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“O cansaco fisico, mesmo
gue suportado forcosamente, ndo prejudica o
corpo, enquanto o conhecimento imposto a forga

nao pode permanecer na alma por muito tempo”

Platao.
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“Querem que vos ensine o modo de
...chegar a ciéncia verdadeira?

...aquilo que se sabe, saber que se sabe;
...aquilo que ndo se sabe, saber que nao se sabe;

...na verdade é este o saber”.



RESUMO

O presente estudo tem como objetivo avaliar a acdo neuroprotetora do extrato etanélico da
Pluchea sagittalis ap6s hemisseccdo medular em ratos. O estudo € experimental com
abordagem analitica quantitativa. Foram utilizadas 48 ratos adultos pesando entre 200-300g.
As ratos foram lesionados por hemisseccao direita na medula com auxilio de um bisturi e
submetidos a gavagem com o extrato nas doses 10, 50 e 100mg/kg sendo que sua
concentracao foi 30% e do controle Dimetilsufuxido (DMSO) a 5%. Foram agrupadas em
igual quantidade nos seguintes grupos: laminectomia e lesdo ambos com quatro grupos
(n6). Cada grupo foi avaliado com teste comportamental de Basson Beattie Bresnahan
(BBB) nos tempos de 0 e 24 horas e 7, 14, 21 dias e em seguida submetidas a avaliagéo
histolégica e sua qualificacdo. Nos testes funcionais, o grupo lesdo na dose de 50mg/kg
mostrou melhor resultado na recuperacdo da atividade motora para p<0,05 em relacdo aos
grupos nas doses de 10 e 100mg/kg, como também, observou-se maior atividade de
neuprotecdo na densidade celular dos neurbnios e dos astrocitos em relagdo aos outros
grupos que houve tratamento. O extrato na dose de 50mg/kg no grupo da lesédo demonstrou

melhor eficacia na recuperacao funcioinal e na neuroprotecao.

Palvras-chave: Pluchea sagittalis, Hemissecc¢éao, Lesdo medular.

ABSTRACT

The present study aims to assess the neuroprotective action of ethanolic extract of Pluchea
sagittalis in spinal hemisseccdo in experimental model. The study is experimental with
guantitative analytical approach. 48 adult rats were used for weighing between 200-300 g.
The mice were injured by hemisseccao right in the marrow with a scalpel and subjected to
gavage with the extract in doses 10, 50 and 100mgkg being that its concentration was 30
and control Dimetilsufuxido (DMSQO) 5. Were grouped in equal quantity in the following
groups: laminectomy and injury both with four groups (n6). Each group was evaluated with
behavioral test of Basson Beattie Bresnahan (BBB) in the times of 0 and 12:0 am and 7, 14,
21 days and then subjected to histological evaluation and qualification. Functional tests, the
dose of 50mgkg injury group showed better result in recovery of motor activity to pO, .05,
neuprotecao activity was observed in cell density of neurons and astrocytes. The extract at a
dose of 50mlkg in Group of the lesion showed a better effectiveness in behavioral and

histological part.

Keywords: Pluchea sagittalis, hemisection, spinal cord injury.
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1. INTRODUCAO

A lesdo medular (LM) esta relacionada com uma série de consequéncias fisicas,
sociais e psicoldgicas. Tal patologia tem sido cada vez mais frequente devido principalmente
ao aumento da violéncia urbana. Dentre as causas, 0 acidente de transito e a agressao por

arma de fogo séo as mais comuns (CARNEIRO, 2012).

Os traumas em grande maioria € o principal causador das lesdes medulares. De
acordo com a Associacdo de Assisténcia a Crianca Deficiente (AACD) (2007), os acidentes
automobilisticos séo responsaveis por 42% dos traumas medulares. Adultos jovens entre 16
e 30 anos sdo os mais acometidos por trauma medular (61%), sendo que 70% deles
tornam-se paraplégicos por lesdo medular toracica, lombar ou sacral, resultando em
paralisia parcial ou completa de parte ou de ambos os membros inferiores e tronco,
enquanto que 30% deles tornam-se tetraplégicos por lesdo medular cervical, resultando em
paralisia parcial ou completa do tronco e dos quatro membros (MEYER et al, 2003;
SCHMITZ et al., 2004).

O trauma medular requer varios tipos de tratamentos paliativos como: fisioterapia,
adaptacao psicoldgica e farmacos para uma melhora significativa para melhor condi¢cdo de
vida do paciente. A lesdo medular € uma sindrome neuroldgica altamente incapacitante que
acomete uma média de 250.000 pacientes no Brasil, com uma ocorréncia de cerca de 8.950
novos casos por ano (MEYER et al., 2003). A leséo traumatica da medula espinhal (LTME)
nao compromete exclusivamente a vida do individuo apés o incidente, como também todo
nucleo familiar (NOGUEIRA, 2013).

As sequelas ndo apenas limitam em decorréncia de mudancas expressivas do
dominio fisico e da independéncia funcional, como também exigem um longo processo de
reabilitacdo, que ocasiona uma quebra rapida e dolorosa do modo de vida individual ao
mesmo tempo que 0s pacientes necessitam desenvolver novas habilidades, também
precisam integrar a realidade de vida as mudancas funcionais resultantes da lesdo medular
(KENNEDY et al, 2012).

Na histéria, as abordagens terapéuticas direcionadas as sequelas de uma lesdo
medular vém apresentando transformacgfes significativas. Até 1944, um traumatismo
raquimedular era considerado intratavel (DONOVAN, 2007). Foi apenas no século XX que
esforcos passaram a ser direcionados ao tratamento de pessoas com lesGes medulares.

Atualmente, diversas complicagfes adjacentes ao trauma medular s&o trataveis, tais como
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doenca neoplasica, vascular, degenerativa, inflamatéria ou traumatica, minimizando a
deterioracdo da saude (ROTSHENKER, 2011).

Dentre os tratamentos indicados para o lesionado medular estdo as terapias:
Comportamental como a educacdo do paciente sobre o funcionamento dos rins bexiga e
esfincteres fungéo do trato urinério inferior; Informacdes sobre mudancgas no estilo de vida e
na dieta; Sondagem vesical permanente e outros, terapia medicamentosa Dentre as drogas
disponiveis temos: Oxibutinina, Tolterodina, Cloreto de Trospium, Darifenacin, Cloridrato de
Imipramina, Duloxetina, Resineferatonina e Toxina Botulinica tipo A e a terapia cirurgica que
existem varios tratamentos cirlrgicos individualizados como Hiperdistensdo vesical,
Neuromodulacéo sacral (marca passo para a bexiga); Acupuntura do nervo tibial; Ampliacéo
vesical; Injecdo peri-uretral; Esfincter artificial; Cistostomia e vesicostomia; Esfincterotomia;
e Injecédo de Botox na bexiga. O grande desafio da neurologia em todos os tempos tem sido
vencer a falta de regeneracéo espontadnea do SNC adulto apds a perda de neurdnios e/ou a

interrupcao de seus prolongamentos, os axénios (COMPSON, 1994).

As plantas medicinais sdo, apresentadas como um grande potencial para a origem
de novos farmacos (CRAGG et al., 1997), pois sao consideradas a maior fonte de novas
substancias bioativas, que variam suas atividades que vem desde antimicrobianos, anti-
inflamatorios até substancias antitumorais, muitas vezes utilizadas nas sociedades como
complementares a medicina tradicional (VENDRUSCOLO; MENTZ, 2006). Entre as
vantagens da utilizacdo de espécies vegetais como fonte de desenvolvimento de novos
farmacos, destaca-se a possibilidade de estudar mecanismos de acado ou receptores, ainda

gue estes nao sejam conhecidos (FAUSTINO et al., 2010).

