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EPIGRAFE

Tudo tem o seu tempo determinado, e ha
tempo para todo o propdsito debaixo do céu.

(Eclesiastes 3:1)
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RESUMO

A lesdo medular (LM) decorrente da interrupcdo parcial ou total dos sinais
neuroldgicos através da medula resulta em alteracdes locomotoras e/ou sensitivas.
Danos a medula espinhal podem ocasionar comprometimento motor e déficits
cognitivos e distirbios emocionais, fruto de modificacbes fisiopatologicas
consequentes do processo neuroinflamatério e destruicdo neuronal, repercutindo
significativamente sobre a qualidade de vida dos pacientes afetados. Dentro desse
contexto, a Punica granatum tem se destacado por apresentar uma série de atividades
biolégicas, como acdo antinflamatéria, antioxidante e neuroprotetora. Diante do
exposto, 0 objetivo desta pesquisa foi avaliar o possivel efeito neuroprotetor da
administracéo oral do extrato aquoso da casca do fruto de Punica granatum (EACPG)
sobre a progressdo da LM em roedores. Para tanto os acidos fendlicos foram
quantificados no EACPG através do método de padronizacdo externa, utilizando-se as
curvas analiticas construidas para os padrdes. Foi avaliada a atividade motora em
teste de campo aberto e desempenho cognitivo em teste de labirinto em Y (memdria
de trabalho). Para tanto os animais foram divididos em 5 grupos: falso-operado (LAM),
hemisseccdo tratados com agua destilada (LESAO), e os lesionados tratados com
EACPG nas doses de 100 e 300 mg/kg e com Metilpredinisolona (METIL) 30 mg/kg.
Os tratamentos foram realizados através de gavagem (via oral) diariamente durante 28
dias. Ao término do tratamento os testes comportamentais foram realizados e, em
seguida, os animais foram eutanasiados em camara de gas carbdnico e os cérebros
removidos para andlise p6s-mortem. Os espécimes foram devidamente processados e
submetidos a analise histologica para avaliacdo das alteracdes morfologicas e
densidade média de neurbnios do hipocampo. Os dados foram avaliados por meio de
analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida do pés-teste de Tukey, dados ndo
paramétricos por meio de teste Kruskal-Wallis e poés-teste de Dunn. Na andlise
quimica do EACPG foi possivel quantificar e identificar a presenca do acido gélico e do
acido elagico. No teste de labirinto em Y, o grupo lesionado tratado com EACPG 300
mg/kg mostrou aumento significativo da porcentagem média de alternacbes corretas
em relac&o aos grupos LAM (p < 0,0001), LESAO (p < 0,05) e EACPG100 (p < 0,001)
ao final de 28 dias. Com relacéo a avaliagdo motora, observou-se que todos 0s grupos
lesionados mostraram valores significativamente menores que o grupo LAM (p <
0,0001). A andlise histopatologica dos animais evidenciou um ndamero médio de
neurdnios/campo histolégico no hipocampo significativamente menor no grupo LESAO
(2,93 + 0,23) do que no grupo LAM (4,13 £ 0,27) (p<0,01) no lado homolateral a lesao.
O tratamento com o EACPG com a dose de 300 mg/kg levou as contagens médias de
neurbnios a valores estatisticamente semelhantes ao grupo LAM (p>0,05), o que
também foi visto no grupo tratado com metilprednisolona (METIL) (p>0,05). Concluiu-
se que a lesdo medular promoveu diminuicdo da atividade motora e a administracéo
do extrato aquoso da casca da P. granatum foi capaz de melhorar a desempenho no
teste de memodria (labirinto em Y), além de promover a¢do neuroprotetora sobre a
neurodegeneracao de neurbnios hipocampais apés lesdo medular espinhal.

Palavras-Chave: Lesao medular; Hipocampo; Cromatografia Liquida; Punica
granatum; cognigdo: neuroinflamacgéo.



