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RESUMO

A lesdo medular espinal (LME) é uma condicdo que pode levar a incapacidades permanentes. As
estratégias terapéuticas visam reverter os eventos fisiopatoldgicos como a inflamacdo e o estresse
oxidativo subjacentes a esta condicdo. Extratos da Punica granatum (P. granatum) apresentam acao
anti-inflamatoria, antioxidante e neuroprotetora. Assim, objetivou-se avaliar os efeitos da administragao
por via oral do Extrato Aquaoso da Casca de Punica granatum (EACPG) sobre LME em ratos. Para
tanto, o EACPG foi caracterizado quanto a composi¢ao quimica por meio de por meio de cromatografia
liquida de alta eficiéncia. Para o ensaio biolégico, 40 ratos adultos Wistar fémeas foram divididos em 5
grupos: falso-operado (LAM) e os lesionados, tratados com veiculo (Veiculo, dgua destilada, 1 mL),
EACPG a 100 mg/kg (EACPG100), EACPG a 300 mg/kg (EACPG300) e Metilprednisolona 30 mg/kg.
A lesdo por hemisseccao foi realizada do lado direito. Os tratamentos foram administrados diariamente
durante 28 dias. Para verificar o efeito dos tratamentos sobre a capacidade funcional, semanalmente,
utilizou-se a escala de Basso, Beattie e Bresnahan (BBB). Aos 28 dias 0s animais foram eutanasiados
para analise histolégica. O tecido foi avaliado quanto ao nimero de neurdnios e células da glia
marcados por hematoxilina-eosina (HE). Os dados foram submetidos a analise de variancias mdltiplas
com medidas repetitivas, sendo consideradas as variaveis tratamento e tempo, seguida do pés-teste
de Bonferroni (avalia¢éo funcional) ou a andlise de varidncia de uma via seguida do pés-teste de Tukey
(histologia). A analise cromatografica permitiu identificar, no EACPG, o &cido galico (3,83 + 0,00 mg/g
de extrato) e o &cido elagico (11,80 £ 0,08 mg/g de extrato). Ao 7° dia pds lesdo os grupos tratados
com EACPG a 100 e 300 mg/kg, bem como o grupo que recebeu metilprednisolona apresentaram
médias significativamente maiores na avaliacao funcional do que as do grupo lesionado tratado com
veiculo. Depois de 14 dias, os grupos EACPG100 e EACPG300, e o0 grupo que recebeu
metilprednisolona apresentaram médias significativamente maiores que as do grupo lesionado tratado
com veiculo e o grupo EACPG100 apresentou valores médios significativamente maiores que 0s outros
dois tratamentos. Em 21 dias, todos os demais tratamentos resultaram em aumento dos valores médios
em relacdo ao grupo Veiculo e nao foram observadas diferencas entre os tratamentos a partir deste
periodo. Finalmente, em 28 dias, apenas nos grupos tratados com EACPG 100 mg/kg e com
metilprednisolona observou-se aumento dos escores meédios em relagdo ao grupo lesionado tratado
com veiculo. A analise quantitativa do componente celular ndo mostrou qualquer diferencga significativa
no contingente de células da glia entre os grupos analisados. O mesmo comportamento foi evidenciado
na analise quantitativa de neurbnios, excetuando o grupo veiculo, no qual o nimero médio destas
células encontrado no lado direito foi significativamente menor que no lado esquerdo. Quando analisado
o efeito dos diferentes tratamentos sobre o quantitativo de células nos cornos anteriores da medula
espinhal, foi evidenciado que, no lado esquerdo (ndo lesado), ndo houve diferenca entre os grupos seja
em relagcdo ao nimero médio de neurdnios seja de células da glia. Contudo, do lado lesionado, o
namero médio de neurdnios no grupo veiculo se mostrou significativamente menor que no grupo
laminectomia. Todos o0s demais grupos tratados apresentaram numero médio de neurdnios
estatisticamente semelhantes ao grupo laminectomia; porém EACPG100 e Metilprednisolona
apresentaram quantitativo de neurénios significativamente maior que o grupo veiculo, o que nao foi
observado no grupo EACPG300. Além disso, apenas o grupo Veiculo mostrou um ndimero médio de
células da glia maior que o grupo Laminectomia. Os grupos EACP100 e Metilprednisolona exibiram
namero médio de células da glia significativamente menor que o grupo Véiculo, mas ndo houve
diferenca entre este Ultimo e EACPG300. O EACPG nas doses de 100 e 300 mg/kg mostraram-se tdo
eficazes quanto o farmaco padrao Metilprednisolona em acelerar a recuperacao funcional motora da
medula espinal em ratos. O EACPG na dose de 100 mg/kg promoveu o reestabelecimento do nimero
médios de neurdnios e reduziu a gliose nas secc¢des histologicas de medula espinal de maneira
semelhante a Metilprednisolona. Assim, os resultados sugerem, portanto, que o EACPG possui uma
acao neuroprotetora frente a lesdo medular espinal por hemissecc¢éo toracica.

PALAVRAS-CHAVE: Hemisseccdo; Punicaceae granatum; Medula espinal; Neuroprotecéo.



ABSTRACT

Spinal cord injury (CML) is a condition that can lead to permanent disability. The therapeutic strategies
aim to revert the pathophysiological events such as the inflammation and the oxidative stress underlying
this condition. Extracts of Punica granatum (P. granatum) present anti-inflammatory, antioxidant and
neuroprotective action. The aim of this study was to evaluate the effects of oral administration of the
Aqueous Extract from the Bark of Punica granatum (EACPG) on LME in rats. For this, chemical
composition of the EACPG was characterized by means of high performance liquid chromatography.
For the biological assay, 40 female adult Wistar rats were divided into 5 groups: sham (LAM) and
lesioned treated with vehicle (distilled water, 1 mL), EACPG at 100 mg/kg (EACPG100), EACPG at 300
mg/kg (EACPG300) and Methylprednisolone (30 mg/kg). Hemisection injury was performed on the right
side of spinal cord at the thoracic segment Treatments were administered daily for 28 days. Basso,
Beattie and Bresnahan (BBB) scale was performed weekely to assess the effect of treatments on
functional recovery. At 28 days the animals were euthanized for histological analysis. The tissue was
evaluated regarding the number of hematoxylin-eosin (HE) labeled neurons and glia cells. The data
were submitted to the multiple variances analysis with repetitive measures, considering the variables
treatment and time, followed by Bonferroni post-test (functional evaluation) or one-way analysis of
variance followed by the Tukey post-test (histology). Chromatographic analysis allowed to identify gallic
acid (3.83 £ 0.00 mg / g extract) and ellagic acid (11.80 + 0.08 mg / g extract) in the EACPG. On the 7th
postoperative day, the groups treated with EACPG at 100 and 300 mg/kg as well as the group receiving
methylprednisolone had significantly higher mean values in the functional evaluation than those of the
injured group treated with vehicle. After 14 days, the groups EACPG100 and EACPG300, and the group
receiving methylprednisolone, presented mean values significantly higher than those of the injured
group treated with vehicle; the group EACPG100 presented mean values significantly higher than the
other two treatments. At 21 days, all other treatments resulted in an increase in the mean values in
relation to the lesioned/vehicle treated group and no differences were observed between treatments
after this period. Finally, in 28 days, only the groups treated with EACPG 100 mg/kg and with
methylprednisolone showed an increase in mean scores in relation to the injured group treated with
vehicle. Quantitative analysis of the cellular component did not show any significant difference in the
number of glial cells between the groups analyzed. The same profile was evidenced in the quantitative
analysis of neurons, except for the vehicle group, in which the mean number of these cells found on the
right side was significantly lower than on the left side. When analyzed the effect of the different
treatments on the mean number of cells in the anterior horns of the spinal cord, it was evidenced that,
on the left side (not injured), there was no difference between the groups either in relation to the average
number of neurons or of glial cells. However, on the injured side, the mean number of neurons in the
vehicle group was significantly lower than in the laminectomy group. All other treated groups presented
a mean number of neurons statistically similar to the laminectomy group; but EACPG100 and
Methylprednisolone showed significantly higher mean number of neurons than the vehicle group, which
was not observed in the EACPG300 group. In addition, only the Vehicle group showed an average
number of glial cells greater than the Laminectomy group. The EACP100 and Methylprednisolone
groups had a significantly lower mean number of glia cells than the Vehicle group, but there was no
difference between this latter and the EACPG300. EACPG at doses of 100 and 300 mg/kg showed to
be as effective as the standard drug Methylprednisolone in accelerating the motor functional recovery
after spinal cord injury in rats. EACPG at the dose of 100 mg/kg promoted the reestablishment of the
mean number of neurons and reduced the gliosis in the histological sections of spinal cord in a similar
manner to the Methylprednisolone. Thus, the results suggest, therefore, that the EACPG had a
neuroprotective action against spinal cord injury by thoracic hemisection.

KEY-WORDS: Hemisection; Punicaceae granatum; Spinal cord; Neuroprotection.



1 INTRODUCAO

A lesdo medular espinal (LME) € uma condi¢do clinica devastadora com varias
manifestacdoes e incapacidades permanentes, tendo como danos a perda de funcionalidade
parcial ou total da medula espinal (SIMAO; PEREIRA, 2017).

A incidéncia da lesdo medular espinal (LME) é de até 195,4 mil casos por milhdo de
habitantes em todo mundo (JAZAYERI et al., 2015). Um novo estudo mostrou que a incidéncia
no Brasil seja de 16 a 26 mil pacientes por milh&o por ano (BOTELHO et al., 2014).

As causas mais frequentes de LME sdo de origem traumatica (90%), ocasionadas por
acidente automobilistico, quedas, violéncia e atividades desportivas. A idade média dos
pacientes com lesdo aumentou de 29 anos durante a década de 1970 para 42 atualmente
(National Spinal Cord Injury Statistical Center, 2016) e foi sugerido que até o ano 2020 a LME
se tornard a terceira maior causa de incapacidade e morte em adultos (ZEINALIZADEH 2015;
HARNISH 2016).

A metilpredinisolona (MP) é um dos medicamentos mais populares utilizado no
tratamento clinico em individuos com LME. No entanto, sua eficacia em promover o efeito
neuroprotetor tem sido questionada e a ocorréncia de efeitos adversos como infeccdo e
embolia pulmonar causam hesitagéo sobre o uso prolongado (KIM et al., 2017; BOWERS CA,
2016).

Diante da complexidade que abrange os eventos fisiopatolégicos como a inflamacéao e
0 estresse oxidativo, fatores preponderantes na fisiopatologia da LME, no entanto, é na leséo
secundaria que ocorre uma grande perda de neurdnios, excitotoxicidade (Dorsett et al., 2016),
apoptose (Crowe et al., 1997; Liu et al., 1997), ocorre processo inflamatdrio mediado por
células inflamatérias como macrofagos, microglia, células T e infitrados de neutrdfilos
(FEHLINGS, 2016). Nesse contexto, € importante a descoberta de estratégias terapéuticas
que dirimam ou inibam esses processos (JIA et al., 2012) e possam conter 0s eventos
secundarios da lesao, proporcionar o crescimento axonal, e simultaneamente, promovam a
recuperacao das conexdes com estruturas alvo (COUGHLAN 2013; FEHLINGS 1991; JING
et al., 2013).

N&o existem tratamentos capazes de reverter completamente os danos neuronais
ocasionados pela LME, mas sabe-se que a utilizacdo de moléculas bioativas podem gerar
condigbes favoraveis ao crescimento axonal devido as suas acgfes antioxidante, anti-
inflamatoria e neuroprotetora (PEI et al., 2017).

A literatura mostra que extratos de Punica granatum Linn (P. granatum), popularmente
conhecida como roma (TEIXEIRA DA SILVA et al., 2013), apresentam acao anti-inflamatdéria
(LEE et al., 2010; ISMAIL et al., 2012), antioxidante (BAGRI, et al., 2010; CELIK et al., 2009;
PRAKASH, PRAKASH, 2011; WANG, et al. 2013) analgésica (TRUJANO et al., 2015) e



neuroprotetora em modelos experimentais para estudo da doenca de Alzheimer (AHMED et
al., 2014a; HARTMAN et al., 2006), acidente vascular encefalico (AHMED et al., 2014b) e
frente ao estresse oxidativo neuronal in vitro e in vivo (CELIK et al., 2013; FOROUZANFAR et
al., 2013).

A casca de roma corresponde a cerca de 50% do peso total da fruta e compostos
bioativos como &cido elagico e seus derivados e elagitaninos como punicalina e punicalagina
sdo encontrados em maiores concentragcdes nas cascas (GULLON et al., 2016). Estes séo os
principais responsaveis pelas atividades biologicas atribuidas a planta (AFAQ et al., 2005a;
VIUDA-MARTOS et al., 2010). Mais especificamente, os elagitaninos tém sido relacionados
ao potencial cicatrizante e neuroprotetor atribuido aos compostos polifendlicos da fruta (QU
et al., 2012; AHMED et al., 2014a, b; CELIK et al., 2013) e Nascimento (2013) observou que
0 extrato aquoso apresentou as maiores quantidades de &cido elagico.

Dessa forma, tendo em vista a importancia dos eventos secundarios como a
neuroinflamacao e estresse oxidativo para a progressao do quadro ap6s LME e as atividades
biol6gicas da P. granatum, incluindo a acdo neuroprotetora, e de seus componentes quimicos,
encontrados destacadamente na casca e obtidos por extragdo em agua, o extrato aquoso da

casca de P. granatum (EACPG) pode ser uma possivel estratégia terapéutica para tratamento
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar os efeitos da administracéo via oral do Extrato Aquoso da Casca de Punica
granatum (EACPG) sobre lesdo medular em ratos.