Sendo o Brasil uma das maiores biodiversidades do planeta sua flora é considerada
uma das mais importantes, embora sua preservacdo esteja limitada dentro das acdes
realizadas. Em 1987, Hedberg expunha, metaforicamente, que a cada curandeiro tradicional
gue morre, uma grande biblioteca entra em chamas (VENDRUSCOLO; MENTZ, 2006).

Os pesquisadores de diversas areas do conhecimento vém com o objetivo de sanar
a caréncia de informagbes cientificas sobre plantas medicinais utilizadas popularmente
como tratamento da lesdo medular. Como a botanica, a quimica e a farmacologia,
trabalharam em equipes multidisciplinares, com o apoio da Organiza¢cdo Mundial da Saude
(OMS), na intencdo de melhorar as condi¢cdes de qualidade, eficacia e seguranca desses

medicamentos a base dessas plantas (SOARES et al., 2006).

Para surgimento de novas propostas de informacfes decisivas, para a descricdo

cientifica das propriedades terapéuticas de plantas medicinais, que podem resultar na
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origem de novos farmacos, a importancia do seu uso na populagdo como também a sua
necessidade em busca de qualidade de vida e de salde em seu conceito. Essa necessidade
faz movimentar as industrias farmacéuticas e o mercado mundial, tendo em vista ainda a
valorizacdo de medicamentos a base de plantas, que em 2002 movimentou cerca de 20 a
40 bilhdes de dolares, apenas com a comercializacdo de fitoterdpicos pelo mercado
farmacéutico mundial (PERECIN et al., 2002).

Pluchea sagittalis (Lam.) Cabrera é indicada no tratamento de dores, distdrbios
gastricos, dispepsias nervosas e histerismo. O conhecimento cientifico sobre as acfes

farmacologicas desta planta relacionam-se principalmente a atividade anti-inflamatoria,
analgésica, antioxidante e antitumoral (LORENZI; MATOS, 2002).

Rodrigues (2011) relata que a P. sagittalis possui acdo no Sistema Nervosos Central,
sendo assim, ultrapassando a barreira hematoencefalica. Na triagem da atividade
farmacologica de algumas plantas medicinais de origem brasileira, demonstrou-se que o
extrato aquoso de P. sagittalis (Lam.) Cabrera possuia efeitos anti-inflamatoérios,
cicatrizantes e diarréicos, havendo descricdo popular desta planta no tratamento destes
males (SOUZA et al., 2006, FIGUEREDO et al., 2011)

O extrato etandlico da planta apresentou acdo sobre a hematopoiese, durante
infeccdo bacteriana induzida (QUEIROZ et al., 2000), atividade anti-inflamatéria e anti-
nociceptiva na dor induzida (BARROS et al., 2006), além da gastroprotecdo em animais

tratados com o extrato e submetidos a leséo por etanol (FIGUEREDO et al, 2011).

Partindo do pressuposto que o extrato etandlico da Pluchea sagittalis (Lam.) Cabrera
possa apresentar acdo neuroprotetora, o presente trabalho, de carater inédito, objetivou
avaliar a acdo neuroprotetora do extrato das folhas de Pluchea sagittalis (Lam.) Cabrera na
lesdo medular por hemisseccdo em modelos experimentais, podendo assim, contribuir para
0 desenvolvimento econdmico regional, inserindo-se no arranjo produtivo local da area de
farmacoboténica, e do ponto de vista tecnoldgico e cientifico, no tocante ao desenvolvimento
de novas opgOes terapéuticas para lesbes medulares, além de melhor compreenséo da

fisiopatologia da lesdo medular.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Lesao Medular

Um problema clinico que imp&e a saude publica enormes responsabilidades e custos
ao estado é a lesdo da medula espinal (LME) ou lesdo medular (LM), pois atinge
principalmente uma populacdo jovem, no auge de sua produtividade (National Spinal Cord
Injury Statistical Center, 2006).

A LME é causada com o deslocamento ou fratura vertebral que pode causar
compressao ou seccdo medular (TATOR; FEHLINGS, 1991; DELAMARTER et al., 1995;
ROSENBERG et al., 1997). Como consequéncia imediata a lesdo mecanica segue-se uma
cascata de eventos nao restritos ao sitio da lesdo (epicentro) que evoluem ao longo de
horas e dias, expandindo a lesdo vertical e horizontalmente (TATOR; FEHLINGS, 1991;
SCHWAB et al., 2006; YANG; KIM; LEE, 2007).

A LME resulta no acentuado rompimento e reorganizacdo de vias nheurais
ascendentes e descendentes, criando modificacdes substanciais nos aferentes primarios,
interneurbnios e motoneurénios, influenciando dramaticamente a interacdo sensorio-motora
(FRIGON; ROSSIGNOL, 2006). Com a ruptura ou contusdo dos axbnios ocorre o
desenvolvimento de hemorragia, isquemia e edema. A severidade e extensdo da leséo
secundaria dependem da magnitude do insulto inicial e de um vasto nimero de fatores que
tem influéncia sobre o fluxo sanguineo, reacdo celular e do microambiente medular (TATOR,;
FEHLINGS, 1991; SHARMA et al.,1996; AMAR; LEVY, 1999).

No centro da lesdo formam-se cavitagdes inicialmente preenchidas por fluido e
posteriormente circundadas por tecido cicatricial (SCHWAB et al., 2006). Este consiste na
cicatriz glial formada por astrocitos reativos, micréglia e fibroblastos. Ainda ha a cicatriz
fibrosa, formada por componentes extracelulares, como depdésitos de matriz extracelular
(FAWCETT; ASHER, 1999). No sistema nervoso central (SNC), este tecido cicatricial é
capaz de produzir moléculas que inibem o crescimento axonal e de servir como obstaculo
fisico ao crescimento dos axénios (BATCHELOR, 2008).

Diante dos problemas iniciais para o individuo a lesdo medular é caracterizada pelo

rompimento dos tratos axonais desconectando o SNC com as estruturas alvo, que progride
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com a degeneracdo, a lesdo progressiva da microvasculatura e a cascata de eventos

bioquimicos que leva a morte celular (MALLEI et al., 2005).

Os respectivos processos contribuem para instalacdo de deficiéncias permanentes.
O estudo da lesdo medular se focaliza na elucidagdo dos processos fisiopatoldgicos, no
desenvolvimento de terapéutica para interrupcdo do processo secundario de lesdao e
reversdo dos fatores que impedem o crescimento axonal no SNC (FAWCETT; ASHER,
1999).

Como se trata de uma enfermidade complexa e de graus diferentes de acordo com a
lesédo, terapias disponiveis para a cura e/ou recuperacdo dos pacientes vitimados a lesédo
medular ainda esta em processo de pesquisa no desenvolvimento de novas terapias entre
os cientistas. Consequentemente faz necessario seguir com o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas para aumentar as possibilidades de regeneracdo dos axbnios
medulares lesionados, melhorando a funcdo sensorial e motora e a qualidade de vida dos

pacientes com lesdo medular (SHARMA, 2005).

Séao utilizados varios tratamentos para minimizar a gravidade da lesdo medular,
tratamentos incluindo clips para aneurisma, cateteres com balBes, contusdo por queda de
peso, placas compressivas, transecc¢ao, dentre outros (DIMAR et al., 1999; CARLSON et al.,
2003). Tais métodos sao ou ja foram testados em diferentes desenhos experimentais como
ratos, caes, coelhos, gatos, camundongos e macacos (DIMAR et al., 1999; CARLSON et al.,
2003; SOUZA et al., 2006). Sendo que estes estudos sdo de fundamental importancia, para
fornecerem informacdes essenciais para o entendimento da fisiopatologia da lesdo medular

e permitirem o desenvolvimento de estratégias terapéuticas.