ABSTRACT

The spinal cord Injury (SCI) caused partial or total interruption of the neurological
connections through the spinal cord results in locomotor and/or sensory alterations.
Damage to the spinal cord can lead to motor impairment and cognitive deficits and also
to emotional disturbances, resulting from the pathophysiological changes
(neuroinflammatory process and neuronal destruction), with a significant repercussion
on the quality of life of the affected patients. Within this context, Punica granatum has
been outstanding for presenting a series of biological activities, such as anti-
inflammatory, antioxidant and neuroprotective actions. Thus, the objective of this work
was to evaluate the possible neuroprotective effects orally administrated aqueous
extract of the bark of the fruit of Punica granatum (AEBPG) on the progression of SCI
in rodents. The phenolic acids were quantified in the EACPG through the external
standardization method, using the analytical curves constructed from the standards.
Motor activity in open field test and cognitive performance in Y maze test (working
memory) were evaluated. The animals were divided into 5 groups: sham (LAM),
lesioned (hemisection) and treated with distilled water (LESION), and lesioned treated
with AEBPG at doses of 100 and 300 mg/kg and with Methylpredinisolone (METIL) 30
mg/kg. The treatments were performed through gavage (orally) daily for 28 days. At the
end of the treatment, the behavioral tests were performed and then the animals were
euthanized and the brains were removed for postmortem analysis. The specimens
were routined processed and submitted to histological analysis to evaluate the
morphological alterations of the hippocampus and the mean number of neurons. Data
were analyzed using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey post-
test, while non-parametric data using Kruskal-Wallis test and Dunn post-test. The
substances identified in the aqueous extract of P. granatum were gallic acid, ellagic
acid and punicalagin a and B. Gallic acid (3.83 + 0.00 mg/g) and ellagic acid (11.80 *
0.08 mg/g) were quantified. In the Y maze test, the injured group treated with AEBPG
300 mg/kg showed a significant increase in mean of correct alternations, in relation to
LAM (p <0.0001), LESION (p <0.05) and AEBPG100 (p <0.001) at the end of 28 days.
Regarding motor assessment, it was observed that all injured groups showed
significantly lower values than the LAM group (p <0.0001). Histopathological analysis
showed a significant reduction in the mean number of neurons/histological field in the
hippocampus significantly in the LESION group (2.93 + 0.23) compared to the LAM
group (4.13 + 0.27) (p <0.01) homolateral to the lesion. Treatment with AEBPG at 300
mg/kg increased the mean neuron counts at values statistically similar to the LAM
group (p> 0.05), which was also seen for the methylprednisolone (METIL) group (p>
0.05). It was concluded that the SCI promoted a decrease in the motor activity and that
the administration of the aqueous extract of the P. granatum bark improved the
performance in the memory test (Y maze test), besides promoting neuroprotective
action on neurodegeneration of hippocampal neurons after spinal cord injury.

Keywords: Spinal cord injury; Hippocampus; Liquid Chromatography; Punica
granatum; cognition: neuroinflammation.



1. INTRODUGAO

A lesdo medular (LM) € um quadro que acomete o individuo por meio de
alteracdes na medula espinal (BRASIL, 2013), classificada em traumatica, ocasionada
por fatores externos, e ndo traumatica quando as altera¢des se desenvolvem por meio
de doencgas (NSCISC, 2016).

As sequelas relacionadas a LM sao tema de estudo, com énfase em déficits
motores e sintomas como disfuncdo sexual, comprometimento da bexiga e do intestino
(LAZARIDIS; ANDREWS, 2014), dor neuropatica (FINNERUP et al., 2014) e sintomas
de ordem emocional (KHAZAEIPOUR et al., 2015). Estudos recentes mostram que as
modificagfes fisiopatoldgicas causadas pela LM provocam alteragcdes na cognicao,
consequéncia do processo neuroinflamatério na regido cerebral, que ocorre ao longo
de semanas, com importante perda neuronal e aumento nos niveis de mediadores
inflamatérios como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (WU et al., 2014b;
PHILLIPS et al., 2016).

Estudos clinicos mostraram, por meio de avaliacdes psicolégicas, que ha
comprometimento cognitivo relacionado ao déficit de atengdo, concentracdo e
memdaria associados a fatores sociais (DAVIDOFF et al., 1992, STRUBREITHER et al.,
1997, MURRAY et al., 2007, MAXON et al., 2014, LIM et al., 2017). Em estudos pré-
clinicos foi observado que, apos a LM, as vias aferentes e eferentes sao alteradas e
ocorre o surgimento de rea¢c6es neuroinflamatérias tanto no local lesionado como em
regibes do cérebro em decorréncia da neurodegeneracdo e do processo inflamatdrio
com perda neuronal no cértex, talamo e hipocampo que promovem alteracdes
cognitivas e emocionais observadas por meio de testes comportamentais como o
labi.rinto em Y e campo aberto (ZHAO et al., 2012, Wu et al., 2014 a,b).