2.2 Especificos

. Obter e caracterizar quimicamente o EACPG;

. Avaliar os efeitos do tratamento sobre recuperacéo funcional ao longo do tempo
por meio do teste de avaliag&do funcional (motora);

° Avaliar o efeito neuroprotetor sobre a morte neuronal.

° Avaliar o efeito do EACPG sobre as respostas mediadas por células da glia

(microglia, astrécitos e oligodendrdcitos).
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Medula espinal e lesdo medular espinal

A medula espinal é a estrutura neural responsavel por conduzir impulsos elétricos,
aferentes e eferentes, entre o encéfalo e o restante do organismo. Localizada dentro do canal
medular, € comumente lesionada em casos de traumas diretos ou indiretos na coluna
vertebral, o que pode resultar em déficit motor e sensitivo, repercutindo em limitagéo funcional
para o individuo (SILVA et al., 2012).

A medulla espinal é representada por possuir alargamento nas areas cervical inferior
e lombosacra conhecidos como intumescéncias cervical e lombossacral. Esses alargamentos
sdo formados por grandes quantidades de corpos de células nervosas e projecdes que se
acumulam para formar os plexos braquial e lombossacral, responsaveis por fazer a inervagéo
dos membros superiores e inferiores, respectivamente. A mais importante fungdo da medula
espinal consiste em remeter, receber e fornecer estimulos em forma de informacdes motoras
e sensoriais que sdo transmitidas do encéfalo para todas as areas do corpo (MOORE et al.,
2013).

A eficicia de fibras e células que compdem o sistema nervoso central (SNC) que
atuam na restauracao apos Lesdo Medular Espinal (LME) € insuficiente. Dessa forma, a LME
€ uma injUria excessivamente agressora e exaustiva. Aparece com grande frequéncia, além de
gerar danos neuroldgicos severos e dispde de um alto indice de mortalidade estimado em 5%
dos acometidos (NSCISC, 2015).

Por acometer principalmente individuos adultos jovens do sexo masculino, entre os 30
e 42 anos, e gerar sequelas motoras restritivas e incapacitantes, na maioria das vezes
irreversiveis, o traumatismo medular deve ser alvo de aten¢éo das politicas publicas de saude
(ANDRADE; GONCALVES, 2007; SHAH; TISHERMAN, 2014).

Apds a LME no sistema nervoso central do adulto os ax6nios tém uma grande
dificuldade em se regenerar. Esta falta de regeneragdo pode ser atribuida a diminui¢cdo da
ativagcdo de programas de crescimento intrinseco e um ambiente local. Ambos necessitam de
moléculas que permitem o crescimento axonal e a remoc¢do de moléculas que inibem este
crescimento (KEEFE et al., 2017).

Atualmente, ndo existe uma terapia especifica e eficaz para restaurar a fungdo nervosa
apés LME (MEIJA 2015). Nesse contexto, danos a medula espinal podem acarretar em
limitacdes de movimentos voluntarios de forma total ou parcial abaixo do nivel da leséo. Apos
um trauma da medula espinal h& o bloqueio da transmissdo nervosa abaixo do nivel da lesdo
e para 0s nervos espinais relacionados a essas areas (American Spinal Injury Association,
2013).

De acordo com a American Spinal Injury Association — ASIA (2013) dependendo do
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nivel medular em que ocorrem os ferimentos, a LME pode resultar huma paralisia dos
musculos usados para respiracao, paralisia ou perda da sensacao do tronco, bragos e pernas,
fragueza, dorméncia e perda do controle do intestino e da bexiga e numerosas condi¢cdes
secundarias incluindo problemas respiratérios, Ulceras de pressao e picos, por vezes, fatais
na pressao sanguinea.

A Tetraplegia geralmente descreve a condicdo de uma pessoa com lesdes na regido
cervical da medula espinal. Este individuo pode experimentar perda de sensibilidade e
paralisia dos membros superiores e membros inferiors. Paraplegia é o termo genérico para
descrever a condi¢cdo de uma pessoa que perdeu sensagdo ou ndo € capaz de mover as
partes mais baixas do seu corpo e que que sofreuum trauma no nivel da primeira vértebra
toracica (T1) a quinta vértera sacral (S5). As partes do corpo que podem ser afetadas séo o
tronco e os membros inferiors (ASIA, 2013). (Figura 1)

FIGURA 1: Segmentos acometidos no trauma medular.
FONTE: NSCISC 2009; HEGEN 2012, SARAH, 2011.

Além de todo comprometimento motor, modificagdes na sensibilidade e sinais da dor,
no funcionamento vesical, intestinal, sexual e psicolégicas podem ocorrer. A fase de
reabilitacdo pode ser iniciada com o objetivo de tentar retomar os danos neurolégicos

causados pela LME e evitar complicacdes, proporcionar a independéncia funcional e
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recuperar as atividades sociais buscando, portanto, a melhoria da qualidade de vida dos
pacientes (BRASIL, Ministério da Saude, 2015).

De acordo com o o National Spinal Cord Injury Statistical Center (NSCISC, 2016), a
LME pode se apresentar de duas formas, traumatica ou ndo traumatica, a depender de sua
causa, completa ou incompleta, dependendo do nivel da lesdo que foi afetado e de sua
gravidade.

Na classificacdo de comprometimento neurolégico padréo fornecida pela ASIA séo
determinados graus de lesdo de ASIA A (completa) & ASIA E (normal sensorial/ motor), com
B, C e D representando diferentes graus de lesédo entre elas (KRETEZER, 2016):

Lesdo ASIA A: Completa - sem sensibilidade e fungdo motora nos seguimentos sacrais

S4-S5.

. Lesdo ASIA B - Sensitivo Incompleto: apresenta sensibilidade, mas né&o
funcéo

motora abaixo do nivel neurolégico, estendendo-se até os seguimentos sacrais S4-Sb.

° Lesd@o ASIA C - Motor Incompleto: A fungdo motora estd preservada abaixo
do nivel neurolégico; porém, mais da metade das fungbes dos musculos-chave séo
acometidos abaixo do nivel da lesdo neuroldgica.

° Les@o ASIA D — Motor Incompleta: A funcdo motora esta preservada abaixo
do nivel neuroldgico e, pelo menos, metade das fungdes dos musculos-chave abaixo do nivel
neuroldgico tém um grau muscular maior ou igual a 3.

. Lesdo ASIA E - Normal: é aquela na qual, apesar do trauma medular, no
momento da avaliacdo, as funcbes motoras e sensitivas foram consideradas normais em
todos segmentos abaixo do nivel neuroldgico — apesar de em algum momento ter sido
constatado déficits motores e sensitivos.

A depender do nivel de gravidade da lesdo, o quadro neurolégico da LME é
determinado pela complexidade de eventos primarios e secundarios que estao relacionados

as fases de desenvolvimento da injaria. (ZAO et al., 2011; JIA et al., 2012)

3.1.1 Fisiopatologia da Lesédo Medular Espinal

A fisiopatologia da LME é melhor descrita como bifasica, constituindo-se de uma leséo
primaria ou inicial e uma lesdo secundaria (KIM, 2017). Nessas duas les6es ocorrem um
grande numero de eventos celulares e moleculares (CALVINOS et al., 2016).

A lesdo primaria é o resultado do impacto direto sobre a medula espinal, aumentando
a compressao, que leva a um dano axonal. Esse tipo de lesdo pode ser resultante de uma
transeccéo ou laceracdo da medula espinal, ocasionando em secc¢éao parcial ou total (Siddiqui
et al., 2015).

Ja a lesdo secundaria é uma leséo tecidual progressiva apés a LME. Durante esta
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lesd@o é iniciada uma cascata de eventos secundarios, que envolvem processo inflamatério
mediado por células inflamatérias como macréfagos, micréglia, células T e infiltrados de
neutrdéfilos chegam ao local por quimuiotaxia (FEHLINGS, 2016). Estas células desencadeiam
a liberacao de citocinas como fator de necrose tumoral-a (TNF- a), Interleucina (IL) 1a, IL-1B
e IL-6 (NAJKAMURA 2003; ULNDREAJ 2016). A lesé@o secundaria inclui a morte neuronal e
degeneracado axonal, formacao de cicatriz glial e ativacdo da microglia (ZHANG, 2016).

O processo de lesdao secundaria pode ser dividido nas fases aguda, subaguda (ou
intermediaria) e crénica, de acordo com o tempo pdés-lesdo e 0os mecanismos subjacentes
(KIM, 2017). Nas primeiras duas horas apés o trauma € iniciada a fase imediata onde ha morte
neuronal e glial seguida de choque medular e alterag6es funcionais motoras no nivel da leséo
e abaixo (DITUNNO et al., 2004; NORENBERG et al., 2004; BOLAND et al., 2011).

As células da glia também sdo comprometidas, sendo os oligodendrécitos 0s mais
danificados, uma vez que apresentam maior permeabilidade ao calcio e sofrem sensibilizagdo
por ciclo-oxigenase, resultando em morte por excitotoxicidade (PROFYRIS et al., 2004,
CARLSON et al., 2010; GERARDO NAVA et al., 2013; WANG et al., 2013).

Ocorre ainda o surgimento de pontos hemorragicos distantes do sitio da leséo
original como resultado da perda de integridade estrutural dos capilares sanguineos e ha o
aumento da expressao do TNF- a e IL-18 (DONNELLY; POPOVICH, 2008; DAVID; KRONER,
2011).

Entre 2 e 48 horas apés o trauma medular inicial ocorre a fase aguda. Nesse momento,
uma volumosa area hemorragica é formada, que vai resultar em isquemia (TATOR;
FEHLINGS, 1991). Esta manifestagdo € importante, uma vez que a hemoglobina liberada é
téxica as células do SNC, aumentando o volume de tecido neural danificado. A isquemia e o
processo hemorragico estéo relacionados a permeabilidade da barreira hematoencefalica e
hematoespinhal, uma vez que a lesdo medular causa uma interrup¢cdo nessas barreiras,
atingindo uma interrupgéo maxima 2 horas ap6s o trauma e retornando a niveis fisiologicos 2
semanas depois do trauma inicial (FIGLEY et al., 2014).

Durante as primeiras 24 horas ap6s o trauma inicial, acontece um processo chamado
choque medular, ou seja, a auséncia de reflexos espinhais caudais. O choque medular é
diferente do choque neurogénico, durante o choque medular o paciente apresenta condicbes
de hipotensao e bradicardia devido a diminuigdo da resisténcia vascular periférica, enquanto
gue o choque neurogénico esta associado a interrupcao das funcdes neurais distantes a lesao,
como for¢a motora, sensibilidade e reflexo (DITUNNO et al., 2004).

Além disso, ocorre a infiltracdo de células do sistema imune para o SNC, tais como
células T, neutrofilos e mondécitos, ocasionadas pela interrupcdo das barreiras
hematoencefalicas e hematoespinhal. As micréglias continuam a proliferacdo e se ativam

durante a fase aguda, resultando na liberagcdo de quimiocinas e citocinas (DONNELLY;
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POPOVICH, 2008; TZEKOU; FEHLINGS, 2014). Dessa forma, durante as primeiras 24 horas
apos o trauma medular, os neutréfilos chegam ao sitio da lesé@o e hé liberacdo de citocinas,
metaloproteinases (MMPSs), mieloperixiodase e espécies reativas de oxigénio.

No entanto em 48 horas os neutréfilos ja ndo sdo mais 0s mesmos e ocorre uma
migracdo dos mondcitos. Ja em 72 horas, acontece um aumento da lesdo secundaria, uma
vez que os mondcitos chegam na corrente sanguinea e tornam-se macrofagos e ha liberacéo
de glutamato, TNF-q, IL-18, IL-6 e prostandides (LESKOVAR et al., 2000; SCHWAB et al.,
2000).

ApOs os primeiros 7 dias pés a lesdo medular inicial, € uma iniciada uma reducéo de
macrofagos Tipo 1, porém a micréglia persiste ativa por semanas (DONNELLY; POPOVICH,
2008). Os eventos que marcam o final da fase aguda s&o a morte celular por apoptose e a
desmielinizacéo (YU et al., 2009).

Os astrécitos tornam-se hipertréficos e proliferativos entre os primeiros dois dias e
duas semanas da LME, além de iniciar-se a formagao da “cicatriz glial” a qual é responsavel
por uma barreira fisica e quimica para a regeneracdo dos axbnios da medula espinhal
(KARIMI-ABDOLREZAEE et al., 2010; KARIMI-ABDOLREZAEE et al., 2012; YOUNG, 2014).

A fase subaguda (ou intermediaria) tem inicio entre 14 e 21 dias apds o trauma e tem
duracéo aproximada de 6 meses. Nessa fase, a reagdo de gliose continua até a cicatriz glial
se formar por completo. A cicatrizagdo glial € um acontecimento fundamental na recuperacao
de lesBes no SNC, pois 0 acumulo de astrocitos leva a expansao da area da leséo e uma
perda de macromoléculas através da barreira hematoencefalica que se encontra
comprometida (FAULKNER et al., 2004; MYER et al., 2006). Os astrdcitos passam a produzir
moléculas inibitorias a partir da cicatriz glial que proporcionam a falha na regeneragéo axonal
(FITCH; SILVER, 2008).