Apdés o trauma inicial a medula espinal esta sujeita a uma série de eventos
neurotoxicos, como influxo de ions, alteracbes no fluxo sanguineo local, e processos
inflamatorios que contribuem para a evolugédo da lesdo neurolégica (MALLEI et al., 2005). O
evento mais imediato da cascata de lesdo secundaria é a indugdo mecéanica da
despolarizagédo e a consequente abertura de canais ibnicos voltagem-dependentes (canais
de célcio, sb6dio e potassio). Que ocasiona liberagdo de neurotransmissores no espago
extracelular, desencadeando a cascata de reacdes denominada lesdo excitotoxica
(NOVIKOVA; NOVIKOV; KELLERTH, 2002).

A liberacdo destes neurotransmissores excitatorios (em especial o glutamato) causa

a abertura de canais ibnicos operados por receptores dependentes de ligantes, como 0s
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receptores N-metil-D-aspartato (NMDA - SCHWAB et al., 2006). A resultante mais
importante dos eventos é o acumulo de célcio intracelular, que inicia uma série de efeitos
deletérios. Dentre os efeitos estdo a ativagdo das sintases do Oxido nitrico e a disfungéo
mitocondrial, que leva a falha do metabolismo energético aerdbico e acimulo de lactato
(SPRINGER, 2004).

Uma das consequéncias dos dois eventos € a formacdo de espécies oxigénio
reativas como o anion peréxido nitrito (ONOQO"). As espécies oxigénio-reativas agem como
moléculas sinalizadoras que iniciam a progressdo da inflamacdo pOs-traumatica e a
apoptose (morte celular programada). (SPRINGER, 2004; SCHWAB et al., 2006).

O peroxido nitrito embora possa ativar diferentes mecanismos de dano celular, a
peroxidacao de lipidios da membrana celular parece ser o0 mais importante deles. Em fato a
peroxidacdo de lipidios ocorre em neurbnios e vasos sanguineos, causando prejuizos
diretos sobre a integridade e funcdo da membrana axonal, danificando a microvasculatura o
gue causa isquemia e, indiretamente, contribui para a acentuacdo da lesdo secundaria
(AMAR; LEVY, 1999; SPRINGER, 2004).

Relacionada com essa cascata de forma concomitante, tais eventos iniciados através
da abertura dos canais ibnicos, causa dano ao endotélio vascular da medula espinal e
consequente reducédo ou interrup¢ao do fluxo sanguineo local. O dano vascular € o principal
responsavel pela necrose hemorragica gue ocorre apds a lesdo medular. Inicialmente ocorre
espasmo de artérias e veias, seguida de agregacdo plaquetaria e de fibrina, levando a
formacdo de um trombo. Podendo causar oclusdo vascular, estase venosa, distensdo, perda
da auto regulacéo vascular, ruptura de pequenos vasos e consequente hemorragia petequial
(SONNTAG; DOUGLAS, 1992; AMAR; LEVY, 1999).

Com a perda de regulagéo vascular, o fluxo sanguineo medular sofre alteractes
hemodindmicas que podem levar a hipotensdo e hipoxia, que compdem o quadro de
isquemia focal (AMAR; LEVY, 1999). A perda da microcirculacdo sanguinea se estende
consideravelmente nas diregcbes proximal e distal do sitio de lesdo e os achados
fisiopatologicos permitem o desenvolvimento de um grande repertério de abordagens
terapéuticas, cada uma voltada para uma fase da recuperacdo da lesdo (TATOR,;

FEHLINGS, 1991).

Grande parte das abordagens terapéuticas se concentra nas consequéncias agudas

Y

e crbnicas da lesdo medular e em terapias de reabilitacdo. Devido & complexidade da
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cascata da reacdo bioquimica envolvida na patogenia da lesdo medular, numerosas
abordagens farmacoldgicas tém sido desenvolvidas. Os principais objetivos destas
estratégias na promocao da regeneracao apoés lesdo medular sdo: minimizar a progressao
da lesdo secundaria (neuroprotecao), favorecer a conducdo axonal (neurorestauragéo) e
fornecer ambiente permissivo ao crescimento axonal (neuroregeneracao). (SCHWAB et al.,
2006).

Intervencbes farmacolédgicas sdo importantes para reduzir a lesdo secundaria que
acentua os prejuizos funcionais, danos celulares e teciduais inicialmente disparados pela
injuria. mecénica (MALLEI et al., 2005). Dentre essas interven¢bes a de maior impacto
clinico até o momento é a aplicacdo do glucocorticosterdide metilprednisolona (LIM; TOW,
2007). Tal substancia mostrou beneficios apds lesdo medular aguda, tanto em animais
guanto em humanos, agindo provavelmente como anti-inflamatério e inibidor de peroxidacéo
lipidica (AMAR; LEVY, 1999; HALL; SPRINGER, 2004).

Embora algumas terapias experimentais tenham exibido sucesso sobre alguns
obstaculos a regeneracao agindo em diferentes pontos da cascata de leséo, é evidente que
uma Unica abordagem ndo seria suficiente para alcancar a completa recuperacdo apos
lesdo medular (NOVIKOVA; NOVIKOV; KELLERTH, 2002). Além do trauma inicial e
consequente lesdo medular, muitos fatores participam da lesdo secundaria incluindo
neuropeptidios, monoaminas, células imunes, modificacbes em concentracdes de cations,
aminoacidos e produtos da hidrolise de fosfolipidios como &cidos graxos insaturados,
eucosandides e radicais livres, dentre eles, o Oxido Nitrico (NO) (YANG; KIM; LEE, 2007).

2.2 Pluchea sagittalis

7

A Pluchea sagittalis (Lam.) Cabrera, € conhecido vulgarmente como tabacarana,
madre cravo ou quitoco (ver figura 1), planta da familia Asteraceae, comum na regido
tropical, sendo facilmente encontrada nos paises da America Latina, inclusive no Brasil
(BARROS et al., 2006). E utilizada popularmente, na forma de cha das folhas e talos, como
alternativa terapéutica para o tratamento de distUrbios digestivos, enfermidades estomacais
e hepaticas, flatuléncias, dispepsias nervosas, inflamacdo uterina, renal e de bexiga,
reumatismo e tratamento de distlrbios nervosos caracteristicos da histeria (LORENZI;
MATOS, 2002).
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Varias espécies do género Pluchea sao amplamente utilizadas como plantas
medicinais, por apresentarem importantes propriedades medicinais. Em Cuba, as espécies
P. odorata e P. carolinensis pode ser utilizado na medicina popular como digestivo e
antipirético. Enquanto a P. rosea como vermifugo, além de possuir atividade antimicrobiana
e antioxidante dos extratos etandlico e n-butandlico dessas plantas (CORDOVA et al, 2010).
A P. lanceolata é utilizada na india como: antipirético, analgésico, antirreumatico e calmante
(KHAN et al., 2010). Estudos demonstraram a atividade indutora do sono e a diminuigédo da
atividade locomotora de ratos tratados com extrato de Pluchea indica Less.
(THONGPRADITCHOTE et al., 1999).

Dentre as varias atividades cientificamente comprovadas das espécies desse
género, grande parte delas tem demonstrado potencial antimicrobiano, antioxidante,
antinflamatério e acdo no SNC como é o caso da P. sagittalis (RODRIGUES,2011). O
extrato etandlico bruto foi previamente caracterizado e as respectivas fracdes aquosa,
etandlica e acetbnica de P.sagittalis demonstraram, na prospecc¢éao fitoquimica, a presenca
dos compostos: alcal6ides, cumarinas, flavondides, taninos, saponinas e triterpenos,
compostos equivalentes aos compostos encontrados em outras espécies do mesmo género
(RODRIGUES, 2011).

Estudos farmacologicos da P. sagittalis demonstraram a atividade anti-proliferativa
em células tumorais humanas (MONKS et al., 2002), a contribuicdo do mecanismo
antioxidante na atividade anti-inflamatéria (PEREZ-GARCIA et al., 1996), a inibicdo da
expressao da proteina hsp72 em neutréfilos humanos (PEREZ-GARCIA et al., 2001), além
dos efeito analgésico e depressor central (RODRIGUES, 2007).