O tratamento da LM requer desenvolvimento de estratégias com o intuito de
impedir o avanco dos danos secundarios que se seguem ao trauma inicial (JIA et al.,
2012), como a resposta inflamatéria e formagéo de espécies reativas de oxigénio que
levam a neurodegeneracdo e posterior acometimento/neuroinflamacédo de areas
encefélicas e progressdo do quadro neurolégico (MCDONOUGH et al., 2015). A
metilprednisolona é um dos farmacos mais citados para o tratamento da fase aguda da
LM (SANTOS, 2013), porém, por ndo possuir uma relevante eficacia mediante a
complexidade do trauma e apresentar efeitos colaterais como a embolia pulmonar, que
se sobrepBem aos beneficios clinicos, seu uso € questionado (VIALLE et al., 2007;
RASLAN; NEMECEK, 2012; ARDESTANI et al., 2017). Dessa forma, faz-se

necessaria a busca por novas alternativas terapéuticas para o tratamento da LM.
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Os medicamentos fitoterapicos sé@o preparagbes farmacéuticas (extratos,
pomadas, tinturas e cépsulas) desenvolvidas a partir de produtos naturais,
considerados uma opgdo para tratamento de diversas doencas por apresentarem
compostos com diferentes atividades biol6égicas (HENDRICH, 2006).

A Punica granatum L. (P. granatum) da Familia Lythraceae, popularmente
conhecida como roméa, e seus componentes bioativos possuem importantes efeitos
biolégicos descritos como a atividade anti-inflamatéria (LEE et al., 2010; BENSAAD et
al., 2017), antioxidante (CELIK et al., 2013, PRAKASH; PRAKASH, 2011; ZHUANG;
DU; WANG, 2011; WANG et al, 2013, FAWOLE; OPARA; THERON, 2011),
bactericida (GULLON et al., 2016) e neuroprotetora em modelos experimentais para
estudo da doenca de Alzheimer (HARTMAN et al., 2006, AHMED et al., 2014 a),
acidente vascular encefalico (AHMED et al., 2014 b) e frente ao estresse oxidativo
neuronal induzido in vitro e in vivo (FOROUZANFAR et al., 2013).

As aglOes terapéuticas da P. granatum tem sido atribuidas aos compostos
fendlicos como as antocianinas, quercetina, acidos fendlicos (elagico, galico) e taninos
(punicalagina), presentes no fruto (LI et al., 2006), consideradas substancias com acao
neuroprotetora (LIU et al.,, 2017) e que retardam a progressdo das deficiéncias
cognitivas e comportamentais (SUBASH et al.,, 2015) por meio da atividade
antioxidante, anti-inflamatéria (HOUSTON et al., 2017) e aumento da expressao de
neurotrofinas (OLAJIDE et al.,, 2014), em especial o fator neurotréfico derivado do
cérebro (BDNF) que atua na manutencéo, sobrevivéncia, crescimento e diferenciacdo
de neurbnios, promovendo protecdo frente a atrofia neuronal e, consequentemente,
reduzindo déficits comportamentais (GOMEZ-PINILLA; NGUYEN, 2012).

Farbood et al., (2015), estudaram os possiveis efeitos do acido elagico sobre
distirbios motores e biomarcadores neuroinflamatérios induzido por 6-
hidroxidopamina em modelo animal de doenca de Parkinson e constataram que o
acido elagico pode restaurar as deficiéncias e diminuir os biomarcadores inflamatorios,
TNF-a e interleucina (IL)-1B, no tratamento e na prevencgdo de radicais livres.

Desta forma, dada a importancia da neuroinflamacg&o na progresséo dos efeitos
secundarios & LM em especial a neurodegeneracdo e comprometimento de areas
encefélicas, e considerando que o0 extrato aquoso da casca do fruto de Punica
granatum (EACPG) apresenta acbes que podem contribuir para a diminuicdo dos
efeitos secundarios, este estudo se propde a avaliar o potencial terapéutico do EACPG
para melhora no desempenho cognitivo e reducdo da neuroinflamacdo e

neurodegeneracao encefélica apds hemisseccdo medular em ratos.
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3. OBJETIVOS
3.1 Geral:

Avaliar os efeitos neuroprotetores do tratamento com extrato aquoso da
Casca do fruto de Punica granatum (EACPG) sobre a progressao da lesédo
medular para areas encefalicas, em roedores.

