrou uma diminuicdo
estatisticamente significativa apenas no tempo de 7 dias (p<0.05, Figura 23). As
contagens para os tempos de 1 e 3 dias ndo revelaram diferencas significativas entre
animais controle e tratados (P>0.05), apesar da diminui¢do das médias do nimero de

celulas ED1+/campo (Figuras 19 e 21).
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Figura 18. Microglia/macréfagos na area de lesdo medular 1 dia apés a lesdo. Animal
hemisseccdo da ME tratado com PBS-Tween (A-B) ou extrato de Gergelim (C-D). B e D séo
maiores aumentos de A e C. O asterisco indica o epicentro da lesdo. Setas apontam para células
inflamatorias em B e D. Escalas: C= 300um; D=100um.
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Figura 19: Andlise quantitativa das células ED1+ por campo 1 dia apds a hemissec¢do da medula
espinhal nas porgdes: rostral, caudal e centro da lesdo. N&o houve reducgdo significativa do nimero
de micréglia/macréfagos no grupo tratado com gergelim em relagdo as mesmas porgdes do grupo
gue recebeu PBS/tween (p < 0,05 — ANOVA - Tukey). (controle: centro, 41,17412,79 (N=3),
rostral, 22,548,049 (N=3), caudal, 19,17+ 4,045 (N=3). Gergelim: centro, 28,545,201 (N=3),
rostral, 15,83+2,197 (N=3), caudal, 18+1,033(N=3)).
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Figura 20. Micréglia/macréfagos na area de lesdo medular 3 dias apés a lesdo. Animal
hemisseccdo da ME tratado com PBS-Tween (A-B) ou extrato de Gergelim (C-D). B e D séo
maiores aumentos de A e C. O asterisco indica o epicentro da lesdo. Setas apontam para células
inflamatérias em B e D. Escalas: C= 300pum; D=100um.
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Figura 21. Anélise quantitativa das células ED1+ por campo 3 dias ap6s a hemisseccdo da
medula espinhal nas porgdes: rostral, caudal e centro da lesdo. N&o houve reducéo significativa
do numero de microglia/macroéfagos no grupo tratado com gergelim em relagdo as mesmas
por¢des do grupo que recebeu PBS/tween (p < 0,05 — ANOVA - Tukey). (controle: centro
90,33+25,01 (N=3), rostral 42,33+8,151 (N=3), caudal 37,83+8,758 (N=3); grupo gergelim:
centro 59,3345,333 (N=3), rostral 27,83+0,7923 (N=3), caudal 30+7,057 (N=3)).



65

CONTROLE

GERGELIM

PTG 3 Yes
Rl %\ ’q 0\. %

| Y 5‘
~ 3 7 ¢ s
0. P - » A

; n 7
S 2 % W ;“w
* e jn § 1 o 0“1

ZhE P
: » 5

C — D v ’:1: —

Figura 22. Diminuigdo do nimero de células ED1+ por campo pelo Gergelim 7 dias ap6s a leséo.
Animal hemissec¢do da ME tratado com PBS-Tween (A-B) ou extrato de Gergelim (C-D). Be D
sdo maiores aumentos de A e C. O asterisco indica o epicentro da lesdo. Setas apontam para
células inflamatdrias em B e D. Escalas: C= 300um; D=100um.
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Figura 23. Andlise quantitativa das células ED1+ por campo 7 dias ap6s a hemissecgdo da
medula espinhal nas porces: rostral, caudal e centro da lesdo. O centro da leséo e a regido rostral
apresentaram uma reducdo significativa (*) na quantidade de células ED1+ no grupo tratado com
gergelim em relacdo as mesmas porcdes no grupo que recebeu PBS/tween (p < 0,05 - ANOVA -
Tukey). (grupo controle: centro 138,7+13,95 (N=3), rostral 84,17+4,227 (N=3), caudal
42,177,881 (N=3). Grupo gergelim: centro 82,83+3,692 (N=3), rostral 33,33+2,171 (N=3),
caudal 16,83+1,537 (N=3)).
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3.4. 0 TRATAMENTO COM GERGELIM INDUZIU RECUPERACAO DA FORCA
MUSCULAR NOS ANIMAIS QUE SOFRERAM HEMISSECCAO DA MEDULA
ESPINHAL

Para avaliar a perda ou recuperacéo de funcédo da pata posterior direita dos animais
entre os grupos, realizou-se uma andlise eletromiografica na referida pata nos tempos de
24 horas e de 7 dias ap0s a lesdo medular. Pdde ser constatado no grafico de frequéncia
acumulada onde a média de amplitude de registro foi de 0,002886 + 0,0004242 mV?/ Hz
para os eletromiogramas dos animais do grupo sham, onde a contracdo muscular esta
normal, a média obtida para os animais controle foi registrado amplitude de 0,0005396 +
0,000180 mV?/ Hz, o que demonstrou diferenca estatistica com o animal sham. Para 0s
animais tratados com gergelim a média foi de 0,001538 + 0,0008380 mV? Hz
demonstrando que o eletrodo inserido na musculatura detectou contragdo da musculatura

equivalente a 53,29 % da contracdo dos animais do grupo sham (Fig. 23A-B).