A atividade analgésica e anti-inflamatoria das folhas de Pluchea sagittalis, € atribuida
a presenca das substancias triterpénicas: stigmasterol, R-amirina, taraxasterol e pseudo-
taraxasterol que foram isoladas das folhas desta planta (BURGER et al., 2000; BARROS et.
al., 2006).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que 80% da humanidade n&o tém
acesso ao atendimento primario de salde, por estarem muito distantes dos centros de
salde ou por ndo possuirem recursos para adquirir os medicamentos prescritos (VEIGA-
JUNIOR, 2008). A maior parte dessas pessoas encontra-se nos paises subdesenvolvidos ou
em desenvolvimento, e a utilizacdo de plantas medicinais corresponde a melhor alternativa

terapéutica (BARROS et al., 2006). A fitoterapia permite que o ser humano se reconecte
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com o ambiente, acessando o poder da natureza, para ajudar o organismo a normalizar
funcbes fisiolégicas prejudicadas, restaurar a imunidade enfraquecida, promover a
desintoxicacdo e o rejuvenescimento (FRANCA et al., 2008). Se os paises mais pobres
utilizam as plantas medicinais por tradicdo e auséncia de alternativas econémicas viaveis,
nos paises mais desenvolvidos observa-se um maior uso de fitomedicamentos, influenciado
por modismos de consumo de produtos naturais (VEIGA-JUNIOR et al., 2005).

O extrato etandlico bruto foi caracterizado e as respectivas fracées aquosa, etandlica
e acetbnica de P.sagittalis demonstraram, na prospeccdo fitoquimica, a presenca dos
compostos: alcaldides, cumarinas, flavonoéides, taninos, saponinas e triterpenos compostos
equivalentes aos compostos encontrados em outras espécies do mesmo género
(RODRIGUES, 2011).

z

Partindo do principio que a Pluchea sagittalis € uma planta que o extrato age no
Sistema Nervoso Central, ultrapassando a barreira hemato-encefalica e possui atividade
antioxidante e antinflamatéria, o presente projeto visou analisar a interacdo do extrato
etandlico de P. sagittalis na lesdo medular em ratos. No entanto, ndo ha até o momento
relatos na literatura sobre o efeito da Pluchea sagittalis ou seus componentes isolados na
Lesdo medular in vivo.

Figura 1 — Pluchea sagittalis (Lam.) Cabrera.
Fonte: http://www.infojardin.com/foro/showthread.php?t=176366
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2.0bjetivos:

2.1. Geral:

Avaliar a acdo comportamental e neuroprotetora do extrato etandlico da Pluchea
sagittalis (Lam.) Cabrera, na lesdo medular por hemisseccéo direita em ratos.

2.2. Especificos:
- Obter o extrato etandlico de P. sagittalis;

- Mensurar a atividade motora dos animais.

- Analisar a acdo da administracao do extrato etandlico de P. sagittalis;

- Mensurar modificacdes morfolégicas das células através de andlise histologica;

- Quantificar neurénios e Astricitos através da andlise histoldgica.

3. METODOLOGIA

3.1.0btencédo dos extratos

3.1.1. Material botanico

As espécimes de Pluchea sagittalis (Lam.) Cabrera foram coletadas no Bairro
Japaozinho, na Regido metropolitana de Aracaju, estado de Sergipe. Apés a coleta, foi
realizada a identificagdo e confirmacdo da espécime pelo o herbario da Universidade
Federal de Sergipe (ASE) através amostras oriundos da colecdo do herbario com os
registros de n° 02829 de 17/11/1982 e n° 03048 de 01/11/1988 (Anexos 1 e 2).

As folhas frescas foram selecionadas, limpas e secas em estufa com circulacéo de
ar, a temperatura de 40°C, trituradas e colocadas em refluxo continuo por 6h, com etanol
98% em aparelho do tipo Soxleht. O extrato foi rotaevaporado para obtencdo da amostra
seca (RODRIGUES, 2011).
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3.2. Determinagao da amostra

Foram utilizados ratos Wistar machos provenientes do Biotério de Universidade
Tiradentes separados em nimero maximo de 6 animais por caixa retangular padronizada de
tamanho médio. O uso de animais foi realizado de acordo com as normas para a pratica
didatico-cientifica de acordo com a Lei n°® 9.605/1998, 81° e o Projeto de Lei n° 1.691, de
2003, que dispbe sobre o uso de animais para fins cientificos e didaticos e apos liberacao do
Comité de Etica em Pesquisa através do protocolo de n° 010912 na seguinte data
01/10/2012 (Anexo 4). A amostra deste estudo foi composta de 48 ratos machos (250-300g),
divididos em 08 grupos (n=6) (Quadro 1), todos provenientes do Biotério da Universidade

Tiradentes — UNIT e classificados de acordo com a etapa de execucao descrita abaixo.

Quadro 1 - Grupos experimentais para o desenvolvimento do trabalho. DMSO:

Dimetilsulféxido ou sulféxido de dimetilo. EEPS: Extrato Etandlico da Pluchea sagittalis;

Grupo (n=6) Procedimento experimental Tratamento Oral (Gavagem)
Gl Laminectomia (Controle) DMSO a 5% (Salina)
G2 Laminectomia (Controle) EEPS 10mg/kg
G3 Laminectomia (Controle) EEPS 50mg/kg
G4 Laminectomia (Controle) EEPS 100mg/kg
G5 Lesionados DMSO a 5% (Salina)
G6 Lesionados EEPS 10mg/kg
G7 Lesionados EEPS 50mg/kg
G8 Lesionados EEPS 100mg/kg
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Os animais foram destribuidos em grupos e subgrupos com seis ratos
(n=6/subgrupo) cada, sendo as distribuicbes aleatorias, conforme descrito a seguir. Todos
0s grupos sao subdivididos em laminectomia e leséo.

Os grupos foram divididos em: GRUPO LAMINECTOMIA tratados com
Dimetilsulféxido (DMSO) a 5% (salina) com o extrato etandlico de pluchea sagittalis nas
doses 10, 50 e 100mg/kg na concentracdo de 30%. GRUPO LESAO foram tratados com
DMSO a 5% (salina) com o extrato etandlico de Pluchea sagittalis nas doses 10, 50 e
100mg/Kg na concentragcéo de 30%. Foi administrado por gavagem (via oral) com a seringa
especifica de tal procedimento na quantidade de 1mL por dose, o animais foram contidos de
forma manual e de acordo com o procedimento padréo descrito pela comissao de ética
(CEUA), nos dias de avaliacdo comportamental a gavagem foi realizada ap6s o

procedimento de avaliacdo comportamental.

3.3. Desenho Experimental e Tratamento

Os animais foram distribuidos aleatoriamente entre os grupos acima. Um dia antes
da cirurgia, foi realizado o pré-teste para avaliacdo funcional da escala Basson Beattie
Bresnahan (BBB). Entéo, todos os animais foram submetidos a laminectomia (cirurgia sem
lesdo medular) seguida ou ndo de hemisseccdo medular direita (Lesao) e receberam extrato
etandlico por via oral (gavagem) da Pluchea sagittalis. As doses de 10, 50 e 100mg/kg na
concentracao de 30% foram administradas no dia da cirurgia e durante os vinte e um dias
subsequentes (tratamento sub-crdnico), por uma seringa apropriada para a gavagem ha
guantidade de 1mL (Figura 2). As concentracdes de Pluchea sagittalis nos extratos foram
determinadas com base nos resultados de estudos pilotos realizados anteriormente, a
caracterizacdo de suas atividades farmacoldgicas e toxicolégicas desse extrato foi descrita
por Rodrigues (2011).