3.2 Objetivos Especificos:
e Desenvolver e validar um método por CLAE para identificacdo e

guantificacdo de marcadores quimicos no EACPG,;

e Avaliar os efeitos dos tratamentos sobre:

v" Avaliacao motora em teste de campo aberto;

v' O desempenho cognitivo em testes de memodria;

v" A neurodegeneracao cerebral.

13



4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 Les&o medular (LM)

A coluna vertebral é constituida por 24 vértebras além do sacro e do cOccix e
protege a medula espinal. Impulsos nervosos sensitivos e motores entre o cérebro e
as demais regides do corpo, sdo conduzidos através da medula espinhal contida no
canal vertebral (DEFINO, 1999).

Segundo os dados apresentados pelo National Spinal Cord Injury Statistical
Center (NSCISC, 2016) a incidéncia anual de LM, nos Estados Unidos da America
(EUA) é de aproximadamente 17.000 novos casos por milhdo de habitantes a cada
ano, e estima-se que a prevaléncia é de 243.000 a 347.000 pessoas com idade média
de 42 anos, sendo 80% dos casos de LM do sexo masculino. Acidentes
automobilisticos séo as principais causas, seguido de queda, violéncia (ferimento com
arma de fogo) e atividades esportivas.

No Brasil, a rede Sarah de Hospitais de Reabilitagdo realizou uma pesquisa no
primeiro semestre de 2015 e constataram que 0s acidentes de transito se destacam
como causa primaria, externa, totalizando 48% dos casos, as agressbes (arma de
fogo, arma branca e agressao fisica) aparecem como segunda causa, com 24,8%,
seguido de quedas (15,2%), acidentes em mergulhos, (4,7%) impactos por objetos
pesado (1,7%) e outras causas 4,8% (SARAH, 2016).

Devido aos indices de ocorréncia da LM, estudos buscam entender a
fisiopatologia desta moléstia e salientam a relevancia das pesquisas experimentais em
animais por conta da necessidade de compreender o processo da LM para propor um
tratamento efetivo (HULSEBOSH, 2002, YILMAZ; TURAN; KELES, 2014). A
caracterizacao da fisiopatologia da LM é determinada por uma sequéncia de fatores
que ocorrem ao redor da lesdo como a destruicédo tecidual, reparacdo e cicatrizacdo
(POPA et al., 2010).

Os processos decorrentes do trauma raquimedular sdo estudados em duas
etapas (quadro 1). A primeira etapa é denominada lesdo primaria, que ocorre no ato
da injaria medular, em que h& o rompimento dos axdnios, danificacdo das células
nervosas e 0 extravasamento sanguineo, provocando necrose, edema, hemorragia e
vaso espasmo, ocasionando em poucas horas efeitos irreversiveis na substancia
cinzenta (SC) e na substancia branca. (DEL BEL, 2009, MARQUES et al., 2010).

No local da lesdo, surgem células inflamatérias acompanhadas de células da
glia como os astrocitos, oligodendrdcitos e células ependimarias, bem como células
microgliais. Os macréfagos residentes do sistema nervoso central (SNC) estéo

relacionados com a resposta priméria diante de quadros infecciosos e sao
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responsaveis por iniciar o processo inflamatorio, auxiliando na defesa e promovendo a
formacéao de tecido cicatricial dentro da medula espinhal (COSTA et al., 2013).

A lesdo secundéria é caracterizada por uma série de alteracdes celulares que
provocam dano no tecido neuronal e culminam em déficit funcional afetando a
estrutura da medula espinhal (IMPELLIZZERI et al., 2012). Desta forma, 0S processos
degenerativos e regenerativos axonais sao medidos por meio da cascata inflamatoria
decorrente da LM (JANG et al., 2014). O trauma provoca 0 aumento da producdo de
citocinas, secretadas pelo sistema imunologico como as IL-1B3, IL-6 e o TNF-qa, as
quais sdo importantes mediadores inflamatérios (BOCHE et al., 2013).

Adicionalmente, o processo inflamatério é caracterizado pelo aumento das
células sanguineas no local da lesao, tais como macrofagos e neutréfilos, que sao
células do sistema imune inato, e os linfdcitos, células do sistema imune especifico,
considerada a primeira linha de defesa do organismo (JULIUS, 2001; OYINBO, 2011).
Elevam-se as quantidades de neurotransmissores excitatorios, principalmente o
glutamato, um aminoacido mediador de sinais excitatérios no SNC dos mamiferos que
participa de fungBes cerebrais normais da cognicdo, como a memdria e aprendizagem,
e também da producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs), podendo ocasionar a
morte de neurdnios e de oligodendrécitos, (BARBOSA; DE MEDEIROS; AUGUSTO,
2006, CHENG et al., 2016). Os oligodendrdcitos participam da producéo da bainha de
mielina para os neurbnios e a perda destas células acarreta na desmielinizacao,
bloqueio axonal e morte celular (MATUTE, 2010; ALMAD, 2011).