A partir do sexto més apés o trauma inicial € que uma LME é considerada crénica.
Nessa fase a cicatriz glial e os cistos na medula espinhal ja estéo definidos e desenvolvidos.
A necrose do tecido neuronal resulta em cistos e representam uma barreira fisica que
impossibilita a regeneracdo axonal. Nesse momento a degeneracdo walleriana se estende e
pode durar anos até que o0s corpos celulares e o0s restos de axbnios sejam
totalmenteremovidos do sitio da lesdo (FLEMING et al., 2006; KRAMER et al., 2013). O
decurso temporal das alteracdes na medula espinal apos leséo estao representados na figura
2.
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Fase da Lesdo Medular
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hemoestase * lIsquemia * Formagdo de * Resposta * Reagdode , Estabilizacio da
* Hemorragia area fagocitaria gliose cicatriz glial
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neuronal e glial + Excitotoxicidade reativa dos de cicatriz Waleriana
* Perda *+ Estresse astrocitos
funcional oxidativo

motora abaixo * Dismielinizagdo

FIGURA 2: Eventos fisiopatoldgicos apés LME. Representados em suas respectivas fases.
FONTE: Adaptado de Siddiqui et al., 2015

Todos os eventos citados causam impedimento da regeneracdo, além da perda de
tecido e incapacidade funcional (HE; NAN, 2015). Portanto, o desenvolvimento de novas
estratégias de tratamento para favorecer o processo de neurorregeneracdo e controlar a
ativacao glial pode ser benéfica no tratamento da LME (ZHANG, 2016).

3.1.2 Estratégias de Tratamento

As vias de danos secundarios oferecem potenciais alvos terapéuticos para o
tratamento da LME por permitir intervengfes que favoregam uma maior recuperagao funcional
(Profyris et al., 2004; Zhang et al., 2015a). A metilprednisolona (MP), um glicocorticoide
sintético utilizado para tratar doencas inflamatérias, € bastante utilizada no tratamento de
individuos com LME. Estudos demonstraram que a MP inibe a inflamacdo, o estresse
oxidativo e a apoptose neuronal, contribuindo para o efeito neuroprotetor na recuperacdo
funcional apés a LME (VAQUERO et al., 2006; GOCMEZ et al., 2015).

Apesar das dificuldades em alcancar terapias que propiciem a completa recuperagao
desde o trauma inicial, cada vez mais terapias experimentais tém surgido e demonstrado
sucesso no tocante a regeneracdo medular espinal apos lesdo (MAIER et al., 2008; LIU et al.,
2010). Os métodos de tratamento durante a fase aguda da LME séo frequentemente limitados
a doses elevadas de corticoides (FEHLINGS, 2011), estabilizacao cirtrgica e descompressao,
para atenuar os danos adicionais (PE, 2013). O transporte de células tronco € um novo
método de tratamento para LME. No entanto, os papeis destes métodos na recuperacéo

funcional apés a LME continuam controversos (HE e NAN, 2016).
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Ahuja et al. (2016) recomendam a manutencao da pressao arterial média (PAM) =85
a 90 mm Hg durante 7 dias ap6s a LME e foi encontrado melhora nos resultados da presséo
arterial ao longo prazo. Veronez et al. (2016) Utilizaram a terapia através do laser com varias
doses elevadas, que foram eficazes na promocéao da recuperacéo funcional e modulacdo do
processo inflamatério apés LME em ratos. H4, ainda, abordagens que buscam restituir ou
substituir fungdes perdidas por meio de transplantes celulares variados (GISZTER, 2008;
VAWDA e FEHLINGS, 2013). Zhang (2016) em seu estudo utilizou a erva chinesa Puerarin
com forma de tratamento ap6s LME e relatou eficacia frente aos efeitos da regeneracdo
axonal, recuperacéo funcional e diminui¢éo da inflamacéao.

Em relagdo a novas abordagens terapéuticas, pode-se citar o estudo com ratos de
Paterniti et al., (2011) relatando que a aplicacdo de adenosina tem efeito protetor sobre a
LME, agindo sobre receptores glutamatérgicos diminuindo a excitotoxicidade. Abrams et al.,
(2012) encontraram indicios de que o imatinibe, um inibidor da tirosina quinase, utilizado
clinicamente para tratamento de cancer, possui efeito significativamente protetor sobre
neurbnios e outras células do tecido medular ap6s LME em ratos. Yu et al., (2012)
encontraram evidéncias de que o acido valpréico influéncia a restauragdo da hiperacetilagéo
e reducao da resposta inflamatoria resultante da LME, sendo eficaz na recuperagéo da funcéo
motora em ratos.

Técnicas fisioterapéuticas auxiliam ainda no fortalecimento muscular, melhorando o
controle de tronco e consequentemente a capacidade de manutencdo postural. Além dos
exercicios, alguns medicamentos como 0s benzodiazepinicos, cloridrato de imipramine
gabapentina e toxina botulinica tipo A podem ser utilizados para como forma de tratamento,
diminuindo a caracteristica espastica da lesdo. Estes tratamentos beneficiam ndo apenas a
saude fisica do individuo, como também sua condi¢do psicossocial, uma vez que a limitagdo
da mobilidade é um fator significativo de excluséo social (SILVA et al., 2012).

Nesse contexto, produtos naturais como a prépolis vermelha e a roma, que tem em
sua composicao substancias com atividade antioxidante e anti-inflamatoéria podem representar
uma importante ferramenta farmacolégica na reducdo dos danos causados pela lesédo
medular secundaria, evitando a progressao das cascatas de eventos quimicos subjacentes
ao processo (TY et al., 2009; MANDALARI et al., 2011).

3.2 Produtos Naturais

A sustentabilidade de um pais depende de um consistente plano politico, que abrange
0s aspectos de educacdo, ciéncia, tecnologia e inovacdo, amparada pela preservacdo da
biodiversidade, através da utilizacdo racional de fontes naturais, de modo a atender as
necessidades basicas dos seres vivos, além do avanco social e econdémico, num cenario que

assegura o equilibrio ordenado do meio ambiente e seres vivos. A biodiversidade das florestas
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tropicais serve como foco para a descoberta de plantas medicinais promissoras para a cura
de doencas e agravos a saude. A relacdo de plantas tropicais e seus predadores naturais
podem ser utilizadas como uma base para achados de substancias ativas e como resultado
uma forma de direcionar as analises farmacoldgicas (BRAZ-FILHO, 2010).

O Brasil é considerado um grande consumidor de produtos naturais. O aumento
significativo na aplicacdo de plantas medicinais por individuos vem beneficiando a
implementacdo desses produtos pelo Sistema Unico de Saide (SUS), através de politicas
publicas na area da saude, que j4 conta com 16 Estados em que o produto natural é
disponibilizado (OLIVEIRA et al., 2012). Além disso, se destaca pela sua ampla biodiversidade
vegetal, e por possuir maiores perspectivas para exploracdo econdmica de medicamentos é
um dos paises de maior niumero de espécies do mundo, representando em torno de 19% da
flora mundial, com expressivo potencial genético e do nimero de espécies nativas, possui
excelente condicao climética e grande potencial hidrico, como as plantas medicinais provém
dessa diversidade podem ser aplicadas a qualquer classe socioeconémica (BENINI et al.,
2010; GUILHERMINO, 2015).

O conhecimento de sistema Unicos terapéuticos e utilizacdo de produtos naturais sdo
amplamente aceitos pela populacdo rural quanto urbana, devido a sua grande diversidade
biologica, étnica e cultural e socioecondmica que formam a populacéo brasileira (ROCHA et
al., 2015).

O incentivo as pesquisas, estudos e desenvolvimentos tecnoldgicos, sdo acdes de
estimulo das politicas publicas para sensibilizar profissionais da saude na prescricdo de
medicamentos e produtos fitoterapicos disponiveis nas unidades de saude. Transformando a
fitoterapia ndo apenas em uma terapia alternativa e complementar, mas em alguns casos, um
tratamento de primeira escolha para usuarios do SUS (OSHIRO et al., 2016).

Produtos naturais cada vez mais tem sido alvo de pesquisas, que tém possibilitado a
producdo de novas drogas pela identificacdo de novos compostos bioativos com resultados
promissores relacionados a a¢ao neuroprotetora. Os fitoquimicos possuem um mecanismo de
acao que atua em desordens neurodegenerativas e pode ser descrito como: (1) reducdo do
estresse oxidativo por suas atividades antioxidantes; (2) impulsionando a fagocitose pelas
células de defesa; (3) aumento da concentracdo de neurotransmissores nas proximidades dos
neurbnios para impedir a clivagem destes pelas enzimas; (4) adaptacdo dos neurdnios a
condicbes de estresse que afetam as suas propriedades e (5) inibicAo da acdo da
acetilcolinesterase (AChE) (VENKATESAN et al., 2015).

O medicamento fitoterdpico apresenta um custo relativamente alto de pesquisa e
producéo, ndo devendo ser confundido com medicina popular ou alternativa. S&o submetidos
a intensa fiscalizacdo e controle por parte da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitario

(ANVISA) para comprovacdo dos seus efeitos benéficos, enquanto a medicina popular
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perpassa apenas pelos conhecimentos empiricos de uma populagdo, ndo havendo
estabelecimento de critérios cientificos em sua utilizacdo. Sendo assim, é de fundamental
importancia cada vez mais investir em pesquisas que possibilitem a investigacao de recursos
vegetais existentes no Brasil, com o propdésito de detectar possiveis beneficios de seu
consumo para a populacdo, bem como avaliar sua reprodutibilidade, eficacia e seguranca do
seu consumo (REZENDE; COCCO, 2002; VIEIRA et al., 2010).

Acredita-se que o uso de produtos naturais ndo apresente riscos a saude, porém ao
contrério do que se pensa o0s produtos naturais podem apresentar varios agravos a saude
incluindo reacBes alérgicas, toxicas, interagfes medicamentosas e efeitos mutagénicos.
Diversos grupos de plantas possuem substancias bioativas de interesse farmacologico. No
Brasil, e em outros paises, o intuito a atividade, esclarecer mecanismos de a¢do, ou mesmo,
identificar componentes ativos e investigar os possiveis efeitos toxicos de diferentes espécies
vegetais (BELCAVELLO, 2012)

Desta forma Oliveira et al., (2012) abordaram que, segundo a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), 80% da populagdo mundial faz 0 uso de plantas medicinais nas precaucdes
com a saude, sendo que aproximadamente 10.000 plantas tém seu uso medicinal
documentado. Nesse caso, estudos pré-clinicos que contém produtos naturais como forma
de tratamento buscam por novas estratégias terapéuticas que minimizem os danos causados
pela LME (LEE et al., 2005; GENOVESE et al., 2010; ZHAO et al., 2011).

Na biodiversidade da flora brasileira, a Punica granatum Linn. (P. granatum) destaca-
se pelas diversificadas a¢0es biologicas.

Embora ndo seja considerada uma espécie vegetal nativa do Brasil, e sim da Asia
Central, é cultivada mundialmente em outras regides como Oriente Médio, Mediterranea da
Asia, Américas do Norte, Sul e Central, Africa e Europa (HASNAOUI et al.,2012). Apresenta
larga distribuicdo por todo o territorio brasileiro, principalmente no Nordeste (MIGUEL et al.,
2010).

3.2.1 Punica granatum Linn
Arbusto grande que mede de dois a quatro metros de altura, lenhoso, ramificado,

nativo da Asia Central e cultivado mundiaimente (HASNAOUI et al., 2012). A familia
Punicaceae é uma familia de duas espécies, Punica granatum e Punica protopunica. A Punica
granatum é uma planta cultivhvel em clima tropical e semitropical (LORENZI; SOUZA, 2001,
LEE et al., 2010).

A Roma (P. granatum) foi uma das primeiras frutas utilizadas para consumo humano.
SHAYGANNIA et al. (2015) encontraram que atualmente essa planta € cultivada em mais de
100 paises, incluindo Ird, Espanha, Italia, Afeganistéo, Estados Unidos, india, China, RUssia,
Uzbequistdo, Marrocos e Grécia. Sua nomenclatura varia de acordo com o pais, no Brasil a

P. granatum é popularmente conhecida como romazeira e seu fruto como roma
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(CURRO et al., 2010).

Dessa forma, apdés a P. granatum chegar no Brasil, foram encontradas condicbes
favoraveis para o crescimento vegetativo, florescimento, frutificacdo e producédo de frutas de
primeira qualidade. Moreira (2015) pode observar em estudo que quando comparado a P.
granatum cultivada na Turquia com a P. granatum produzida no Brasil, a do territorio brasileiro
teve melhores resultados obtendo valores maiores das propriedades quimicas e oxidantes.

A producdo de roma no Brasil apresenta um grande crescimento, especialmente na
regido semi-arida. O Nordeste brasileiro apresenta condigbes favoraveis para o cultivo.
(CARDOSO et al., 2011). Com o aumento do consumo gerado pelas industrias de alimentos,
farmacéutica e de cosméticos, a area cultivada no Brasil tem se expandido (MOREIRA et al.,
2015).

O aumento na procura pela roma esta associado a elevada quantidade de compostos
bioativos e as evidéncias cientificas dos seus beneficios a saude humana (YANG et al., 2016;
AKHTAR et al.,, 2015). A roméd tem uso farmacolégico e apresenta um amplo potencial
fitoquimico de valor medicinal. A arvore é dividida em partes para estudo das atividades
farmacoldgicas, raiz, caule, folhas, flores, frutos (casca, suco e semente) que foram descritos
por suas agdes antioxidante.

Na polpa da roma séo encontrados diversos fendlicos, especialmente a punicalagina
(ROJANATHAMMANEE et al., 2013), que seriam 0s responsaveis pelo efeito neuroprotetor.