O grafico demonstrando amplitude de contracdes isoladas nos animais do grupo
sham, apresentou média de poténcia durante a contracio de 0,006704 + 0,002626 mV?%/
Hz, os animais controle apresentaram média de 0,0008039 +0,0004608 mV?/ Hz. Os
animais tratados com gergelim indicaram uma maior amplitude de contracdo detectada
pelo eletrodo com média de 0,002488 + 0,0009954 mV?/ Hz, e demonstraram diferenca

estatistica em relacdo ao grupo néo tratado (Fig. 25C).
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Figura 24. Gréfico de distribuicdo de amplitude em registros de 5 minutos nos animais dos grupos
Sham (EMG-C), controle (EMG-NT) e tratado com gergelim (EMG e EMG-T), 24 horas e 7 dias
apos a lesdo medular. (A); Grafico comparando as amplitudes observadas durante as contraces
de forma isolada (B); Tragados eletromiograficos demonstrativos das caracteristicas das

contragdes (C).
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4 - DISCUSSAO

4.1 0O MODELO EXPERIMENTAL PROPOSTO E UMA ALTERNATIVA DE BAIXO
CUSTO QUE INDUZ CAVITACAO PROGRESSIVA E INTENSA RESPOSTA
INFLAMATORIA NA MEDULA ESPINHAL DE RATOS

Neste estudo, utilizou-se um modelo de hemisse¢do da ME em nivel de T8 que
foi implementado com sucesso em ratos adultos (SANTOS et al, 2016 — dados néo
publicados). O modelo proposto utiliza uma mesa cirargica de baixo custo que pode ser
implementada em laboratérios com poucos recursos financeiros. A hemisseccdo
implementada induziu cavitacdo progressiva entre 1 e 7 dias ap6s a indugdo do trauma
experimental, com lesdo méxima entre 3 e 7 dias pds-lesdo. Houve concomitante resposta
inflamatoéria dominada pelo recrutamento de neutréfilos nas primeiras 72 hs pos lesao e
por ativagdo microglial/macrofagica com pico em torno de 7 dias pds-lesdo. O tratamento
com extrato supercritico de sementes de gergelim preto diminuiu consideravelmente a
cavitacdo e a resposta inflamatoria nos tempos de sobrevida de 1 e 3 dias (neutréfilos) e
7 dias (microglia/macrdfagos). Também se evidenciou que o tratamento com gergelim

induziu recuperagéo da forga muscular em cerca de 50% em relagéo aos animais controle.

Diversos estudos utilizam modelos experimentais de trauma da medula espinhal
em roedores por compressdo ou contusdo da medula espinhal (SILVA, N. A. etal., 2014).
Em um dos modelos mais usados, utiliza-se o impactor, um equipamento que induz lesdo
leve, moderada ou severa na ME de ratos adultos (SILVA, N. A. etal., 2014). No entanto,
este equipamento é extremamente caro. O presente modelo experimental é uma
alternativa de baixo custo ao impactor que pode ser utilizada por laboratorios emergentes
com pouco recurso disponivel. Os eventos histopatoldgicos descritos, incluindo cavitagdo
e intensa resposta inflamatoria, sdo similares aos observados pelo uso do impactor.

Propusemos, portanto, este modelo experimental, como alternativa ao uso do impactor.
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4.2. O TRATAMENTO COM EXTRATO SUNPERCRI’TICO DE SEMENTES DE
GERGELIM PRETO DIMINUI A CAVITACAO PROGRESSIVA DA MEDULA
ESPINHAL E O RECRUTAMENTO DE NEUTROFILOS

O extrato supercritico de gergelim injetado intraperitonealmente nos animais com
lesdo medular na fase aguda (1 a 7 dias) mostrou efeitos neuroprotetores e uma
diminuicdo consideravel do recrutamento de neutrofilos em 1 e 3 dias. Cavitacdo
progressiva € uma caracteristica fundamental da lesdo aguda da ME humana que é
comumente encontrada em animais de experimentacdo (GOMES-LEAL ET AL., 2004;
2005). A cavitacdo é altamente debilitante, pois é decorrente de necrose progressiva
devida a perda de neurdnios e células gliais (SCHWAB e BARTHOLDI, 1996). Os
componentes da SB s&o bastante afetados durante a cavitagdo progressiva e um dos

principais responsaveis pelos déficits neuroldgicos subsequentes (MATUTE et al., 2001).