A morte neuronal na medula e o rompimento da ligacdo entre os axbnios de
origem cerebral e suas conexBes provocam neurodegeneracdo retrograda do
motoneurénio superior, culminando em alteragbes na conducdo dos impulsos
Nnervosos sensitivos e motores, 0 que ocasiona danos e déficits cognitivos
relacionados a memdria, evidenciados em estudos experimentais em animais, por
meio de testes comportamentais, com o campo aberto que avalia estado emocional e
atividade motora do animal e o labirinto em Y que avalia a memdéria de trabalho ( WU
et al., 2014a, FADEN et al., 2016).
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Quadro 1. Alteracdes, fases da leséo e caracteristicas e consequéncias da LME.

Alteracao Fase dalesao Caracteristicas/Consequéncias
Alteragdes Priméria/Secundaria | Hemorragia, vaso espasmo, trombose,
vasculares rompimento da barreira hematoencefalica,

infiltrado de células inflamatérias, edema,
necrose, isquemia e diminuicdo do fluxo
sanguineo (TATOR; FEHLINGS, 1991, KWON,
2004).

Formagéao de radicais
livres e

Peroxidacéo lipidica

Priméaria

Diminuicdo do fluxo sanguineo para a medula
espinal, isquemia, edema, resposta inflamatoria
e perda de funcdo neuronal (SCHWAB et al.,
1996).

Quebrado
equilibrio iénico
de K*, Na* e Ca*

Priméaria/Secundaria

Morte celular (LI et al., 1996)

Excitotocidade

Priméaria/Secundaria

Morte celular pelo aumento da estimulacdo de
receptores excitatorios (glutamato) (LIU et al.,
1999; MACHADO et al., 2005)

Apoptose

Secundaria

Morte celular programada de neurdnios,
oligodendrécitos, micréglia e, talvez, astrécitos.
Leva a desmielinizacdo e danos aos tratos
medulares (LEE et al., 2004; SILVA, et al.,
2014)

Resposta Inflamatdrig

Priméaria/Secundaria

Aumento de citocinas e espécies reativas de
oxigénio em decorréncia elevado numero de
leucocitos, aumentando a inflamacdo e
lesionando o sistema nervoso (LU et al., 2000)

Fase Cromica

Secundaria

Aumento de gene relacionado ao ciclo celular
(ciclinas Al, A2, D1, D2, E2F1 e PCNA) e
proteinas (ciclina D1, e CDK4) no hipocampo e
no cortex cerebral (WU et al.; 2014a).
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4.2 Aspectos cognitivos relacionados a LM

As sequelas relacionadas a lesdo medular sédo temas de inumeros estudos, com
énfase em déficits motores e sintomas secundarios como disfungdo sexual,
comprometimento na bexiga, intestino, dor neuropética e sintomas de ordem emocional
(BRUNOZI, 2011).

As alteracBes cognitivas decorrentes da LM vem ganhando destagque na Ultima
década. Felix et al. (2012), em estudo experimental, investigaram alteracdes na dinamica
celular em &reas neurogénicas do prosencéfalo de ratos adultos apés LM por meio de
quantificagdo da incorporagdo de bromodesoxiuridina (BrdU) e determinando os fenotipos
das células recém-geradas (neurdnios, astrocitos ou microglia) durante as fases subcrdnicas
e cronicas da lesdo. Os autores constataram que a LM induz a remodelagdo cortical e
subcortical no cérebro, e mostraram que a neurogénese do prosencéfalo é vulneravel a LM
ocasionando impacto negativo distal e sugeriram novos estudos para descoberta de
mecanismos subjacentes com a finalidade de promover estratégias de prote¢do ao cérebro
apos LM.