A avaliacdo funcional da funcdo motora foi realizada por meio de teste de

comportamento 0 hora antecedendo a cirurgia e aos 1; 7; 14 e 21 dias, sendo que o0s

animais foram eutanaziados aos 21 dias para andlise histoldgica (Figura 3).
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Figura 2: Contengdo e gavagem.

3.4. Lesao medular

A hemissecado da medula a nivel toracolombar de ratos foi primeiramente descrita em
1993 por Helgren e colaboradoes. E tem sido amplamente utilizada como modelo de estudo
da fisiopatologia da lesdo e investigacdo de possiveis estratégias terapéuticas (GWAK;
HULSEBOSCH 2009; ZHOU et al., 2009).

Os ratos foram anestesiados com uma mistura de ketamina (100mg/Kg) e xilazina
(14mg/Kg) via intraperitoneal (i.p.). Em seguida foi realizada a tricotomia da regido dorsal
toracica e uma incisao na regido correspondente a coluna tor4cica inferior. A musculatura foi
entdo divulsionada, expondo as vértebras T8 — T11, identificadas pela palpacdo das
apofises espinhosas. Apoés a identificagdo das vértebras, a apoéfise espinhosa e a lamina da
vértebra T10 foram cuidadosamente retiradas, usando-se uma caneta de alta rotacdo com
broca. A hemi-medula do lado direito foi seccionada com auxilio de bisturi. Os animais foram
acomodados em sala climatizada para recuperacdo pos-cirurgica, sendo constantemente
monitorados quanto as condi¢fes de alimentacéo, e hidratagéo, excrecdo de fezes e urina.
Ao final da cirurgia, foi aplicada injecdo intramuscular de pentabidtico veterinario para
animais de pequeno porte (Forte Dodge Saude Animal LTDA, 0,5 ml) e os animais foram
aquecidos por uma lampada de 60 W até recuperacdo da anestesia. O analgésico
buprenorfina (0.01 mg/kg, s.c.) foi administrado diariamente por dois dias a cada 12 horas
(SCHAAL et al.; 2012).
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Figura 3: Analise funcional BBB ap6s lesdo medular (Pata direita).

3.5. Escala Basson Beattie Bresnahan, 1995 (BBB)

Esta escala tem por objetivo avaliar a evolucdo da recuperacdo funcional motora dos
animais. Para isso, 0os animais sao colocados um a um em uma arena de testes e
observados durante 4 minutos, enquanto se locomovem livremente. A avaliagdo é realizada
através da observacdo de alguns parametros comportamentais: 0 movimento do membro, a
posi¢cdo da pata, o tipo do passo, a coordenagdo da passada, a abertura dos dedos, a
rotagcdo predominante da pata, a estabilidade do tronco e a posicdo da cauda. Os
parametros colhidos em cada teste foram anotados em tabelas individuais e posteriormente
classificados por meio de uma escala que varia de 0 a 21 pontos (anexo 4). Os pontos
refletem a condicdo motora dos animais, onde zero representa paralisia total do membro e
21 pontos representa fun¢cdo motora normal do membro (BASSO; BEATTIE; BRESNAHAN,
1995).

Pontuagbes entre 0 e 7 indicam o retorno de movimentos isolados de até trés
articulagbes (quadril, joelho e tornozelo). Pontuagbes entre 8 e 13 indicam o retorno dos
passos plantares e coordenacdo dos movimentos entre patas posteriores e anteriores. Por
fim, pontuacgdes 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. O teste sera realizado as cegas sempre pelo mesmo examinador. Durante o teste
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0s animais foram gentilmente estimulados a caminhar continuamente, sendo que os teste

foram gravados para posterior andlise se necessério em caso de duvidas.

3.6. Eutanasia e obtencao do tecido medular

Os animais foram sacrificados por camara de gas de CO,. As medulas foram
retiradas por disseccao (Figuras 4, 5 e 6) e o material foi desidratado em série alcodlico
crescente, diafanizado em série de xilois, e incluido em parafina sob a forma de blocos. Os
blocos rigidos foram entdo levados ao micrétomo, para fornecer os cortes. Apds serem
seccionados, os cortes foram colocados para flutuar sobre uma superficie aquecida e
colocados sobre laminas de vidro e levados para estufa, onde aderem e posteriormente
corados. Os cortes histolégicos foram submetidos a coloracdo Hematoxilina e eosina (HE)
(COELHO, 2009).

Figura 4: Fixagdo da medula em formol. Figura 5: Medula lesionada para processamento histolégico.

Figura 6: Medula sadia para processamento histolégico (controle).
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3.7. PROCESSAMENTO HisTOLOGICO

3.7.1. Coloragao hematoxilina-eosina

Nesta coloracédo, a hematoxilina, age como corante natural, por meio de seu produto
de oxidacao, a hemateina. A oxidacdo quimica produz-se pelo uso de iodato de potassio ou
oxido de mercurio. Para corar o tecido, a hemateina necessita de um mordente (sais de
aluminio, ferro, cromo, cobre ou tungsténio), prévio ou incorporado na prépria solucao de
hematoxilina. Convencionalmente, para que seja dado o contraste a coloracdo é usada uma
solucéo de eosina logo apds a aplicacao de hematoxilina. Como resultado dessa coloracéo,
0s nlcleos sdo corados em azul (hematoxilina), enquanto o citoplasma e a maioria dos

outros tecidos ficam corados de rosado a vermelho (eosina) (VIOTTI e colaboradores, 1995).

A técnica da coloracdo consistira em deixar as seccdes de tecido em contato com a
hematoxilina de Harris por 90 segundos, lavar em agua corrente por 5 minutos, colocar para
azular, na solucdo de agua amoniacal, por 15 segundos, lavar em agua corrente por 5
minutos e corar com a solucdo de Eosina por 30 segundos. A seguir as laminas passarao
por uma bateria de alcoois em concentracdo crescente, uma mistura de alcool e xilol e xilol
puro (3 minutos cada) para entdo serem montadas com Entellan. Por meio desta coloragéo
serdo avaliadas a densidade de células marcadas para HE no tecido medular (VIOTTI e

colaboradores, 1995).

3.7.2. Analise de imagens

As quantificacdes serdo realizadas por meio de andlise de imagens utilizando
microscopio acoplado a cémera fotografica. As imagens serdo digitalizadas para

computador e sera utilizado o software NIH 3.0 para anélise.
Para que a andlise histologica seja realizada as cegas, os codigos de identificacéo

de cada lamina serdo cobertos por outro experimentador antes do inicio da analise e devem

ser revelados ap6s o término.
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3.7.3. Analise da densidade de células marcadas para HE

A densidade de células marcadas para HE foi medida na medula espinal direita, nos
cornos dorsal e ventral (laminas |, Xl, XXI e XXX) dos animais. As regides foram
identificadas de acordo com ilustragbes apresentadas por Molander e colaboradores (1989).
Para andlise, cada amostra de medula espinal sera dividida em quatro segmentos: dois
rostrais e dois caudais ao sitio de lesdo de 4 mm de comprimento cada — modificado de
TRUDRUNG; WIRTH; MENSE (2000). Em cada segmento foram analisadas duas secc¢des.
A densidade de células em cada regido analisada foi definida como o niumero de células
coradas em uma area padronizada de 100000 um? (0,1mm?). Os resultados foram
expressos como média da densidade celular (nimero de células marcadas/0,1mmz2 de
estrutura) + erro padrdo da média (EPM), em cada segmento para o lado direito (VIOTTI e

colaboradores, 1995).