O papel bioldégico da romé tem sido aplicado a propriedade antioxidante fornecida pelos

compostos fendlicos como acido galico, acido elagico e punicalagina (alfa e beta) dois
polifendis Unicos da roma (JOHANNINGSMEIER; HARRIS 2011). (figura 2)
OH

O~__OH
0
O  OH
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B OH
Punicalagina Acido Galico Acido Elagico

FIGURA 3: Estrutura quimica de Punicalagina, Acido Galico e Acido Elagico, compostospresentes
na roma.

FONTE: adaptado de Viladomiu et al., (2013)
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Os componentes bioativos e as acdes farmacoldgicas da P. granatum indicam uma
gama de aplicacBes clinicas para o tratamento e prevencdo de doencgas crbnicas como
Alzheimer, cancer, diabetes tipo 2 e doencas cardiovasculares (AKHTAR et al., 2015). Estes
efeitos preventivos proporcionados pela roma sao desencadeados pela atividade antioxidante
do fruto, tendo os compostos fendlicos como os principais responsaveis (OZGEN et al., 2008;
BOROCHOV - NEORI et al., 2009; CHANDRASEKARA,; SHAIDI 2011).

Estes compostos sdo importantes para a cognicdo e aumento da expressao de
neutrofinas através da sua atividade antioxidante, anti-inflamatoria, principalmente o BDNF.
O BDNF é uma neutrofina reconhecida por possuir uma grande influéncia na preservacéo,
sobrevivéncia, crescimento e diferenciacdo de neurbnios, atuando na reversdo da atrofia
neuronal (GOMEZ-PINILLA; NGUYEN, 2012).

O &cido elagico, também classificado como acido hidrobenzoéico, é detectado em
grande quantidade nas folhas, na semente e no suco desta planta. Foi constatado que
possuem acdes antioxidantes, antitumoral e anti-aterosclerético (QU et al., 2012).

A P. granatum é um potente antioxidante, com atividade semelhante ao cha verde e
superior ao vinho tinto (PRAKASH, PRAKASH, 2011). Possui um elevado indice de taninos,
estdo dispostos em vérias partes da planta, como em raiz, galhos, folhas, flor, frutos e
sementes, por isso sdo utilizados por possuirem propriedades medicinais antitumoral (SEIDI
et al.,, 2016), anti-inflamatéria (ZEKAVAT, 2016), anti-helmintica (ALI, et al., 2015) e
antioxidante (BOUASLA et al., 2016).

Braidy et al. (2013) mostraram em seu estudo utilizando varios tipos de extrato da P.
granatum que os mesmos foram eficazes em diminuir o estresse oxidativo induzido em
neurbnios primarios, por possuirem grande teor de fendlicos e apresentaram um efeito
neuroprotetor maior.

Rojanathammaneeet al., (2013) analisaram o efeito do extrato aquoso da polpa da
roma em camundongos transgénicos (modelo de Doenca de Alzheimer). O consumo do
extrato causou efeito anti-inflamat6rio no cérebro que possivelmente poderia diminuir a

progressao da doenca.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos éticos )

O presente trabalho foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso Animal (CEUA) da
Universidade Tiradentes (UNIT/ Aracaju/SE) sob o nimero de protocolo 010716R (ANEXO1),
seguindo as normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA).

4.2 Coleta da casca de Punica granatum Linn

Os frutos da P. granatum foram coletados no més de setembro de 2016, no municipio
de Petrolina, ha mesorregido do Sao Francisco, no semiarido de Pernambuco, extremo oeste
do estado, cujo plantio faz parte do Projeto Irrigado Senador Nilo Coelho: N9, com localizacao
geografica: 9° 23'34°S 40° 3028 'O. A identificagdo da espécie vegetal foi realizada pelo

herbario da Universidade Tiradentes (UNIT), local destinado a realizacdo do voucher e

deposito da exsicata n® 20881.

Figura 4: Registro Cientifico (Exsicata n°® 20.881), da amostra de Punica granatum
Fonte: Nascimento (2013)

4.3 Obtencéao do extrato aquoso das cascas de P. granatum

Os frutos da P. granatum foram lavados em agua corrente para a retirada das
impurezas existentes na casca da roma e em seguida submetidos a secagem completa em
ambiente arejado e ventilado. Apés secagem, a casca da roma foi separada dos arilos
polposos e as amostras foram acondicionadas em bolsas plasticas transparentes e mantidas
sob-refrigeracéo a -20°C (BASTOS, 2014) (figura 5. A). As cascas da roma anteriormente
congeladas foram submetidas & secagem em estufa de circulacéo de ar, com temperatura de
50 + 5°C por um periodo de 48 a 72 h, até a secagem completa (figura 5.B). Posteriormente,
as cascas foram quebradas em pedacos menores por acdo mecanica (figura 5.C) e
submetidas ao moinho de facas (figura 5.D). O po6 resultante foi submetido a granulometria
de 32 mesh (figura 5.E) e conservado em frasco de vidro &mbar até o preparo do extrato
aquoso (BASTOS, 2014).

O material vegetal foi submetido a extracdo aquosa sob agitacdo mecénica, na

proporgdo de 5 g/500 mL (m/V), durante 2 h, em temperatura ambiente (figura 5.F). Ao final
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deste processo, procedeu-se a filtracao (figura 5. G) e o sobrenadante colocado em placas
de petri previamente pesadas (figura 5.H) e apds eliminagdo do solvente em estufa de
circulacdo de ar com temperatura de 50 + 5°C durante sete dias. ApoOs a evaporagdo completa
do solvente as placas foram novamente pesadas (figura 5.1) e o material resultante (extrato
seco) foi raspado (figura 5.J), calculado o rendimento (equagdo 1) e posteriormente
armazenado sob-refrigeracdo em frasco ambar devidamente identificado (figura 5.K)
(BASTOS, 2014).

Rendimento (%)= Massa do extrato sélido x 100 (equacdao 1)

Massa do pé da casca do fruto

Figura 5: (A) Cascas congeladas; (B) cascas em estufa de circulagdo de ar a 50 + 5°C; (C) cascas
desidratadas; (D) Cascas em moinho de facas; (E) Pé da casca em peneiras de granulometria; (F) P6
da casca suspenso em agua destilada; (G) Suspensédo coada em papel filtro; (H) peso da placa vazia;
(I) peso da placa com o extrato seco; (J) Extrato sélido; (K) Extrato liquido.

4.4 Método cromatografico
4.4.1. Equipamento

Cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE) Shimadzu (Kyoto, Japao) acoplado a
um detector de arranjo de diodos (DAD) SPD-M20A e a um espectrébmetro de massas com
fonte de ionizacdo eletrospray (ESI) no modo positivo e analisador tipo tempo de vbo
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MicrOTOF Il (Bruker Daltonics, Alemanha). O equipamento é composto por uma bomba
binaria LC-20ADx, auto-injetor SIL-20AHT, loop de injecdo de 100 uL, desgaseificador DGU-
20A3R, forno CTO-20A e interligados por uma interface CBM 20A. Os espectros de massas
foram adquiridos na faixa m/z 50-1100. O nitrogénio foi usado como gas de secagem com
taxa de fluxo de 9,0 L/mim, e gas nebulizador a pressdo de 2 Bar. A temperatura do
nebulizador foi de 247 °C. O hélio foi utilizado como gas de colisdo na pressédo de 4 x 10°. Os

cromatogramas e espectros de massas foram registrados pelo software DataAnalysis.

4.4.2. Condicdes analiticas para o perfil cromatografico do EACPG e do método
quantitativo

As amostras foram analisadas utilizando-se uma coluna analitica C1s Shimpack XR-
ODS (100 x 2,0 mm d.i., 5 pm). Utilizou-se uma vazéo de 0,5 mL/min, volume de injecéo de
10 uL, temperatura do forno fixada em 30 °C e fase mdvel constituida de solu¢éo de &cido
férmico 0,1% (v/v) (A) e acetonitrila (ACN) com solucéo de &cido férmico 0,1% (v/v) (B). As
analises foram feitas utilizando-se o gradiente otimizado no modo reverso de 2-28% de B por
40 min (A%B/min = 0,65), permanecendo isocratico em 28% (B) por 5 min. O retorno do
gradiente foi feito em 5 min (28-2% de B). A coluna foi condicionada em 2% de B por 10 min
entre cada analise.

Os cromatogramas foram registrados com detector de arranjo de diodos em varredura
de 190-800 nm e todos os perfis cromatograficos por CLAE foram obtidos na absorcéo de 280
nm. Os picos referentes ao acido galico e acido elagico foram determinadas pelo tempo de
retencdo obtido com a analise da solugcéo do padréo e a pureza do pico foi assegurada pela

analise de amostras de extratos.
4.5 Identificacdo e quantificagcdo dos marcadores quimicos no EACPG

O acido gélico e o acido elagico foram identificados no EACPG com base em seus
tempos de retencdo (tr), coinjecdo das amostras com padrdes, comparacdo dos seus
espectros de UV (A = 280 nm), obtidos pelo detector de arranjo de diodos, e dos seus
espectros de massas, com dados publicados na literatura. Para a quantificacdo, utilizou-se a
curva analitica por padrao externo (item 5.5.1.2.) dos acidos fendlicos, apés validacao do

método cromatogréfico.
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4.5.1. Linearidade

4.5.1.1. Preparo das solucdes

As solugdes estoque do acido galico (Sigma, = 95%) e do acido elagico (Sigma, = 95%)
foram preparadas em uma concentracdo de 0,5 mg/mL, em baldo volumétrico de 50 mL. O
acido galico foi dissolvido em metanol grau CLAE e o acido elagico foi submetido por 1h em
ultrassom em &gua ultrapura.

O EACPG foi preparado em metanol grau CLAE, em uma concentracéo de 0,5 mg/mL,
em baldo volumétrico de 5 mL, em triplicata.

As amostras foram filtradas em filtro de membrana de 0,45 um antes das andlises no
CLAE.

4.5.1.2. Curva de calibragéo por padrao externo

As solucbes-padrao do acido galico e do &cido elagico foram preparadas em triplicata,
a partir das solug@es estoque, nas concentracdes de 0,5, 1, 2, 4 e 6 pg/mL para o &cido galico
el,4,8,12e 16 pg/mL para o 4cido elagico. As curvas analiticas foram obtidas por regressao
linear, a partir da relagé@o entre as areas dos picos e as concentracdes das amostras. Como
evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha de regresséo, foi considerado um

coeficiente de correlacdo maior que 0,9900.

4.5.2. Seletividade e efeito da matriz

A seletividade e o efeito da matriz foram avaliadas através do método de adicédo de
padrdo. O EACPG (0,0025 g) foi fortificado com as solugBes-padrédo do acido galico, nas
concentracdes de 0,5, 1, 2, 4 e 6 ug/mL, e com as solu¢des-padrao do acido elagico, nas
concentracdes de 1, 4, 8, 12 e 16 pg/mL, preparados em triplicata, de forma a reproduzir os
pontos da curva de calibracdo por padrdo externo. Apoés 24 h, cada amostra da curva de
calibragéo do &cido galico foi solubilizada em metanol e as amostras do acido elagico em 4gua
ultrapura, em baldo volumétrico de 5 mL. As curvas de calibragdo foram obtidas por regresséo

linear, a partir da relacdo entre as areas dos picos e as concentragfes das amostras.

4.5.3. Exatidao

A exatidao foi determinada por meio de ensaios de recuperacédo utilizando o EACPG.
O extrato foi fortificado por 24h com as solu¢bes-padréo do acido galico, nas concentracées

de 0,5, 2 e 6 pg/mL, e com as solu¢des- padréo do acido elagico, nas concentracfes de 1, 8
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e 16 ug/mL, correspondentes a trés niveis diferentes de concentracdo (baixa, média e alta),
respectivamente, em triplicata. A recuperacdo foi determinada considerando os resultados
obtidos para cada analito estudado, utilizando a seguinte equag¢do matematica:

% Recuperacao = [(concentracdo medida) / (concentracdo esperada)] x 100

4.5.4. Precisao

4.5.4.1. Repetibilidade

A repetibilidade do método foi avaliada através da andlise, em triplicata, das solu¢ées-
padrdo do acido gélico nas concentracdes de 0,5, 2 e 6 ug/mL e das solu¢des-padréo do acido
elagico nas concentracdes de 1, 8 e 16 ug/mL. Todas as solu¢bes-padréao foram submetidas
a trés diferentes preparac¢des, no mesmo dia e pelo mesmo analista, sendo, entédo, estimado
o coeficiente de variacdo (CV) correspondente a cada nivel de concentragéo.

4.5.4.2. Precisao intermediaria

A precisao intermediéria foi avaliada realizando-se analises em triplicata, em dois dias
ndo consecutivos, por analistas diferentes, das solugbes-padrdo do &cido galico nas
concentracdes de 0,5, 2 e 6 pg/mL e das solugBes-padréo do &cido elagico nas concentrages
de 1, 8 e 16 pg/mL, correspondentes a trés niveis diferentes de concentracéo (baixa, média e
alta), respectivamente. O coeficiente de variacdo (CV) foi estimado ao final das sucessivas

repeticoes.

4.5.5. Limite de detecgéo (LD)

O limite de deteccao (LD) foi determinado através dos parametros relativos a cada
curva analitica construida, utilizando a seguinte equacao:
LD = 3,3 x (s/S), em que s é a estimativa do desvio-padréo da equacéo da linha de regresséo

e S é o coeficiente angular da curva analitica.