Em adicdo Craig et al. (2015) realizaram um estudo prospectivo para analisar a
ocorréncia de distirbios e comorbidades apés a lesdo medular, no qual avaliaram 88
pacientes com LM, admitidos em uma unidade de saude, por meio de Mini Entrevista
Neuropsiquiatrica Internacional, entrevista psiquiatrica diagnéstica estruturada, utilizadas
para avaliar presenca de transtornos psicoldgicos, incluindo episédios de ansiedade, humor
depressivo, resiliéncia e capacidade cognitiva. Os autores observaram que 17% a 25%
apresentaram maiores indices quando comparados com dados populacionais sem LM, e
aumento de comorbidades de transtornos psicolégicos incluindo disturbios depressivos, do
uso de substancias psicoativas e ansiedade, e propuzeram que melhorias no processo de
reabilitacdo para pessoas com LM s&o necesséarias, de modo a oferecer melhores
estratégias de enfrentamento dessa condicgéo.

Com a finalidade de identificar o0s mecanismos responsaveis por causar
comprometimento cognitivo e depressdo apos LM, WU et al. (2014 a,b; 2016) realizaram
estudo experimental em camundongos submetidos a LM e avaliaram o desempenho
cognitivo por meio de testes neurocomportamentais como o labirinto em Y, reconhecimento
de novos objetos, para avaliar o comportamento depressivo utilizaram o teste de preferencia
de sacarose, suspenc¢do de cauda e de nado forcado, e observaram que as vias aferentes e
eferentes sdo alteradas devido ao surgimento de rea¢Bes neuroinflamatérias, tanto no local
lesionado, como em outras regides do cérebro apds 12 semanas da LM. Avaliaram por meio

de ensaio imunohistoquimico que a LM provoca uma reducdo a longo prazo do numero de
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neurdnios imaturos recém-gerados no giro dentado do hipocampo e constataram que a LM
moderada/grave reduziu a sobrevivéncia neuronal e aumentou o numero de células
microgliais ativadas cronicamente no cortex cerebral e no hipocampo com elevacdo do
ativador microglial cisteina-cisteina quimiocina (CCL21) e concluem que os resultados
encontrados indicam que a LM causam neuroinflamacgéo crdnica que contribui para a perda
neuronal, deterioragdo da neurogénese do hipocampo e aumento do estresse do reticulo
endoplasmatico (ER) neuronal, sugerindo declinio cognitivo, como perda de memoria e
depresséo.

Danos no hipocampo, estrutura responsavel por consolidar memoérias, foram
estudados a partir do caso clinico de HM (Henry Molaison) (SCOVILLE; MILNER, 1957) que
sofria de epilepsia do Lobo Temporal Medial e foi submetida a retirada bilateral do
hipocampo, causando melhora da epilepsia, no entanto provocou perda de memoria
episddicas passadas (amnésia retrégrada) e dificuldade em produzir novas memdrias
(amnésia anterograda) (SQUIRE; WIXTED, 2011).

Desta forma para melhor compreender os mecanismos envolvidos na formacdo de
memorias, Mishkin, (1978) realizou estudo em modelo animal de amnésia humana no
primata ndo humano, e deixou claro a importancia do hipocampo e dos cértices adjacentes,
peririnal e para-hipocampal, que compdes grande parte do giro hipocampal, que séo
estruturas responsaveis por consolidar memoria. Posteriormente o hipocampo foi estudado
em subdivisbes, conforme a citoarquitetura, e atribuidas a cada uma delas denominactes
especificas, sendo elas: CAl, CA2, CA3 e Giro Denteado (GD), sendo que cada setor
exercem diferentes fungbes (KEALY; COMMINS, 2011; MORRISEY; TAKEHARA-
NISHIUCHI, 2014).

Adicionalmente, estudos realizados em cérebro humanos pos-mortem com
comprometimento da memdria apds episddio isquémico, apresentando amnésia anterdgrada
e pequena amnésia retrograda e foi possivel observar, por meio de exame histologico,
lesbes bilaterais circunscritas envolvendo o setor CA1 (memdria similar a epsodica) e
constataram o que o lobo temporal e o hipocampo estdo envolvidos com a memoria de
longo prazo (ZOLA-MORGAN; SQUIRE; AMARAL, 1986; REMPEL-CLOWER et al., 1996).

Estudos recentes utilizando camundongos transgénicos com conexdes sinapticas de
CA2 inativadas por meio de manipulagdo genética, foi possivel observar que as funcdes
referentes & memoéria espacial e contextual, encontravam-se preservadas, no entando, os
animais apresentaram prejuizo significativo no processamento de memdria social cognitiva
(HITTI; SIEGELBAUM, 2014; SMITH et al., 2016).