3.8. ANALISE ESTATISTICA

A andlise utilizou o programa GraphPad Prim 6.01. O teste de Kolmogorov-Smirnov
foi utilizado para analisar a normalidade dos dados das variaveis estudadas, na analise das
médias de mais de duas amostras ndo relacionadas entre grupos foi utilizado o teste
Kruskal-Wallis e o pos teste Dunn’s. E para comparar o grupo controle dos demais grupos
tratados, o pos teste Dunnett ou ANOVA TWO_WAY quando se comparou duas
variaveis entre 0s grupos. Em todas as andlises foi utilizado o nivel de significancia de
5%.
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4. RESULTADOS

Os animais submetidos as les6es medulares foram tratados em tempos iguais
e apresentaram resultados do comportamento motor diferenciados em relagdo ao grupo
controle conforme o tratamento submetido a cada grupo. Neste estudo em decorréncia de
complicacdes atipicas, da totalidade dos animais da presente pesquisa, apenas 4 (quatro)
animais vieram a o6bito. Infec¢do, autofagia ou Ulceras de pressao em funcao do uso de
técnica anestésica com a xilanizina e a ketamina, técnica cirargica asséptica, manutencao
dos ratos em ambiente com temperatura controlada e gaiolas forradas. Tais complicacdes
provavelmente ocorreriam se os ratos fossem mantidos por periodos maiores.

Foi observado nos gréaficos Al, A3, A5 e A7 (abaixo) referente aos grupos controle
de Laminectomia, que houve apenas uma pequena variacdo no teste de 24 horas, de forma
nao significativa, isso se deve a relacdo do pos operatério e do comportamento relativo de
cada animal nas cirurgias, ja nas colunas de 7, 14 e 21 dias foi observado um padrao de
estabilidade, isso porque ndo houve comprometimento da medula, resultando em uma
rapida recuperacdo de forma significativa (p<0,01), pois a cirurgia de laminectomia gera
lesdo na pele, no tecido muscular e tecido ésseo pois € retirada a lamina que protege a
medula gerando desconforto ao animal.

Quando comparados nos graficos A2, A4, A6 e A8 (abaixo) que sdo referente ao
grupo da lesdo medular e seus tratamentos, foi observado que o teste de BBB na coluna de
24 horas apresentam uma pequena diferenca, mas sem importancia realmente significativa,
visto que o pds-cirdrgico 0s animais apresentam uma pequena relatividade em relacdo a
recuperacao, mas sem interferéncia nos tratamentos. Ja no teste de BBB em 7, 14 e 21 dias
como observado nas figuras apresentam diferencas significativas em relacdo em seus
tratamentos, sendo que a gréafico A6 que é o grupo com tratamento com a dose 50mg/kg do
extrato de Pluchea sagittalis, apresentou um melhor resultado em comparagéo aos outros
grupos de lesdo com melhora significativa em 14 e 21 dias (p<0,01 e p<0,001,
respectivamente) e os tratados com dose de 10 e 100mg/Kg (Graficos A4 e A8)

apresentaram resultado semelhante com melhora significativa em 21 dias.
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Figura 7: Média +/- desvios ou erro padrdo dos desempenhos de recuperacdo funcional da pata inferior direita,
avaliacdo através do teste Basson Beattie Bresnahan (BBB) ap6s a cirurgia de Laminectomia e Cirurgia de lesdo medular
tratados com DMSO e extrato a 10, 50 e 100mg/kg em 0 e 24 horas e 7, 14 e 21 dias (Graficos do Al a A8). Na andlise do
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teste Kruskal-Wallis com pos teste Dunn’s foi considerado com diferenga significativa quando apresentou *p<0,05, **p<0,01 ou
*kk
p<0,001.

No grafico abaixo (figura 2), observa-se um padrdo nos grupos de
laminectomia com uma pequena variacdo no teste BBB de 24 horas o que €
esperado, por motivos comportamentais relacionado com o pos-operatorio e por ndo
sofrer lesdo direta na medula. Ja nos grupos de lesédo foi observado que a dose com
10 e 50mg/kg apresentaram um melhor resultado linear nos testes comportamentais
de 7, 14 e 21 dias em relagédo as outras doses, enquanto o grupo 100mg/Kg, em 7
dias se apresentava com escores baixo de forma significativa em relacéo a 0 horas e
resultado pior que o grupo veiculo.

257
o 207 ¥+ Lam+Veic
m A ScCl+Veic
n: 154 '@ Ouro
h -©- SCI+Ext10
5 107 ' Lam+Ext50
W g - SCI+EXxt50
. ‘8- Lam+Ext100
0 . . T . B SCI+Ext100
0 horas 24horas 7dias l4dias 21dias

Tempos de tratamento dos grupos com Pluchea sargittalis

Figura 8: Comportamento das doses de tratamento nos grupos com extrato etanélico da Pluchea sagittalis e seus controles
durante os tempos de tratamento (24 horas e 7, 14 e 21 dias). Foi considerado com diferenca estatistica os grupos Les&o (SCI)
+ Veiculo, CSI+Ext10, CSI+Ext50 e CSI+Ext100 em 24 horas (*p<0,01) e CSI+Ext100 em 7 dias (*p<0,05).

Na Figura 3 (abaixo) foi observado que houve uma diferenca significativa na
densidade dos astrocitos entre a LAM+DMSO e a LES+DMSO, isso se deve porque
0 grupo LES+DMSO é um grupo lesionado e sem tratamento, ja a LAM+DMSO e o
grupo LES+EXT100mg/kg teve diferencas significativas devido ao fato que o
aumento da dose atua como antagonista, ja em relacdo a LES+DMSO e a
LES+EXT50mg/Kg essa diferenca significativa esta relacionada com a eficiéncia da
dose de 50mg/kg do extrato da Pluchea sagittalis, isso se deve pela acdo de
protecdo ou ha formacao de novos astrocitos.
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Figura 9: Média e desvio-padrdo da Densidade astrocitaria em area de 0,5um? nos grupos com extrato etanélico da Pluchea
sagittalis e seus controles durante 21 dias de tratamento. Na analise no teste Kruskal-Wallis e o pos teste Dunn’s foi
considerado com diferenca estatistica os grupos: Laminectomia (Lam) e Lesdo (Les) tratados com Dimetilsulféxido (DMSO);
Lam+DMSO e Les+ Extrato (Ext) 100%; e Lam+DMSO e Les+Ext100%, para * p<0,05, * p<0,01 e * p<0,001.

Na figura 4 (abaixo) observou-se a relagéo da densidade de neurdnios mortos
e vivos (sadios) de acordo com seu tratamento, observou que nos motoneurdnios
sadios houve uma diferenca significativa leve entre o grupo de Lam+DMSO e
Les+Ext1l0mg/kg e entre Lam+DMSO e Les+Ext50mg/kg houve diferenca
significativa forte, mostrando acdo de neuroprotecdo na dose do extrato 50mg/kg. Ja
na densidade de motoneurdnios mortos o0s grupos Les+ExtlOmg/kg e
Les+Ext100mg/kg obtiveram maior quantidade de motoneurénios mortos, nos
grupos Lam+DMSO e Les+Ext50mg/kg apresentam uma relacdo em seus resultados

mostrando mais uma vez que a dose do extrato 50mg/kg mostrou-se melhor
resultado nas analises.
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Figura 10: Média e desvio-padrao da Densidade de neurdnios sadios e mortos em area de 0,5um? nos grupos com extrato
etandlico da Pluchea sagittalis e seus controles durante 21 dias de tratamento. Na analise no teste Kruskal-Wallis e o pés teste
Dunn’s foi considerado com diferenca estatistica os grupos: Laminectomia (Lam) e Les&o (Les) tratados com Extrato (Ext) 10%
e Ext 50% para os neurdnios sadios; e nos neurénios mortos Lam+DMSO e Les Ext 10%; e Les Ext 10% em relag&o os grupos
Les+Ext 50% e 100%, para * p<0,05, * p<0,01 e * p<0,001.
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Figura 11 — Area de Leséo.

Figura 12 — Visao geral do corte histolégico direito da Medula.