4.5.6. Limite de quantificacéo (LQ)

O limite de quantificacao (LQ) foi determinado através dos parametros relativos a cada
curva analitica construida, utilizando a seguinte equacao:
LD =10 x (s/S), em que s é a estimativa do desvio-padréo da equacéo da linha de regresséo

e S é o coeficiente angular da curva analitica.
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4.6 Ensaio biolégico

5.6.1Animais
Foram utilizados 40 ratos Wistar, fémeas, provenientes do Biotério da Universidade

Tiradentes, com idade entre 2 e 3 meses, pesando entre 250 a 300 g. Os animais foram
mantidos em namero de quatro, em caixa retangular, com maravalha, identificadas, em regime
de ciclo de luz de 12 h em temperatura controlada (20 a 22 °C) e receberam ragédo padrédo
Labina® e agua ad libitum.

4.6.2 Grupos Experimentais e tratamentos

ApoOs arealizacdo de um pré-teste funcional através da escala de avaliacdo locomotora
de BASSO, BEATTIE e BRESNAHAN (BBB) (1995; 1996). Os animais foram alocados em
grupos conforme ilustrado no quadro 2 e figura 6.

Grupo Procedimento Tratamento
s (n=8) cirargico
(Lam) Falso-operado | Veiculo (agua) por via
i oral 1 Ml
Hemisseccgao/veiculo Hemisseccao em Veiculo
nivel toracico
Hemisseccao/EACPG1 Hemissecgéo em EACPG por via oral
_ 00 nivel toracico 100 ma/ka
Hemisseccao/EACPG3 Hemisseccdo em| EAPG por via oral 300
00 _ nivel toracico mag/kg
Hemissecgao/Metil Hemissecgéo em| Metilprednisolona 30
nivel toracico ma/ka por via

Quadro 2: Disitribuicdo dos grupos experimentais. Eutanasia em 28 dias.

BBB Cirurgia BBB BBB BEB BBBE BEB e eutanasia

I | | |
rr.r 1 1 1T 1

Dia -1 DO 24h D7 D14 D21 D28

FIGURA 6: Cronologia do desenho experimental in vivo ao longo dos 28 dias. Dia -1: dia em que foi
realizado o pré-teste para avaliar incialmente o estado dos animais. DO dia da cirurgia, 24 h, D7, D14,
D21, D28 referem-se ao primeiro, sétimo, décimo quarto, vigésimo primeiro e vigésimo oitavo dia
pés- operatério. BBB: escala de avaliagdo locomotora de BASSO, BEATTIE e BRESNAHAN (1995).
Os tratamentos foram administrados diariamente no periodo de 28 dias.

4.6.3 Tratamentos

Extrato aguoso de P. granatum
Os EACPG 100 mg/kg (AHMED et al.,, 2014a) e 300 mg/kg foram previamente

preparados e adicionados a 4gua destilada de maneira que as doses estivessem contidas e
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1mL (volume administrado para o animal). As doses deste tratamento foram administradas
diariamente por meio de gavagem, via oral.

Veiculo

Como veiculo utilizou-se 1mL de 4gua destilada também administrado por via oral
(gavagem) diariamente.

Metilpredinisolona

A Metilpredinisolona foi administrada por via intraperitoneal (i.p.) da seguinte forma:
30mg/kg, 1h apds a cirurgia e 5,4 mg/kg 23h apos a lesdo (CAVOS et al.,2013).

4.7 Procedimentos cirurgicos de laminectomia e lesdo medular

Os ratos foram pesados e anestesiados com uma mistura de ketamina (75 mg/kg) e
xilazina (14 mg/kg) administradas por via intraperitoneal. Em seguida, foram realizadas a
tricotomia, a assepsia com iodopovidina e a incisdo na regido dorsal da coluna toracica.

Apoés isso, 0s animais foram submetidos aos seguintes procedimentos:

Laminectomia: A musculatura foi divulsionada, expondo as vértebras T8 — T11,
identificadas pela palpacdo das apofises espinhosas. Apés a identificacdo das vértebras, a
apofise espinhosa e a lamina da vértebra T10 foram cuidadosamente retiradas, usando-se
uma lupa cirtrgica com aumento de 10x (WANG et al., 2017).

Lesdo Medular: Inicialmente, os mesmos procedimentos descritos para a laminectomia
foram executados. Em seguida, os animais do grupo leséo foram submetidos & hemiseccao
do lado direito da medula utilizando microtesoura e bisturi (KUSHCHAYEYV, 2016).

Ao término destes procedimentos, a musculatura dos animais foi suturada com 2
pontos (lacada dupla). Apés isso, a mesma foi recoberta pelo tecido adiposo para que a sutura
da pele fosse realizada. Animais do grupo Lam foram submetidos a cirurgia, porém sem 0s
procedimentos de laminectomia e hemissecc¢do medular.

Os animais foram acomodados em sala climatizada para recuperagéo poés-cirurgica no
intuito de monitorar as condi¢bes de alimentagdo, hidratacdo, excrecdo de fezes e urina. Ao
fim dos procedimentos, os animais receberam massagens abdominais 3 vezes ao dia para
gque houvesse a restauracéo das condi¢cdes normais de diurese e dejecao.

Foi utilizado como medicamento pos-cirargico o Pencivet Plus PPU composto pelas
substancias benzilpenicilinas G, benzantina e procaina, Dihidroestreptomicina e Piroxicam
gue possuem efeito antibidtico, anti-inflamatério e analgésico (ANDRADE et al., 2014).

4.8 Avaliagdo da Func¢ao sensério-motora
A avaliag&o funcional foi realizada no pré-operatério (1 dia antes), nas primeiras 24

h e nos dias 7, 14, 21 e 28 por meio da aplicacdo da escala de avaliagdo locomotora de
Basso, Beattie e Bresnahan (1995; 1996) constituida de 0 a 21 pontos. A avaliacéo foi

realizada por meio da observacdo de parametros comportamentais, por dois observadores
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sendo que um deles desconhecia os grupos e tratamentos. Portanto, enquanto os animais
se locomoviam (durante 4 minutos), foram analisados 0s seguintes parametros: movimento
do membro, posi¢do da pata, tipo de passo, coordenacao da passada, abertura dos dedos,
rotacdo predominante da pata, estabilidade do tronco e posi¢cédo da cauda.

Os pontos refletem a condigdo motora, onde zero representa paralisia total do
membro e 21 pontos representa funcdo motora normal do membro. Pontuacdes entre 0 e 7
indicam o retorno de movimentos isolados de até trés articulacdes (quadril, joelho e
tornozelo). Pontuacgdes entre 8 e 13 indicam o retorno dos passos plantares e coordenacao
dos movimentos entre patas posteriores e anteriores. Por fim, pontuac@es entre 14 e 21
mostram o retorno da abertura dos dedos durante a passada, posi¢do predominante da pata
em paralelo ao tronco, estabilidade de tronco e levantamento da cauda (BASSO; BEATTIE;
BRESNAHAN, 1995).

4.9 Avaliagdo Histoldgica

Aos 28 dias os animais foram eutanasiados para analise histoldgica. O tecido medular
em torno da area cirdrgica (2 cm) foi retirado e conservado em formalina por um periodo de
sete dias. O material sera entdo desidratado em série alcoolica crescente, diafanizado em
série de xiléis e incluido em parafina sob forma de blocos que serdo levados ao micrétomo,
para fornecer os cortes transversais de 5 ym.

Serdo coletadas ao menos 2 cm correspondentes a area da medula toracica. As
modificacBes histoldgicas decorrentes da hemisseccdo e da sua associacdo com 0S
tratamentos serdo analisadas por meio da coloracdo de hematoxilina-eosina (HE, EMERY et
al., 1998; WADA et al., 1999). A técnica da coloragdo consiste em manter as seccdes de tecido
em contato com a hematoxilina de Harris por 90 s, lavar em 4gua corrente por 5 min, submergir
em solucdo de agua amoniacal, por 15 s, lavar em agua corrente por 5 min e corar com a
solugdo de Eosina por 30 s. A seguir as laminas serédo desidratadas e submetidas a uma
bateria de alcoois em concentragéo crescente, a uma mistura de &lcool e xilol e a xilol puro (3
min cada) para entdo serem montadas com laminulas. Por meio desta coloragdo seréo
avaliados os aspectos estruturais e o perfil das alteragdes inflamatorias.

As quantificagbes serdo realizadas por meio de analise de imagens utilizando
microscopio Olympus CX31 acoplado a camera fotografica Olympus. Para que a analise
histolégica seja realizada as cegas quanto ao grupo experimental, os codigos de identificagédo
de cada lamina serdo cobertos por outro experimentador antes do inicio da andlise e revelados
apoés o término.

A densidade de células marcadas para HE ser4 medida na medula espinal, 2 cm ao

redor do epicentro da leséo, bilateralmente nos cornos dorsal e ventral da medula dos animais.
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As regifes serdo identificadas de acordo com ilustracfes apresentadas por Paxinos e Watson
(1998). Para esta analise, serdo observadas todas as secc¢des colhidas para cada conjunto de
laminas correspondente as regides rostral, central e caudal. Os resultados serdo expressos
como média da densidade celular (nimero de células marcadas em cada corno) + erro padrdo
da média (EPM), em cada segmento para os lados direito e esquerdo (TRUDRUNG et al.,
2000).

A extensdo longitudinal total da leséo medular seré estimada calculando-se a distancia
entre a primeira e a Ultima seccao contendo sinais de lesdo (KIGERL; MCGAUGHY;
POPOVICH, 2006), através da coloragdo para HE. Os seguintes sinais de lesdo seréo
considerados para o célculo: hemorragia, cavitagcdo, areas de hipercelularidade, fragmentagéo
tecidual ou arquitetura anormal do tecido, desorganizacdo da substancia cinzenta ou branca
e oclusdo moderada ou severa do canal central (KIGERL; MCGAUGHY; POPOVICH, 2006).

Para analise das caracteristicas histomorfolégicas associadas ao processo
inflamatdrio, serdo analisadas as secc¢fes histoldgicas coradas em HE, observando-se os
critérios de intensidade e tipo do infiltrado inflamatério e hiperemia. Para analise das
caracteristicas histomorfoldgicas associadas ao processo inflamatério, foram analisadas as
seccoes histologicas coradas em HE, observando-se os critérios de intensidade e tipo do
infiltrado inflamatorio e hiperemia. A reagéo inflamatoria foi determinada quando a intensidade

da reacgdo, foram atribuidos escores de 0 a 3, de acordo com o seguinte padréo:

0 — Auséncia do infiltrado inflamatorio;

1 (grau leve) — O infiltrado inflamatério/hiperemia pode ser observado em menos de
10% do tecido medular;

2 (grau moderado) — Presenca de infiltrado/hiperemia em 10 a 50 % do tecido;

3 (grau severo) — O infiltrado inflamatério/hiperemia ocorre em mais de 50% do

tecido Medular.

4.10 Analise estatistica

Com relacdo aos testes de comportamento ja realizados, as amostras foram
submetidas a analise de variancias mdltiplas com medidas repetitivas (MANOVA), sendo
consideradas as variaveis tratamento e tempo, seguida do pos-teste de Bonferroni. Para a
avaliacdo dos dados histologicos, as amostras que atenderem ao pressuposto de normalidade
serdo seguidas de andlise de variancia de duas vias (two way ANOVA), ambas seguidas do
pés-teste de Bonferroni. Ja a correlagdo entre o desempenho comportamental em 28 dias e
os resultados obtidos para a marcacao de neurofilamento sera utilizado o teste de correlagéo

de Pearson. As diferencas serdo consideradas significativas para valores de P < 0,05. Foi
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utilizado o programa SPSS verséo 19.0 Graph Pad Prism verséo 5.0.
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5. RESULTADOS
5.1 Otimizacéo das condi¢bes cromatogréficas

As condi¢des cromatogréficas por CLAE-DAD foram otimizadas para se obter um perfil
cromatogréfico representativo dos multiplos compostos presentes na amostra vegetal. A
otimizacdo consiste numa complexa avaliacdo de diferentes fatores que interferem
simultaneamente na eficiéncia da separacao, e podem interagir entre si.

Neste trabalho, foi avaliada a influéncia dos seguintes fatores sobre as condicbes
cromatogréficas de separacdo: parametros de eluicdo gradiente, composicao da fase movel,
vazao e volume de injecdo. As otimizacbes estao apresentadas na Tabela 1.

O primeiro passo para a otimizag&do cromatografica no modo reverso foi a utilizacéo de
um gradiente exploratério, em condicdes de ampla faixa de forca de fase movel, para
visualizar a complexidade da amostra e identificar a fase movel mais eficiente para separacao
dos componentes (SNYDER; DOLAN, 1996).

Para isso, foi utilizado como solventes uma mistura de ACN (B) e agua (A), com
intervalo de 5-100% (B) por 60 min, em uma coluna Cis ShimPack XR-ODS (100 x 2,0 mm, 5
pum), com vazao de 1 mL/min, acompanhado pelo detector de arranjo de diodos com sele¢céo
da faixa de comprimento de onda entre 190-800 nm na regido do UV para se fazer a
determinacgdo das absorvancias das substancias presentes na amostra (Figura 7). A ACN na
fase moével geralmente € menos viscosa e permite a utilizacdo de valores baixos de

comprimento de onda no UV para a deteccdo das substancias.

Intens.
[mau]
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Figura 7- Cromatograma da condi¢@o cromatografica 1: gradiente linear de 5-100% de ACN (B) em 60
min, vazdo 1mL/min, A=280 nm, Vinj.= 10pL.
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Tabela 1: Condicdes cromatogréaficas avaliadas para analise do EACPG.