A sub-regido CA3 é responsavel pela evocacdo de memdrias na presenca de
estimulos que facilitem a lembranca de eventos que foram previamente vivenciados, mesmo

guando ndo sdo idénticos a ele (LEUTGEB; LEUTGEB, 2007; LEUTGEB et al.,, 2007,
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ROLLS, 2013). Li e Chao (2008) e de Barbosa et al. (2012) sugeriram que as areas CA3 e 0
Giro Denteado séo fundamentais para aquisicdo/consolidacdo do componente espacial da
memoria episodica, mas ndo tem influéncia sobre a memoria associativa.

Tomados em conjunto, esses dados demonstram que danos a medula espinhal
podem ocasionar alteracbes morfolégicas e funcionais ao hipocampo, diminuindo
significativamente a qualidade de vida dos pacientes afetados. E, embora a maioria dos
trabalhos foquem no déficit locomotor, por vezes incapacitante, danos cognitivos e
emocionais severos, frequentemente estdo associados. Assim, as estratégias no manejo da
LM devem proporcionar melhorias tanto da fungdo motora quanto minimizar alteracdes

cognitivas, como a memoria de trabalho, por exemplo, e depressao.

4.3 Tratamento farmacoldgico para LM

O tratamento da LM requer desenvolvimento de estratégias com o intuito de frear o
avanco em virtude dos danos primarios e secundarios provocados pelo trauma
(NASIRINEZHAD et al., 2015). Na década de 1970, os glucocorticoides esteroides, uma
classe de hormdnios esteroides, com atividade imunossupressora, antialérgica e anti-
inflamatodria, por serem absorvidos de forma rapida, com picos de concentracdo e tempo de
meia vida entre 1 e 3 horas apés o uso, com um percentual de aproveitamento de 80%,
comegaram a ser utilizados no tratamento clinico da LM, em destaque a metilprednisolona,
(ALBAYRAK et al., 2015).

A metilprednisolona auxilia na diminuicdo significativa dos agravos neurol6gicos,
sendo o farmaco mais utilizado no tratamento da LM, por possuir propriedades
neuroprotetoras (RABCHEVSKY et al., 2002) dirimindo eventos neurodegenerativos durante
a primeira e segunda fase da lesdo. Suas a¢bes incluem a inibicdo da isquemia pds-
traumatica, diminuicdo da resposta inflamatéria e acdo antioxidante (MBORI et al., 2016),
bem como reducdo da autofagia e a apoptose na fase secundaria apés LM (GAO et al.,
2016).

Outras opg¢bes de farmacos tém sido citadas para o tratamento da LM, como a
dexametazona, que tem efeito similar ao da metilprednisolona (ARDESTANI et al., 2017) e o
mesilato de tirilazade, um anti-hemorragico indicado para o tratamento de aneurisma que
atua inibindo a peroxidacao lipidica com efeito citoprotetor contra espécies reativas de
oxigénio (HALL, 2011).

No entanto 0 uso continuo desses medicamentos tem sido questionado por
promoverem danos (MAZZOCCA et al., 2013; FEHLINGS et al., 2014) como o aumento de

complicacdes infecciosas e metabdlicas como a hiperglicemia e infecgcbes no trato
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respiratorio, relatadas em estudo de pacientes com LM na fase aguda internados em UTI
(SUBERVIOLA et al., 2008), o que justifica a necessidade da busca por novas alternativas
terapéuticas.

4.4 A Punica granatum (roma)

A P. granatum Linn (Punica granatum Linn) tem a origem botanica na Pérsia (atual
Ird), estendendo o cultivo na Asia Central, Arménia, Georgia, regido Mediterranea, no
Azerbaijdo, no sul da China e no Sudeste Asiatico (SHAYGANNIA et al., 2015). Com o
passar dos anos, houve uma expansao no cultivo da roma principalmente em paises, cujas
condi¢des climéticas séo aridas e semiaridas (VANOYE-ELIGIO et al., 2017).

No Brasil, a P. granatum Linn é popularmente conhecida como romanzeira, um
arbusto que mede de 6 a 12 cm de didmetro e de 2 a 8 m de altura (BARATHIKANNAN et
al., 2016). O clima brasileiro favorece o cultivo de plantios da roma, sendo a regido Nordeste
a que mais produz, e o aumento de sua producdo deve-se a industria alimenticia, de
cosmeéticos e farmacéutica (MOREIRA et al., 2015).