Figura 13 — Contagem diferenciada das células do tecido medular. 1-Neurdnio vivo, 2-Neurdnio morto, 3-Astrécito, 4- Micréglia
e 5-oligodendrécito.
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5. DISCUSSAO

Para Andrade e Machado (2013), a LM e suas sequelas vém se tornando mais
incidentes e prevalentes, principalmente as lesdes traumaticas causadas pela violéncia
urbana. A chance de sobrevida do individuo, ap6s a LM, aumentou com 0s avangos na area

médica.

Entretanto, ndo existindo uma terapéutica eficaz, a fim de prevenir possiveis
complicacdes, essa pessoa podera conviver com alteracbes fisicas, sensoriais e
autonbmicas e além de alteragBes psicossociais que diminuem sua qualidade de vida.
Portanto, a sua reabilitacdo deve comecar tdo logo seja feito o diagnéstico da LM
(ANDRADE; MACHADO, 2013).

Segundo Sousa e colaboradores (2008), a procura por outras alternativas terapéutica
no tratamento da lesdo medular para impedir a lesdo secundaria a fim de resultar em uma
maior eficacia com menos efeitos colaterais, demostra um aumento de numeros de

pesquisas utilizando plantas medicinais com essa finalidade nas Ultimas décadas.

Sdo amplamente estudadas a familia Asteracea por possuir acdes farmacolégicas
em decorréncia de seus componentes quimicos ao ponto de vista de interesse
farmacoldgico a exemplo de poliacetilenos, lactonas, 6leos essenciais e terpenos, do tipo
sesquiterpenos (STEFANELLO, 1993). JA4 com relacdo ao género Pluchea, é descrita a
presenca de flavanoides e terpenos como compostos caracteristicos do grupo (REYES-
TREJO, JOSEPH-NATHAN, 1999), como arguticinina e pluchecinina (AHMAD et al., 1989).

O presente estudo empregou 0 método de laminectomia e lesdo de hemimedula
direita para adaptar-se aos objetivos deste primeiro trabalho da linha de pesquisa que
consiste em analisar a acdo da neuroprotecdo do extrato etandlico da P. sagitallis em

modelos experimentais.

Optou-se pelo uso de ratos da raca Wistar em fungdo de sua disponibilidade em
nosso meio e das menores dificuldades técnicas no manuseio desses animais. A espécie
preferencial para experimentos com lesdo medular deveria ser a dos primatas, mas sua
utilizacdo € limitada em fungédo do custo elevado, pouca disponibilidade, dificuldades de
manuseio e consideragdes éticas (CRISTANTE, 2010). O rato € uma boa alternativa nestes
experimentos posto que sua medula possui organizagéo citoarquitetdnica e vascularizagédo
similar ao humano (CRISTANTE, 2010).
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O presente trabalho objetivou realizar as cirurgias em duas diferentes etapas:
laminectmia grupo controle sem lesdo medular e laminectomia com lesdao medular por
hemisseccdo direita que € o grupo tratado. A avaliagdo da escala locomotora BBB foi
realizada 24 horas, bem como aos 07, 14 e 21 dias ap6s o procedimento cirlrgico. A analise
de variancia com medidas repetitivas mostrou interacédo entre tratamento e tempo (p=0,04) e
diferencas significantes para o fator tratamento (p=0,001). Em todos os tempos analisados,
todos os grupos submetidos & Laminectomia mostraram valores significativamente iguais
entre si (p>0,05).

Vinte e quatro horas apés o procedimento cirlirgico os grupos submetidos a LM por
hemisseccdo mostraram valores médios significativamente menores em relacdo aos grupos
laminectomia, independente do tratamento associado. Resultados deste tipo séo
observados devido a limitacdo na capacidade de regeneracdo do SNC apés uma leséo (YU
et al., 2012). Lesdes severas geralmente levam a incapacidades permanentes, e as lesdes
moderadas sédo seguidas por certo grau de recuperacao funcional espontanea (MAYER et
al., 2008). Koppula et al. (2012) e Johnson et al. (2012) encontraram resultados
semelhantes para os escores locomotores da escala BBB em ratos lesionados do primeiro

ao 21° dia.

Foi verificado uma melhora significativa nos ratos lesionados que estava em
tratamento especialmente na dose 50mg/kg, 0o que demonstra ndo s6 a acdo de
neuroprotecdo, mas como também acdo antinflamatoria e antioxidante. A acdo do extrato

etandlico no SNC é confirmado por Rodrigues (2011).

Os requisitos para reparacdo anatbmica e funcional apos lesdo medular sdo mais
complexos que 0s requisitos para recuperacdo de outros danos neuroldgicos que
geralmente requerem apenas restauracdo dos niveis de neurotransmissores para que haja
importante recuperacao funcional (BENEDETTI, 2013). Em comparacdo com o grupo leséo,
0 grupo controle (laminectomia) ndo apresentou lesdo, onde resulta de uma maior

pontuagdo no score BBB em todas as fases de analise.

Os astricitos sdo responsaveis pela reparacéo, ativacdo das células de defesa e
homeostase do tecido medular. Segundo Dong e Benveniste (2001) os astrocitos séo
células que respondem prontamente as les@o provocadas no tecido nervoso. Na densimetria
astrocitaria observou-se que dos grupos tratados o grupo Lesdo com a dose de 50mg/kg
obteve um melhor resultado em relacdo aos demais grupos. Os astricitos desempenham
um papel importante no aspecto mecanico dos oligodendrdcitos na mielinizagédo, e também

guando relacionados aos fatores do neutrofilos, pois sdo importantes para o
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desenvolvimento e manutencdo da vida dos neurdnios. Para Montgomery (1994) os
astrocitos servem ainda como a maior fonte de producao de proteinas da matriz extracelular

e de moléculas de adesé&o para o desenvolvimento e manutengao do SNC.

Na Densimetria dos motoneurdnios observamos que o grupo Lesdo com a dose de
50mg/kg obteve um melhor resultado com maior quantidade de neurénios sadias e menor
guantidade de neurbnios mortos, o que confirma a acdo de neuroprotecdo do extrato na
dose 50mg/kg. J& a neuroprotecdo tem objetivo de anular a cascata de eventos que conduz
a morte celular, facilitando o resgate e protecdo da zona de penumbra isquémica. Por sua
vez, ao limitar a extensdo da necrose pela melhoria da perfusdo sanguinea cerebral ira
evitar lesbes secundarias e complicagtes futuras (FERREIRA; MARQUES, 2011).

6. CONCLUSAO

Conclui-se que o0 extrato etandlico da Pluchea sagittalis (Lam.) CABRERA,
ASTERACEA, apresenta atividade na neuroprotecao, tendo em vista que, apresentou dados
significativos nos testes comportamentais (BBB) e na Densidade diferencial de
motoneurénios e Astrécitos, principalmente na dose de 50mg, sem causar qualquer outra
alteracdo notéria de comportamento no modelo experimental. Ndo descartando que a acao
antinflamatoria e antioxidante do extrato da P. sagittalis possa ajudar de forma
pontecializadora a acdo da neuroprotecdo, como também, evitando a progressado da leséo
induzida pela inflamacéo.

Os resultados sugerem, portanto, uma acao neuroprotetora na dose de 50mg/kg do
EEPS sobre a LM. Contudo, maiores estudos serdo necessarios para esclarecer os

mecanismos pelos quais o EEPS exerce tais efeitos no sistema.
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Anexo 1 — Registro da P. sagittalis no herbario da Universidade Federal de Sergipe em
1982.
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Anexo 2 — Registro da P. sagittalis no herbério da Universidade Federal de Sergipe em
1988.
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Anexo 3 - Cronograma de Atividades.

CRONOGRAMA DE EXECUCAO (Atividades que serdo executadas a partir da

aprovacéao pelo CEP
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bibliografico

X

X
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X
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X

X
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Submisséo do projeto
ao Comité de Etica

Apresentacgéo do
primeiro seminario

sobre o projeto

Aquisicdo de materiais

Testes da preparacao
final dos extratos
selecionados em ratos
submetidos a leséo (in

Vivo)

Realizacao da
eutanasia dos animais

Processamento
histolégico

Tabulacdo dos dados

Submissao do Artigo a
Qualificacéo

Defesa da Dissertagdo
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Anexo 4 — Escala de pontuagdo do BBB.