No trabalho de 1ZUMI, B. et al. (2011) os autores estabeleceram uma relacéo
positiva entre a presenca de neutrofilos no local da lesdo da medula espinhal e a
modulacéo da resposta inflamatoria através da expressao do microRNA (miR-223), o qual
esta relacionado com a expressdo de citocinas pro-inflamatorias (IL-1p, IL-6 e TNF-a)
associada a neutrofilos. O trabalho de BOTELHO et al. (2015) apresentou dados
qualitativos do efeito do extrato supercritico de copaiba relacionado a reducdo do
infiltrado de neutrofilos e diminuicdo do dano tecidual na area de lesdo no cortex motor

de ratos 24 horas ap0s a inducédo da lesdo.

A diminuicdo do infiltrado de neutréfilos induzida pelo extrato de gergelim pode

ter contribuido significativamente para a neuroprotecdo observada. Estudos futuros
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devem estabelecer os mecanismos pelos quais o gergelim diminui o recrutamento de

neutréfilos e contribui para a neuroprotecéo.

4.3 O TRATAMENTO COM EXTRATO DE GERGELIM INIBE A ATIVACAO
MICROGLIAL 7 DIAS APOS A LESAO

Neste estudo, observou-se que o tratamento com extrato de gergelim diminui a
ativacdo microglial 7 dias apds a indugdo da lesdo. Este fato pode contribuir para 0s
efeitos neuroprotetores observados. Existem evidéncias experimentais que a ativacado
microglial excessiva contribui para a exacerbagdo do processo lesivo em modelos
experimentais de desordens neurais agudas, incluindo AVE e trauma (WELLS et al.,

2003; YRJANHEIKKI et al., 1999).

O tratamento com a tetraciclina minociclina melhora o processo lesivo apos
trauma experimental, diminuindo a &rea de lesdo secundaria e protegendo a morte tardia
de oligodendrocitos (WELLS et al., 2003). O tratamento com gergelim pode agir atraves
de mecanismos similares aos da minociclina, mas esta hipétese deve ser investigada em
trabalhos futuros. Uma outra possibilidade é que o extrato de gergelim module a resposta
inflamatoéria diminuindo a ativacdo da populacdo microglial M1 e maximizando a
ativacdo da populacdo microglial benéfica M2. Sabe-se que na ME os dois fenétipos

microgliais coexistem ap6s trauma experimental (KIGERL et al., 2009).
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44. OS EFEITOS NEUROPROTETORES E ANTI-INFLA‘MATORIOS DO
GERGELIM POSSIVELMENTE ESTAO ASSOCIADOS A SUA ACAO
ANTIOXIDANTE

Alguns trabalhos apresentaram dados demonstrando os componentes quimicos e
os efeitos do Sesamum indicum L. na saude humana (AL-BACHIR, 2016; WEI et al.,
2013; WIKUL et al., 2012). No trabalho de PANZELLA et al. (2012) os autores
apresentam um estudo detalhado sobre os componentes estruturais do pigmento escuro
da semente de gergelim, reduzindo os componentes da analise por processos de remocao
de gorduras por tratamento com diclorometano seguido de otimizacdo hidrolitica, como
resultado deste processo, 0s autores determinaram que o gergelim é um eficiente
antioxidante, além de atuar na reducdo de ion ferro e um potente antinitrosante. O efeito
antioxidante do gergelim é sempre destacado nos trabalhos que investigam as
propriedades da semente. No estudo apresentado por KUO et al. (2011) é possivel
identificar componentes como: sesaminol, sesamol, pinoresinol e derivados glicosideos.
Segundo os mesmos autores, o sesamol e 0 sesaminol sdo compostos associados a reducao
da peroxidacao lipidica. Estes dados também foram encontrados no trabalho de UCHIDA
(1996) onde foi demonstrada a inibicdo dos efeitos da peroxidacao lipidica sobre o figado
e 0 rim em ratos. O estudo apresentado por PARK (2010) encontrou efeitos
neuroprotetores, anti-hipertensivos e anti-inflamatérios da semente de gergelim.
Substancias com efeito antioxidante sdo capazes de reduzir a quantidade de radicais livres
no meio extracelular, reduzindo os danos & membrana celular evitando a peroxidacao
lipidica. A lesdo da medula espinhal causa danos primarios e secundarios ao tecido
nervoso, dentre estes, a peroxidacdo lipidica € descrita como uma etapa importante da
fisiopatologia das lesGes do sistema nervoso, levando a degeneracdo das moléculas de
fosfolipidios causando o rompimento da membrana ocasionando morte celular. Evitar o