Fase estacionaria Analise

Condi¢cdes cromatograficas

5-100% ACN: agua por 60 min (A%B/min= 1,58); vol.
Inj. 10uL; vazdo = 1,0mL/min; T= 30°C.

2-32% ACN com acido férmico 0,1%: acido férmico
0,1% por 20 min (A%B/min= 1,5); 32-80% ACN com
acido férmico 0,1%: acido férmico 0,1% por 30 min
(A%B/min=1,6); vol. inj. 20uL; vazao = 1,0mL/min; T=
30°C.

2-23% ACN com &acido formico 0,1%: acido formico
0,1% por 15 min (A%B/min= 1,4); 23-32% ACN com
acido férmico 0,1%: &cido férmico 0,1% por 6 min
(A%B/min= 1,5); 32-80% ACN com &cido foérmico
0,1%: acido férmico 0,1% por 25 min (A%B/min=1,9);
vol. inj. 20uL; vazdo = 1,0mL/min; T= 30°C.

Cis Shim-Pack XR- 4
oDSs
(100 x 2,0 mm, 5 um)

2-32% ACN com &acido formico 0,1%: acido formico
0,1% por 30 min (A%B/min= 1); 32-80% ACN com
acido formico 0,1%: acido formico 0,1% (A%B/min=
1,6) por 30 min; vol. inj. 20uL; vazédo = 1,0mL/min; T=
30°C.

2-28% ACN com &acido férmico 0,1%: acido formico
0,1% por 35 min; (A%B/min= 0,74); vol. inj. 20uL;
vazao = 1,0 mL/min; T= 30°C.

5-26% ACN com &cido férmico 0,1%: acido férmico
0,1% por 35 min; (A%B/min= 0,6); vol. inj. 20uL;
vazao = 0,5 mL/min; T= 30°C.

8-30% ACN com &acido formico 0,1%: acido férmico
0,1% por 30 min; (A%B/min= 0,73); vol. inj. 20uL;
vazao = 0,5 mL/min; T= 30°C.

2-28% ACN com &acido férmico 0,1%: acido férmico
0,1% por 40 min; (A%B/min= 0,65); vol. inj. 10uL;
vazao = 0,5 mL/min; T= 30°C.

2-28% ACN com &acido férmico 0,1%: acido férmico
0,1% por 40 min; (A%B/min= 0,65); 28% por 5 min;
vol. inj. 10uL; vazado = 0,5 mL/min; T= 30°C.

10

8-28% ACN com &acido férmico 0,1%: acido férmico
0,1% por 40 min; (A%B/min= 0,5); vol. inj. 10uL;
vazao = 0,5 mL/min; T= 30°C.

A andlise cromatogréfica da condi¢do 1 permitiu verificar que as substancias presentes

na amostra apresentaram baixa interagdo com a fase estacionaria, além disso néo foi possivel

obter uma adequada separacéo dos picos.

A partir dessa primeira analise foi possivel determinar as proximas condigfes
experimentais de separacdo, utilizando a relacdo entre o intervalo de variagdo da
concentracdo do modificador organico (A%B) e o tempo de analise (tg) obtendo-se o valor da
inclinacdo do gradiente (A%B/min). Esta medida é usada para descrever mudangas na

separacdo decorrentes do aumento ou diminuicdo na inclinacdo do gradiente (CASS;
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DEGANI, 2001).

Como no EACPG é comum a presenca de compostos fendlicos diversos, a fase
estacionaria quimicamente ligada ao grupo octadecilsilano (Cis) e a solucao de acido férmico
0,1% (v/v) na composicdo da fase mével foram escolhidas nas analises cromatogréficas. Na
fase estacionéaria Cis devido a sua baixa polaridade ocorrem interacdes hidrofébicas entre a
parte ndo polar das substéncias a serem separadas e as cadeias hidrocarbbnicas da fase
estacionaria. A solucdo &cida na composi¢cédo da fase movel teve como intuito melhorar a
retencdo e resolugdo das substancias presentes no extrato através da supressdo da
ionizacao, pois as tornam mais hidrofobicas, aumentando a sua retengéo.

Dentre as condi¢des analiticas avaliadas, o cromatograma que mostrou melhor faixa
de retencdo e melhor separacéo foi obtido com a condicdo cromatogréfica 9 da tabela 1:
coluna analitica de fase estacionaria Cig Shimpack XR-ODS (100 x 2,0 mm d.i., 5 um),
utilizando vazéo de 0,5 mL/min, volume de injecdo de 10 uL e eluicdo gradiente no modo
reverso, com fase movel constituida por solugdo de &cido formico 0,1% (v/v) (A) e acetonitrila
com solucéo de acido férmico 0,1% (v/v) (B), com seguinte inclinacdo: 2-28% de B em 40 min
(A%B/min = 0,65), permanecendo isocratico em 28% (B) por 5 min; o retorno do gradiente de
28-2% (B) por 5 min, apresentado na Figura 9. Esta condi¢éo foi definida como a condig&o

analitica para a validacdo do método e posterior quantificagdo das substancias de interesse.
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Figura 8: Cromatograma (A = 280 nm) de eluicdo gradiente do EACPG, referente a condicdo 9 da
Tabela 1.

5.2 Identificacdo dos marcadores quimicos acido galico e acido elagico por
CLAE-DAD-ESI/MS

No extrato de P. granatum foram identificados os marcadores quimicos &cido gélico e
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acido elagico por CLAE-DAD-ESI/MS. A Figura 9 apresenta o perfil cromatografico do extrato
de P. granatum, onde estdo assinalados os picos referente a cada substancia. Os picos com
tempo de retencao (t;) de 15,9 e 40,5 min, correspondem ao acido galico e acido elagico,

respectivamente.
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FIGURA 9: Perfil cromatografico do EACPG . Acido galico (t = 15,9 min) e &cido elagico (t- = 40,5 min).

O espectro de massas do acido galico (tr = 15,9 min) exibiu o ion molecular protonado
[M+H]" em m/z 171, indicando a férmula molecular C;HsOs (Figura 10-A). O acido elagico com
t. de 40,5 min apresentou ion molecular protonado [M-H]* em m/z 303, de férmula molecular
C14H6Os (Figura 10-B).
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Figura 10: ESI(+)-MS ampliado do EACPG. [M+H]+ em m/z 171 — &cido galico (A) e [M+H]+ em m/z
303 — 4cido elagico.

5.2.1. Linearidade

A linearidade é a resposta obtida em fung&o da capacidade do método em fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentracao da substancia a ser analisada, dentro
de uma faixa de aplicagédo (RIBANI et al., 2014; BRASIL, 2017).

Por meio da construgdo das curvas analiticas, € possivel avaliar a linearidade do

método pela estimativa dos coeficientes de correlagéo referentes as equacgdes das curvas,
obtidas por regressdao linear. O gréfico da curva de calibracdo deve ser construido com no
minimo cinco valores de concentracdo, representado por uma reta, que relaciona a resposta
do equipamento com as varias concentracdes das substancias em estudo (RIBANI et al.,
2014; BRASIL, 2017).

As curvas de calibracdo do acido galico e do acido elagico foram construidas pelo
método de padronizacdo externa a partir do preparo e analise de cinco concentracdes, em
triplicata, e a regresséo foi obtida pelo método dos minimos quadrados, a partir da relacao

entre as areas dos picos e as concentracdes das amostras.
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As curvas de calibracéo obtidas estdo apresentadas na Figura 11. Os coeficientes de
correlacdo obtidos na padronizacdo externa foram respectivamente 0,9983 e 0,9962, para
acido galico e 4cido elagico, mostrando a forte correlacao linear entre a concentracdo das
substancias analisados e as areas dos picos, com valores acima de 0,99, conforme
preconizado pela Anvisa (BRASIL, 2017). Desta forma, o método cromatografico é linear para

a quantificacdo dos analitos na faixa de concentracéo avaliada.

(A) 100,00 -

35,00 -
y= 16,83:; ;332534 (B) y =1,8027x +0,5234
r=u,

30,00 1 r=0,9962 *
80,00 -
25,00 -

60,00 - 2000 | (Y

Area
Area

40,00 - 15,00 -

10,00 -

20,00 -
5,00 -

0,00 0,00
0 1 2 3 4 5 6 0 4 8 12 16

Concentragéao (pg/mL) Concentragéao (pg/mL)

Figura 11: Curvas de calibracdo por padronizagdo externa para o método de quantificacdo de acido
galico (A) e acido elagico (B).

5.2.2 Seletividade e efeito da matriz

Seletividade é a capacidade de avaliar, de maneira inequivoca, as substancias em
exame na presenca de outros componentes como impurezas, produtos de degradacao e
componentes da matriz, garantindo que o pico de resposta seja exclusivamente da substancia
de interesse (BRASIL, 2017). A seletividade pode ser avaliada pelo método de adicdo de
padrdo. Este método é usado quando for dificil ou impossivel preparar um branco da matriz
sem a substancia de interesse, como em matrizes complexas (RIBANI et al., 2014). Neste
caso, é feito duas curvas analiticas, uma com adicdo da substancia de interesse na amostra
e a outra sem a presenca da matriz. Comparando-se entdo as duas curvas analiticas, caso
elas sejam paralelas, pode-se dizer que o método tem seletividade e que a matriz n&o interfere
na quantificagdo do analito de interesse.

As curvas de calibragdo obtidas estdo apresentadas nas Figuras 12 e 13. Ao se
observar as figuras, verifica-se que o método foi seletivo para a quantificacdo do &cido gélico
e do &cido elagico, uma vez que as duas curvas sao paralelas e os coeficientes angulares séo
bastante préximos entre si, 0 que demostra a seletividade do método e a ndo-interferéncia da

matriz na resposta analitica.
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Figura 12- Curvas de calibracdo por padronizacdo externa (A) e por adicdo de padrdo (B) para o
método de quantificacéo de acido galico no extrato de P. granatum.
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Figura 13- Curvas de calibracdo por padronizacdo externa (A) e por adicdo de padréo (B) para o
meétodo de quantificacdo de &cido elagico no extrato de P. granatum.

5.2.3. Limite de detecc¢éo (LD) e limite de quantificacdo (LQ)

O limite de quantificacdo (LQ) e o limite de deteccdo (LD) sdo utilizados para
demonstrar a habilidade do método em quantificar/detectar baixas concentracdes de um
analito (RIBANI et al., 2014; BRASIL, 2017). O LQ e o LD podem ser calculados pelo método
visual, método da relacdo sinal-ruido e pelo método baseado nos parametros da curva
analitica construida. Neste estudo, a determinacao dos limites de deteccao e quantificacao foi
baseada em pardmetros da curva analitica do &cido géalico e acido elagico, utilizando as
seguintes as equacdes: LD = 3,3 x (s/S) e LQ = 10 x (s/S), em que s € a estimativa do desvio-
padrdo da equacéo da linha de regressao e S é o coeficiente angular da curva analitica.

Os LD foram de 0,50 pg/mL e 2,01 pg/mL para o &cido galico e &cido eldgico,
respectivamente. O LQ obtido para o &cido galico foi de 1,51 pg/mL e 6,10 pg/mL para o acido

elagico.

5.2.4. Precisao

Representa a dispersao de resultados entre ensaios independentes, repetidos de uma
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mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob condi¢cdes definidas (RIBANI et al.,
2014; BRASIL, 2017).

A precisao foi avaliada de duas maneiras: repetibilidade e preciséao intermediaria. Os
resultados obtidos foram expressos como desvio-padréo relativo (coeficiente de variacao)
entre as areas obtidas para as replicatas analisadas. O valor maximo aceitavel de coeficiente
de variacéo (CV) vai depender do método empregado, da concentracao do analito na amostra,

do tipo de matriz e da finalidade do método, porém, ndo deve ultrapassar 5%.

5.2.4.1. Repetibilidade

A repetitividade envolve véarias medicdes da mesma amostra, em diferentes
preparacgdes e €, algumas vezes, denominada precisdo intraensaio ou intracorrida (BRASIL,
2017).

Para a avaliacdo da repetitividade do método, foi realizada a analise de solucfes-
padrdo, correspondentes a trés niveis de concentracdo (baixa, média e alta), submetidas a
trés diferentes preparacdes, sendo, entdo, estimado o CV correspondente para cada nivel de
concentracao.

A tabela 2 apresenta os valores obtidos de CV para a precisdo do método quantitativo
proposto. Constatou-se neste trabalho, em todos os testes realizados, que o método

apresentou todos os valores dentro dos limites aceitaveis, indicando uma boa repetibilidade.

Tabela 2 - Média das areas dos picos e coeficientes de variacdo (CV) obtidos para cada
substancia na avaliacdo da repetibilidade do método.

Substéancia Concentragéo (pg/mL) Area (n=3) CV (%)
0,5 5,24 2,65
Acido galico 2.0 41,13 3,47
6,0 96,59 4,47
1,0 1,41 4,49
Acido eléagico 8,0 14,92 2,45
16,0 30,02 3,14

5.2.4.2. Precisdo intermediaria

A precisdo intermediaria indica o efeito das variagbes da analise de uma mesma
amostra, no mesmo laboratério, em pelo menos dois dias diferentes, realizada por diferentes
analistas (BRASIL, 2017). O objetivo da validagéo da preciséo intermediaria é verificar que,

no mesmo laboratério, o método fornecerd os mesmos resultados. Para isso, foi realizada a

40



analise, em 2 dias diferentes, por analistas diferentes, utilizando o mesmo equipamento, de
solucBes-padrao referentes a trés niveis de concentragéo, sendo estimado o CV ao final das
sucessivas repeticoes.