Pontuacéo Descricao

0 N&o se observam movimentos de membro posterior (MP)

1 Movimentos suaves de 1 ou 2 articulacdes de membro posterior

2 Movimento extenso de 1 articulacdo e possivel movimento suave de outra
articulagéo no
membro posterior

3 Movimento Extenso de 2 articulagbes do MP

4 Movimentos suaves de todas as 3 articulacdes

5 Movimentos suaves de 2 articulacdes, extenso da 32 articulacdo do MP

6 Movimentos extensos de 2 articulacbes e movimento delicado da 32
articulacdo do MP

7 Movimentos extensos das 3 articulacbes

8 Movimentos suaves, sem suportar o peso do corpo ou a pata apoiada sem
suportar o peso
do corpo

9 Apoio plantar com suporte do peso do corpo imoével ou ocasional, frequente
ou consistente
suporte do peso do corpo com apoio dorsal

10 Passo sustentando o peso do corpo ocasionalmente, sem haver
coordenacéo entre 0s
membros anterior e posterior

11 De freqlente a consistentes passadas com suporte do peso sem
coordenacéo entre 0s
membros posteriores e anteriores

12 De freqlientes a consistentes passadas com suporte do peso do corpo e
coordenacgéo
ocasional entre 0 0s membros anteriores e membros posteriores

13 De freqliente a consistentes passadas com suporte do peso e freqlente
coordenacéo entre
0 membro posterior e 0 membro anterior

14 Consiste coordenacdo da passada com apoio plantar e posigéo

predominante da pata e

de rotacdo no contato inicial e na elevacao, freqiente passadas plantares,
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consistente

coordenagéo entre o membro anterior e ocasionalmente com apoio dorsal

15 Passos plantares e coordenacdo constantes, sem abertura dos dedos, ou
abertura ocasional dos dedos; posicdo da pata predominantemente
paralela ao corpo no contato inicial

16 Consistente coordenagdo da passada com apoio plantar, predominante
posicdo em paralelo

da pata no contato inicial e na elevagéo

17 Consiste coordenacdo da passada com apoio plantar, predominante
posicdo em paralelo da

pata no contato inicial e na sua elevacao

18 Coordenacdo consistente na passada com apoio plantar e consistente
liberagdo do 1° dedo.

Posicdo em paralelo da pata no contato inicial e na elevacéo

19 Consistente coordenacdo da passada com apoio plantar, consistente
liberagdo do 1° dedo.

Posicéo paralela da pata no contato inicial e na elevagéo e o rabo esta para
baixo na maior

parte do tempo

20 Consistente coordenacdo da passada com apoio plantar, consistente
liberacéo do 1° dedo.

Posicdo em paralelo da pata no contato inicial e na elevacdo, o rabo
consistentemente para

cima e instabilidade de tronco.

21 Consistentemente coordenada na caminhada, consistente movimento do 1°
dedo. Posicéo

da pata paralelo no apoio e na elevagéo. O rabo para cima

Estabilidade consistente do tronco
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Anexo 5 — Parecer Consubstanciado do projeto de pesquisa do comité de ética.

Parecer Consubstanciado de Projéto de Pesquisa

Titulo do Projeto: Efeito da administragdo do extrato etanélico de Pluchea sagittalis (Lam.)
Cabrera, Asteraceae, na lesdao medular em modelos murinos

I Pesquisador Responsavel Margarete Zanardo Gomes |

| Data da Vers@o 06/09/2012 | [Cadastro 010912 | [Data do Parecer 25/09/2013 |
[ Grupo e Area Tematica Il - Projeto fora das areas tematicas especiais |
Objetivos do Projeto

Testar os efeitos do tratamento com extratos de Pluchea sagittalis sobre a degeneragéo da
morte celular decorrente da lesao espinal

Sumdrio do Projeto

A les&o da medula espinal € um.problema clinico sério que impde responsabilidades e custos 2
sociedade, pois atinge principalmente a populagso jovem, no auge de sua produtividade. Para o
individuo com les&o medular, o trauma inicial & caracterizado por rompimento dos tratos axonais,
desconectando o sistema nervoso central (SNC) com as estruturas alvo, os quais n&o regeneram no
adulto. No entanto, os chamados eventos secundarios (a les&o progressiva da microvasculatura e a
cascata de eventos bioquimicos como inflamag&o e oxidacéo que levam & morte celular) séo
especialmente importantes, pois contribuem para instalag8o de deficiéncias permanentes. O estudo
da les&o medular se focaliza, portanto, (i) na elucidag&o dos processos fisiopatolégicos, (i) no
desenvolvimento de terapéutica para interrupg&o do processo secundério de leséo e (jii) reverso
dos fatores que impedem o crescimento axonal no SNC adulto. O extrato da planta Pluchea sagittalis
apresenta propriedades antinflamatéria e antioxidante com agéo no sistema nervoso central. Assim,
a administragéo de extratos da Pluchea sagittalis pode representar uma nova estratégia para
tratamento de doencas neurodegenerativas, que pode retardar a progresséo da Les&o espinal. Neste
trabalho nos propomos a testar os efeitos do tratamento com extratos da Pluchea sagittalis, produto
com potencial biotecnolégico, sobre a degeneragéo da morte celular decorrente da Les&o espinal.
Neste trabalho nos propomos a testar os efeitos do tratamento com o extrato etanélico da Pluchea
sagittalis, sobre a les&o medular em ratos. Os efeitos serfo caracterizados ap6s les&o medular por
hemissecgéo em nivel toracico, seguida da avaliaggo comportamental (recuperagéo funcional
motora) e da analise histolégica do tecido (modificagdes no SNC). O trabalho sera desenvolvido no
Instituto de Tecnologia e Pesquisa na Universidade Tiradentes, junto ao laboratério de Morfologia e
Biologia Estrutural e Laboratério de Biomateriais.
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Comentarios sobre os itens de Pacientes e Métodos

A quantidade de animais utilizados no experimento justifica-se devido ao
desenho elaborado. Serdo 10 grupos de 6 animais dividos em dois gupos
(controle e lesionados) e cada subgrupo com tratamento oral diferenciado.
As lesdes serdo realizadas por hemissecciio da medula em nivel torécico,
apés anestesia por ketamina e xilazina A recuperagdo pés cirlrgica sera
realizada em local adequado. Os animais apés o periodo de recuperagdo e
tratamento serdo eutanasiados por deslocamento cervical para a realizagdo
das ises icas.

PR

Comentarios sobre as Referéncias Bibliog
Referéncias atualizadas e pertinentes com o tema proposto

= Recomendacdo

.~ Comentérios Gerais sobre o Projeto t
O projeto visa testar o extrato de Pluchea sagittalis sobre a degeneragdo da morte
celular decorrentes deleses medulares em modelos murinos. Projeto bem
fundamentado e dimensionado adequadamente para o tempo proposto no
cronograma.
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Anexo 6 — Confirmacao de submisséao do artigo.

O artigo foi submetido a Revista Brasileira de Medicina do Esporte (Brazilian Journal of
Sports Medicine) com fator de impacto 0,445 e Qualis B1 na area interdisciplinar e com
ISSN 1517-8692 e a confirmacdo de envio segue abaixo.
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Assunto: [RBME] Agradecimento pela Submisséo
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Agradecemos a submissdo do seu manuscrito "AVALIACAO DA ATIVIDADE
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CABRERA,ASTERACEAE, NA LESAO MEDULAR EM MODELO EXPERIMENTAL" para
Revista Brasileira de Medicina do Esporte. Através da interface de administracdo do
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dentro do processo editorial, bastando logar no
sistema localizado em:

URL do Manuscrito:
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