estresse oxidativo pode reduzir os mecanismos de dano celular nas lesdes dos tecidos do
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corpo, incluindo o sistema nervoso. Sendo assim, é possivel que o mecanismo bem
descrito na literatura, relacionado a peroxidacdo lipidica, seja inibido pela acédo
antioxidante do extrato de gergelim, levando a preservacdo do tecido nervoso e
recuperagcdo motora nos animais analisados neste trabalho, nos tempos agudos até o

sétimo dia de tratamento.

4.5. O TRATAMENTO COM EXTRATO DE GERGELIM INDUZ RECUPERACAO
DA FORCA MUSCULAR APOS LESAO DA MEDULA ESPINHAL

A avaliacdo eletromiogréafica realizada para investigar a funcdo muscular da pata
posterior direita dos animais mostrou que naqueles tratados com gergelim houve uma
recuperacdo de cerca de 50% da funcdo motora até o sétimo dia apos lesdo, quando
comparados com 0s animais que receberam apenas veiculo (PBS/tween). E possivel que
o0 tratamento com extrato de gergelim tenha diminuido a resposta inflamatéria e o estresse
oxidativo, contribuindo para a melhor preservacdo de neurdnios motores garantindo
melhor inervacéo sobre as fibras musculares. Este fato pode claramente contribuir para o

aumento da forca muscular nos animais tratados.
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5 - CONCLUSAO

e O modelo de hemisseccao proposto foi eficiente para induzir cavitacao progessiva
da ME, intensa resposta inflamatéria e déficits funcionais em roedores adultos, o
que foi comprovado por registro eletromiografico;;

e A dose diaria de 150 mg/kg (75 mg/kg de 12 em 12 hs) do extrato supercritico de
gergelim, administrada intraperitonealmente, foi eficiente para reduzir a area de
lesdo da ME nos tempos de sobrevida investigados;

e O tratamento com extrato de gergelim reduziu significativamente o infiltrado de
neutrofilos na area de lesdo 1 e 3 dias apds a inducao do trauma experimental;

e Os animais que receberam o tratamento com gergelim apresentaram uma
diminuigdo significativa da quantidade de micrdglia/macrofagos presentes no
epicentro da lesdo medular e na porcao rostral, 7 dias apds a inducdo da leséo
experimental;

e O tratamento com gergelim proporcionou uma recuperagédo da fungcdo motora na
pata dos animais 7 dias apés a lesdo da ME, constatado por registro

eletromiogréfico.
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ANEXO |

0

comité de ética em pesquisa

i
z;%»«;,gepae com animais de experimentacgao

PARECER 137-13

Projeto: EXTRATOS DE PLANTAS DA AMAZONIA E SEUS PRINCIPIOS ATIVOS
COMO AGENTES ANTI-INFLAMATORIOS E NEUROPBOTETORES EM MODELOS
EXPERIMENTAIS DE ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO E TRAUMAS
CRANIOENCEFALICO E DA MEDULA ESPINHAL

Coordenador: Prof. Dr. Walace Gomes Leal

Area Tematica: Neurociéncias

Vigéncia: 04/2014 a 04/2016

Nono CEPAE-UFPA: 137-13

O projeto acima identificado foi avaliado pelo Comité de Etica Em Pesquisa Com
Animais de Experimentacdo da Universidade Federal do Para (CEPAE). O tema eleito para
a investigagdo e de alto teor cientifico justificando a utilizagio do modelo animal proposto.
Os procedimentos experimentais utilizados seguem as normas locais e internacionais para
tratamento ¢ manipulagdo de animais de experimenta¢do. Portanto, o CEPAE, através de
seu presidente, no uso das atribui¢des delegadas pela portaria No 3988/2011 do Reitor da
Universidade Federal do Pard, resolve APROVAR a utilizagio de animais de
experimentagdo (Ratos Wistar, N= 200) nas atividades do projeto em questdo, no periodo de
vigéncia estabelecido.

As atividades experimentais fora do ‘periodo de vigéncia devem receber nova autorizagio
deste comité.

Belém, 05 de margo de 2013

,}.;./;,’.:v:i.u‘é.;ﬁ‘j

Presidente do CEPAE-UFPA