Como observado na Tabela 3, os valores de coeficiente de variacdo (CV) para a
precisdo intermediaria do método de quantificacdo de acido galico e acido elagico estédo

abaixo do limite de 5%, conforme é recomendado.

Tabela 3 - Média das areas dos picos e coeficientes de variagdo (CV) obtidos para o acido
galico e acido eldgico na avaliacdo da precisdo intermediaria do método.

Substancia Concentracéo 1°dia 2° dia Média
(ug/mL) CV (%) CV (%) CV(%)
0,5 1,36 2,16 1,76
Acido galico 2,0 1,10 3,87 2,49
6,0 4,70 1,68 3,19
1,0 0,84 1,44 1,14
Acido elagico 8,0 0,01 1,42 0,71
16,0 2,36 0,19 1,28

5.2.5. Exatiddo

A exatiddo de um método analitico deve ser obtida por meio do grau de concordancia
entre os resultados individuais do método em estudo em relagdo a um valor aceito como
verdadeiro. A exatiddo deve ser verificada a partir de, no minimo, 9 (nove) determinacdes,
contemplando o intervalo linear do método analitico, ou seja, 3 (trés) concentracdes: baixa,
média e alta, com 3 (trés) réplicas em cada nivel (BRASIL, 2017).

Os processos mais utilizados para avaliar a exatiddo de um método sdo: uso de
materiais de referéncia certificada, comparacdo de método proposto com método de
referéncia, ensaios de recuperacdo com matriz fortificada e adicdo de padrao.

Nesse estudo, a exatiddo foi avaliada por meio de ensaios de recuperacao utilizando
0 EACPG, sendo o extrato fortificado com padrfes dos analitos em 3 niveis de concentracdes
diferentes (baixo, média e alto).

Os valores aceitaveis de recuperagdo para alguns tipos de andlise estdo geralmente
entre 70 e 120%, com precisdo de até + 20%; porém, dependendo da complexidade analitica
e da amostra, esse valor pode ser de 50 a 120%, com preciséo de até + 15% (RIBANI et al.,
2014).

Na tabela 4, constam os resultados do ensaio de recuperag¢do do método quantitativo
proposto, expressos em termos de porcentagem de recuperacdo. Observou-se neste estudo,
que o método apresentou boa recuperacdo para o &cido gélico e o acido eldgico nos trés
niveis de concentracdo e com valores de coeficiente de variacdo (CV) menores que 5%,

ficando todos os valores dentro dos limites aceitaveis (entre 70 e 120%).
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Tabela 4 — Recuperacao dos padrées em EACPG.

Concentracdo (ug/mL)
Composto | Amostra | Adicionado Encontrado | Recuperacdo | Média | CV
(%) (%)
0,93 0,5 1,35 94,49
0,93 0,5 1,28 89,82 91,78 | 2,64
0,93 0,5 1,30 91,02
0,93 2,0 2,59 88,61
Acido 0,93 2,0 2,61 89,29 91,46 | 4,78
galico 0,93 2,0 2,82 96,49
0,93 6,0 7,20 103,89
0,93 6,0 7,01 101,18 103,19 | 1,71
0,93 6,0 7,24 104,49
26,95 1,0 29,52 105,61
26,95 1,0 30,21 108,07 106,72 | 1,17
26,95 1,0 29,76 106,47
Acido 26,95 8,0 38,07 108,94
elagico 26,95 8,0 38,02 108,79 109,53 | 1,06
26,95 8,0 38,75 110,87
26,95 16,0 50,91 118,54
26,95 16,0 51,35 119,56 119,27 | 0,34
26,95 16,0 51,10 118,98

5.3. Quantificacdo dos marcadores quimicos acido galico e acido elagico

O método cromatogréfico validado foi aplicado na quantificacdo dos marcadores
guimicos acido galico e acido elagico no EACPG.

Para a quantificacdo dos acidos fendlicos, a pureza dos picos de interesse foram
avaliadas. Para isso, 0 EACPG (0,5 mg/mL) foi analisado, utilizando detector de arranjo de
diodos com varredura entre 190-800 nm. Os picos referentes ao acido gélico (t, = 15,9 min, k
=1,61) e ao &cido elagico (t = 40,5 min, k = 5,64) foram determinadas pela comparacdo com
a andlise da solucao-padréo. O cromatograma apresentou boa seletividade (a = 1,08) para o
acido galico em relacdo ao pico em t; = 16,7 min (k = 1,74) e excelente resolugéo (Rs = 1,78);
e boa seletividade (a = 1,08) para o &cido eldgico em relagdo ao pico em tr = 38,0 min (k =
5,23) com excelente resolugdo (Rs = 5,85), ndo sendo detectado nenhum interferente na
eluicdo de ambos &cidos fendlicos. Na quantificacdo, o comprimento de onda selecionado foi
280 nm.

Os acidos fendlicos foram quantificados no EACPG através do método de
padronizagdo externa, utilizando-se as curvas analiticas construidas para os padrdes. Na
andlise do EACPG a concentragdo média do &cido gélico foi de 4,36 + 0,01 mg/g de extrato e

94,33 + 0,57 mg/g de extrato para o acido elagico.
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5.4 Avaliacdo Locomotora

Neste estudo a recuperacgao funcional foi avaliada utilizando a escala de classificagédo
locomotora da BBB (BASSO; BEATTIE; BRESNAHAN, 1995). A escala de BBB é a principal
escala utilizada para quantificar a recuperagdo motora em ratos com LME, e segue estudos
realizados pelos MASCIS (Multicenter Animal Spinal Cord Injury Study) (BASSO; BEATTIE;
BRESNAHAN, 1995; 1996).

A avaliacdo dos dados na avaliacdo BBB por meio de analise de variancias multiplas
de medidas repetitivas evidenciou interacfes significativas entre os fatores tratamento e
tempo (F 16-136 = 19,86, p < 0,0001). Foram observadas diferencas significativas entre os
tratamentos (F 4-136 = 138,18, p < 0,0001) e entre os tempos (F 4-136 = 293,31, p < 0,0001).
Foram observadas diferengas significativas entre os tratamentos (F 4-136 = 138,18, p <
0,0001) e entre os tempos (F 4-136 = 293,31, p < 0,0001). Desta forma, os escores da BBB
aumentaram progressiva e continuamente durante periodo experimental, sugerindo melhora
funcional ao longo do tempo. Corroborando estes achados, Mayer et al. (2008) afirmaram que
lesBes severas geralmente levam a incapacidades permanentes, enquanto que as lesdes
moderadas, como a hemissec¢do medular aplicada neste estudo, séo seguidas por certo grau
de recuperacao funcional esponténea.

Em todos os tempos analisados, observou-se que os grupos lesionados, independente
do tratamento preconizado, mostraram valores médios significativamente menores que o
grupo LAM (p < 0,001). Estes dados sugerem que o modelo experimental adotado no presente
estudo foi eficiente em produzir uma lesdo medular, conforme também constatado em estudos
prévios realizados por (BANG et al., 2018; LI et al., 2017; LIU et al., 2015).

Com 24 h apé6s a cirurgia, ndo foram observadas diferengas significativas entre os
grupos lesionados, independente do tratamento (p > 0,05).

Aos 7 dias (p < 0,0001) os grupos tratados com EACPG a 100 (p < 0,001) e 300 mg/kg
(p < 0,01), bem como o grupo que recebeu metilprednisolona (p < 0,001) apresentaram
escores médios de BBB significativamente maiores que aqueles do grupo lesionado tratado
com veiculo. Quando realizadas as comparacdes entre os diferentes tratamentos, observou-
se que o EACPG a 100 mg/kg (p < 0,001) e a metilprednisolona (p < 0,05) promoveram
aumentos nos escores em comparacdo com o grupo tratado com EACPG a 300 mg/kg. Nao
foram encontradas diferengas significativas entre as médias dos grupos EACPG100 e Metil (p
> 0,05, pbs-teste de Bonferroni).

Depois de 14 dias, os grupos tratados com EACPG a 100 (p < 0,001) e 300 mg/kg (p
< 0,001), bem como o grupo que recebeu metilprednisolona (p < 0,001) apresentaram médias

significativamente maiores que as do grupo lesionado tratado com veiculo, porém o grupo
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tratado com EACPG a 100 m/kg apresentou valores médios significativamente maiores que
0Ss outros dois tratamentos (p < 0,05 em ambos o0s casos, Lesdao/EACPG 300 e Lesao/Metil,
pds-teste de Bonferroni).

Em 21 dias, novamente, todos os demais tratamentos resultaram em aumento dos
valores médios em relacdo ao grupo Lesdo/Veiculo (p < 0,001 comparado a
Lesd0/EACPG100; p < 0,05 em relacdo a Lesao/EACPG300 e Lesao/Metil). Nao foram
observadas diferencas entre os tratamentos a partir deste periodo (p > 0,05, pés-teste de
Bonferroni).

Finalmente, em 28 dias, apenas nos grupos tratados com EACPG 100 mg/kg (p <
0,001) e com metilprednisolona (p < 0,05) observou-se aumento em relagdo ao grupo
lesionado tratado com veiculo (pés-teste de Bonferroni, figura 13).
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FIGURA 14: Resultados da avaliacdo comportamental por meio da escala de Basso, Beattie e
Bresnahan. As colunas representam os escores médios e as barras representam o erro padrao da
média. Os testes foram realizados aos 28 dias apds as cirurgias. LAM: grupo laminectomia; LESAO:
grupo lesdo/veiculo; LESAO/EACPG100: grupo lesionado e tratado com extrato aquoso da casca do
fruto de Punica granatum a 100 mg/kg; LESAO/EACPG300: grupo lesionado e tratado com extrato
aquoso da casca do fruto de Punica granatum a 300 mg/kg; Leséo/Metil: grupo lesionado e tratado com
metilprednisolona a 30 mg/kg (n = 8 a 16 por grupo). *** indica valor de p < 0,001 em relacéo ao grupo
LAM; # indica valor de p < 0,05 em relag&o ao grupo LESAQ; ## indica valor de p < 0,01 em relag&o ao
grupo LESAO; ### indica valor de p < 0,001 em relacdo ao grupo LESAO; + indica valor de p < 0,05
em relagdo ao grupo EACPG300; +++ indica valor de p < 0,001 em relacdo ao grupo EACPG300; &
indica valor de p < 0,05 em relacdo ao grupo Lesao/Metil (Analise de variancia de duas vias, com
medidas repetitivas e pds-teste de Bonferroni).

5.5 Avaliacéo Histolégica

De modo geral, a andlise das secc¢des histoldgicas dos cornos anteriores da substancia
cinzenta revelou tecido medular exibindo caracteristicas citomorfolégicas compativeis com
normalidade, expressas pela presenca de neurbnios multipolares volumosos, esparsamente
distribuidos, por vezes apresentando retracdo pericitoplasmatica interpretada como alteracéo

artefatual induzida pelo processo de fixacdo. De permeio, foram evidenciadas células da glia
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redondas, ora bastante pequenas e com nucleos hipercromaticos (oligodendrdcitos) ora um
pouco maiores e com cromatina mais dispersa (astrocitos). Ocasionais células alongadas
compativeis com micréglia também foram notadas, assim como diminutos vasos sanguineos
estreitados, as vezes hiperemiados. Nao foi observada diferenca na arquitetura tissular ou no
aspecto citomorfolégico do tecido medular quando comparados os lados direito e esquerdo
dos cornos anteriores dos diferentes grupos, excetuando no grupo veiculo, onde pareceu
haver menor celularidade no lado direito que no esquerdo. Em nenhum dos espécimes
analisados foram observadas alteragbes degenerativas como atrofia, gliose, depdsitos de
hemossiderina ou calcifica¢des distroficas, nem alteracdes inflamatdérias (Figura 15).

Como demonstrado na Figura 16, a andlise quantitativa do componente celular ndo
mostrou qualquer diferenca significativa no contingente de células da glia (astrécitos,
oligodendrécitos e microglia) entre os grupos analisados (p>0,05). O mesmo comportamento
foi evidenciado na analise quantitativa de neurdénios, excetuando o grupo veiculo, no qual o
numero médio destas células encontrado no lado direito foi significativamente menor que no
lado esquerdo (p<0,05).

Quando analisado o efeito dos diferentes tratamentos sobre o quantitativo de células
nos cornos anteriores da medula espinhal (Figura 17), foi evidenciado que, no lado esquerdo
(n&o lesado), ndo houve diferenca entre os grupos seja em relacdo ao nimero médio de
neurbnios seja de células da glia (p>0,05). Contudo, o nimero médio de neurbnios no grupo
veiculo se mostrou significativamente menor que no grupo laminectomia (p<0,05). Todos os
demais grupos (EACPG100, EACPG300 e Metilprednisolona) apresentaram nimero médio
de neurbnios estatisticamente semelhantes ao grupo laminectomia (p>0,05); porém
EACPG100 e Metilprednisolona apresentaram quantitativo de neurénios significativamente
maior que o grupo veiculo (p<0,05), o que néao foi observado no grupo EACPG300 (p>0,05).
Além disso, apenas o grupo Veiculo mostrou um numero médio de células da glia maior que
0 grupo Laminectomia (p<0,05). Os grupos EACP100 e Metilprednisolona exibiram namero
médio de células da glia significativamente menor que o grupo Véiculo (p<0,05), mas né/o
houve diferenca entre este tltimo e EACPG300 (p>0,05).
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FIGURA 15: Fotomicrografias de secg¢fes histolégicas coradas em HE representativas dos de tecido
medular (magnificacbes de 100 x e 400 x) dos diferentes grupos experimentais analisados
demonstrando auséncia aparente de reacdo inflamatédria e gliose. Legendas: LEctr — lado esquerdo
nao lesado (controle interno) do corno anterior da medula; LDles — lado direito lesado do corno anterior
da medula.
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FIGURA 16: Analise quantitativa comparativa do nimero médio de neurdnios e células da glia (por
area equivalente a 25 pm?2) nos lados esquerdo (controle)) e direito (lesado) do corno anterior medular
em cada grupo experimental separadamente. Diferenca significativa entre lado direito e esquerdo:

# p<0,08.
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FIGURA 17: Andlise quantitativa comparativa do nimero médio de neurdnios e células da glia (por
area equivalente a 25 pm?2) nos lados esquerdo (controle)) e direito (lesado) do corno anterior medular
entre os diferentes grupos experimentais. Diferenca significativa em relacdo ao grupo
laminectomia: * p<0,05; diferenca significativa em relagdo ao grupo veiculo: # p<0,05 (ANOVA e
teste de comparacgdes multiplas de Tukey).
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6. DISCUSSAO

Nesse estudo um novo método cromatografico por CLAE-DAD-ESI/MS foi
desenvolvido para identificacdo e quantificacdo dos marcadores quimicos, acido gélico e
acido eldgico, presentes no EACPG, desta forma foi possivel observar a presenca destas
substancias na amostra utilizada nesse trabalho. Alguns estudos referem que tais compostos
fendlicos sdo um dos componentes encontrados em maior concentracdo na casca de P.
granatum (ZAHIN; AQIL; AHMAD, 2010; NASCIMENTO, 2013, KAZEMI et al., 2016; ROSAS-
BURGOS et al., 2017). O EACPG, no presente trabalho, apresentou alta concentragéo dessas
substancias, o que assemelha-se aos achados de Ficher et al. (2011) e de Brighenti et al.
(2017), que analisaram o extrato da casca do fruto de P. granatum e confirmaram por meio
de CLAE-DAD/MS a presenca desses compostos fenolicos, dentre ele o &cido galico e o acido
elagico. A importancia destes compostos para a presente proposta relaciona-se as suas
acoes ja descritas para o sistema nervoso (ZAHIN; AQIL; AHMAD, 2010; KAZEMI et al., 2016).

Estes dados séo corroborados por estudos prévios, em modelo similar, realizados por
Cho et al. (2011) e Johnson et al. (2012) LI et al. (2017), ao demonstrar que apdés o
procedimento cirurgico, nenhum dos ratos submetidos a hemisseccédo toracica, puderam
movimentar a pata traseira do lado homolateral a lesdo, enquanto 0 membro contralateral
pdde mover-se normalmente. Conforme descrevem YU et al. (2012) tais resultados ocorreriam
devido a limitagcao na capacidade de regeneracao do SNC ap6s uma leséo, o que justifica os
dados obtidos no presente estudo.

Arvanian et al. (2009) realizaram avalia¢cbes separadas para os membros posteriores
homolateral e contralateral a e observaram que a fungdo no membro posterior homolateral,
no mesmo periodo de tempo, atingiu escores médios da BBB semelhantes aqueles obtidos
no presente estudo. Esses dados atestam que, apesar do aumento significativo nos escores
médios da BBB, estes ainda foram considerados baixos e consistente com um quadro de
lesé@o grave. O uso de EACPG, por outro lado, determinou melhoras significativas na atividade
locomotora dos animais, comparaveis ao farmaco padrao utilizado para o tratamento de lesédo
medular (metilprednisolona).

No estudo de BenSaad et al. (2017) foi analisado o efeito da acdo do acido ellagico,
acido galico e a Punicalagina A e B, sobre a inflamagéo induzida sobre lipopolisacarideos
(LPS), 6xido nitrico estimulado (ON), prostaglandina E2 (PGE-2), interleucina-6 (IL-6) e a
libertac@o de ciclooxigenasa-2 (COX-2). Os resultados mostraram que esses trés compostos
inibiram potencialmente a produc&o de ON, PGE-2 e IL-6 induzida por LPS e s&o os principais
responsaveis pelo potencial anti-inflamatorio da P. granatum.

No periodo de 14 a 21 dias apds o trauma inicia-se a fase subaguda (ou intermediaria).

Essa fase € caracterizada pelo aumento dos fagocitos e proliferacdo ativa dos astrocitos,

50



resultando na formacdo de uma cicatriz glial que € considerada uma barreira critica para a
regeneracdo axonal tornando-se o principal limitante na regeneracdo do sistema nervoso
central (KIM et al., 2017).

Estudos clinicos demonstraram a eficAcia do consumo de suco de roma para o
estresse oxidativo (Mufioz et al., 2016) e na prevencao de doencas relacionadas a inflamacao
(Shema et al., 2012), cancer (Kapoor et al.,, 2015) diabetes tipo 2 (Sohrab et al., 2017),
sindrome metabdlica (Kojadinovic et al., 2017) e obesidade (Muammar e Khan 2012).

Rojanathammanee et al. (2013) em seu estudo encontram que dentre 0s compostos
presentes na P. granatum a Punicalagina destacou-se e seria 0 maior responsavel pelo efeito
neuroprotetor. Corroborando a estes achados Hartman et al. (2006); Choi et al. (2011)
observaram resultados similares ao estudarem o efeito neuroprotetor da romé sobre a Doenga
de Alzheimer e encontraram uma melhora na recuperagédo do SNC.

Samano (2017) em um estudo de revisao, p6de observar que o Metilprednisolona
utilizado como forma de tratamento nas primeiras 24 h apés LME, nédo tem efeitos toxicos na
recuperacdo da medula espinal. Contrapartida Zykova (2011) observou que o uso do
Metilprednisolona em altas dosagens pode levar a efeitos adversos sérios, como
sangramento gastrico, sepse, pneumonia, miopatia aguda de corticosteroides e infec¢céo de
feridas, o que pode auxiliar apenas nas modificagdes durante a recuperagdo neuroldgica.
Os efeitos colaterais da terapia com Metilprednisolona como mencionado anteriormente
podem estar relacionados a alta dosagem sistémica e sua toxicidade (AHUJA, 2016).

Estes achados podem estar relacionados, com os danos gerados a medula espinal,
que sofre uma sequéncia de altera¢des patoldgicas apos lesdes de origem traumatica, como
o surgimento de edema, hemorragia, necrose do tecido neuronal, desmielinizacdo, formacéo
de cistos e cavitagbes e, acarretam, dessa forma, comprometimento funcional significativo
(Ramadam et al., 2017). Esses achados sdo semelhantes com o de estudos anteriores que
avaliaram os parametros locomotores e histomorfolégicos do trauma medular em modelo
roedor (AZIZ et al., 2014; SULLA et al., 2016).

Esses resultados sdo semelhantes ao observado por Kang et al. (2010) indicando que
o modelo de trauma utilizado no presente estudo foi capaz de causar les6es histolégicas
correlacionadas a déficits motores graves, como os descritos previamente. Esses achados
também sdo compativeis com o de estudos anteriores que avaliaram os efeitos do trauma
medular em modelo murino (Fuijiki et al., 2005; Aziz et al., 2014).

Corraborando aos achados histolégicos Vialle et al. (2007) quando avaliaram a perda
neuronal em seu estudo, observaram que n&o apenas no grupo tratado com
Metilprednisolona, mas também no grupo controle, a presenca de neurdnios foi observada
nos cortes craniais e caudais no centro da lesdo e por esse motivo ndo houve diferenca

significativa entre eles.
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Svobodova et al. (2018) ao analisarem o efeito neuroprotetor sinérgico de Curcumina
e Galato de Epigalocatequina contra lesdo medular, encontraram que todos os tratamentos
mostraram um efeito positivo na diminuicdo do nimero de astrocitos. Além disso, o volume
da regido branca e regido cinzenta ndo mostraram diferenca significativa.

Curiosamente Duan et al. (2018) observaram em seu estudo que os volumes das areas
danificadas foram observados no 3° dia e na 8° semana apés a lesdo, além das regides
comprometidas, presenca de células da glia e hemorragia foram maiores no grupo leséo do
que 0S grupos que receberam tratamentos.
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7. CONCLUSAO

Conclui-se que o método cromatogréafico desenvolvido foi Gtil para a obtengcédo do
perfil cromatogréfico do EACPG e, ainda, para a identificacao e quantificagdo dos marcadores
quimicos &cido gélico e &cido elagico, os quais apresentaram alta concentracao no extrato.
Além disso, os parametros de validacdo apresentaram-se conforme o recomendado pela
legislagdo vigente, garantindo a eficiéncia e reprodutibilidade do método.

Além disso, o EACPG nas doses de 100 e 300mg/kg mostrarem-se tdo eficazes
quanto o farmaco padrédo Metilprednisolona em acelerar a recuperacao funcional motora da
medula espinal em ratos. O EACPG na dose de 100mg/kg promoveu o reestabelecimento do
namero médios de neurdnios e reduziu a gliose nas secc¢des histologicas de medulla espinal
de maneira semelhante a Metilprednisolona (famarco controle). O modelo experimental de
leséo no lado direito da medulla espinal ndo promoveu alterag¢des significativas na arquitetura
morfoldgica tecidual no lado contralateral (lado esquerdo) no periodo tempo estudado. Os
resultados sugerem, portanto, que o EACPG possui uma agédo neuroprotetora frente a lesdo

medular espinal por hemissecgéo toréacica.
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ANEXO- REGISTRO DE APROVACAO (PARECER CEUA)

UNIVERSIDADE TIRADENTES
DIRETORIA DE PESQUISA
unl' COMISSAO DE ETICA NO USO ANIMAL - CEUA
LAEEEESASE TARZ IV

CERTIFICADO DE APROVACAO DA CEUA

Certificamos que a proposta intitulada " Efcitos do Trstamento com Extrato Aquoso da
Casca do Frulo de Punica granatum Apds Lesio Medular em Ratos: avalingdo
fancicaal ¢ newropeotetora”, registrada com o 8° 0107168, sob & responsabilidade de
Margarete Zamardo Gomes, que envolve a ulilizagdo de simms pertencentes no Filo
Choedma, Subfilo Verchenta (exceto busmanos), para fins do pesquiss - encontra-se de
wordo com o8 preceisos da Lel n* 1.7, & £ de ouubro de 2008, do Decreto o®
6,899, de 15 de Julbo de 2009, e cons as normss editadis pelo Consetho Nackomal de
Coegrole de ExperimentagBo Animal (CONCEA), ¢ foi aprovado pela COMISSAO DE
ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE TIRADENTES, em
reunido de 2870 2016,

Fimalidade ( )Ensine (X )Pesguiss
Vigiocia da autorizagho 11172016 a 050272018

- Espécielinhagemraga Rattus norveglous/Wistar
"N de Animais 6

%P«o‘iduh 302300 /2 a3 mess
"Sexo Fémess

"Origem Biotérso UNTT

" Armcaju, 28 de outubro de 2016

Maria Jalia Nardells
Coordenadora da Comissio de Btica no Uso Animal - CEUA
Universidade Tirademes - UNIT

UNIVRRSDAIIE TIRADENTES TRLESONE (V0210 2008
AV MUREQD BANTAS ¥° 20010 FARCLANTIA FAX () g2 00
CRF @ 0024%0 | ARACAIU - SE - BRASIL ]
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ANEXO- VALIDACAO DO METODO ANALITICO

5.4.3. Otimizacgéo das condi¢Bes cromatograficas

As condi¢cbes cromatograficas de separacdo foram otimizadas avaliando-se o0s
seguintes fatores: pardmetros de eluicdo gradiente, composicao da fase movel, vazéo e
volume de injecéo (Quadro 1).

Quadro 1: Fatores avaliados na otimizagédo das condi¢Bes cromatograficas.

Parametros de eluigdo gradiente | - A%B/min
- tempo de gradiente (min)

Composicédo da fase movel - ACN:agua
- solugdo de &acido formico 0,1%:ACN com &cido

férmico 0,1%.

Vazéo - 1 mL/min

- 0,5 mL/min
Volume de injecéo -10 uL

-20 pL

5.6. Validagdo do método

A validacdo do método quantitativo seguiu as normas estabelecidas pelo Guia para
Validacao de Métodos Analiticos, publicado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa), mediante a Resolugdo RE n° 166, 24 de julho em 2017 (BRASIL, 2017). Foram
avaliadas as seguintes figuras de mérito: linearidade, seletividade, efeito da matriz, limite de

deteccéo, limite de quantificacdo, exatiddo e preciséo.

6.3 Validagcdo do método analitico

Para assegurar que um novo método analitico seja capaz de gerar informacgdes
confiaveis e interpretaveis sobre a amostra, ele deve ser submetido a uma série de estudos
experimentais denominados validag&o. A identificacdo e quantificagdo de uma substancia por
um método analitico sé se torna confiavel quando advinda de uma metodologia validada, o
gue garante comparabilidade e rastreabilidade (RIBANI et al., 2014). Sendo assim, 0 método
analitico desenvolvido por CLAE-DAD para identificacdo e quantificagdo dos marcadores
guimicos no EACPG foi validado para garantir a confiabilidade do método e de seus
resultados.

As figuras de mérito avaliadas na validacdo do método proposto foram linearidade,
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seletividade, efeito da matriz, limite de deteccao, limite de quantificacédo precisdo e exatidao.
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