A romanzeira possui folhas verde-brilhantes, flores solitarias, célices esverdeados,
duros (figura 1: A), fruto esférico com casca coridcea que atinge aproximadamente o
tamanho de uma laranja. A por¢do interna do fruto é dividida em compartimentos
membranosos de cor branco-amarelada denominada de endocarpo, as sementes
apresentam, no exterior, aspecto carnudo de cor vermelho vivo, que revestem um caroco
pouco rigido e esbranquicado, sabor doce, levemente acidulado (figura 1: B). O periodo de
floracdo da romanzeira se da de abril a junho, com maturacdo em setembro (JAISWAL,
DERMARDEROSIAN e PORTER, 2010).

A

Figura 1: A) Folhas e flor da romanzeira; B) Fruto da roma (acervo pessoal).
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Os frutos da romanzeira sdo ricos em agua, apresentam pouca quantidade de
gordura e baixo valor calérico, dispdem de minerais, sendo potassio, fosforo, ferro e calcio,
encontrados em maior quantidade, vitamina A, B e do complexo B, como a B6. Além disso,
estes frutos possuem compostos fendlicos como as antocianinas, taninos hidrolisaveis
(punicalagina, acido gélico, acido eldgico) (ZOHIN; AQIL; AHMAD, 2010) que tém acédo
antioxidante evidenciada (ZEKAVAT, 2016). Estes compostos também estdo presentes na
casca do fruto, sendo considerados os principais constituintes da roma (JARDINI et al.,
2010).

A P. granatum possui efeitos biol6gicos descritos na literatura como a atividade anti-
inflamatéria. Em estudo utilizando peles de suinos, apresentou efeito anti-inflamatério
significativo, diminuindo a expressao de ciclo-oxigenase-2 (COX-2), atribuidos aos
compostos fendlicos principalmente a punicalagina (HOUSTON et al., 2017).

Estudo mostrou efeito contra o estresse oxidativo e inflamagfes induzidos por
peréxido de hidrogénio (H,O,) em células do tecido adiposo associados a obesidade,
resisténcia a insulina e diabetes, em modelo in vitro (RAMLAGAN et al., 2017). Singh et al.,
(2002) utilizaram o extrato da casca e sementes da romd, diluido em acetato de etila,
metanol e agua, com intuito de investigar o potencial antioxidante, por meio de modelos in
vitro, tais como o I-caroteno-linoleato e 1,1 difenil-2-picril hidrazila (DPPH). Foi observado
que o extrato metandlico da casca de roma apresentou 83 e 81% de atividade antioxidante,
0 extrato metandlico de sementes apresentou 22,6 e 23,2% de atividade antioxidante

A P. granatum também tem apresentado efeito neuroprotetor em modelos para
estudo da doenca de Alzheimer com camundongos transgénicos. Utilizando-se suplemento
dietético do extrato de roma a 4% como dieta padrdo, observou-se efeito na
neuroinflamacao e na plasticidade sinaptica. O tratamento foi feito durante 15 meses sendo
observada uma diminuicdo na perda de proteinas de estrutura sinptica e inibicdo da
atividade neuroinflamatoéria. Dois fatores neurotréficos foram analisados, o BDNF e o IGF-1
gue se apresentaram significativamente aumentados no final do tratamento, evidenciando
efeito neuroprotetor (BRAIDY et al., 2016).

Em outro estudo experimental em ratos transgénicos como modelo da doenga de
Alzheimer, os ratos com idade de 24-30 meses foram tratados com o extrato de P. granatum
nas concentragbes de 100 e 200 mg/kg, ou com solucdo veiculo diariamente, por um
periodo de trés semanas. Para mensurar melhorias nas funcdes de memdria espacial de
longo prazo e de trabalho, foi utilizado o labirinto aquético de Morris e o labirinto em Y e, por
meio de analise imunohistoquimica, foi mensurado os niveis de proteina precursora
Amiloide B-cortical (APP) e B- Amiloide (BA). Foi constatado que o extrato de P. granatum

ndo melhorou o desempenho cognitivo dos ratos, porém observaram-se alteracdes nos
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niveis dos peptideos B42 e P40, o que ocasionaria uma diminuicdo da patogénese da
doenca de Alzheimer (AHMED et al., 2014a).

Em adicdo, Ahmed et al. (2014b) utilizaram extrato padronizado de &cido elagico,
para investigar os efeitos protetores contra a isquemia cerebral (leséo cerebral induzida por
interrupcao da perfusdo sanguinea) em ratos, que receberam doses de 250 e 500 mg/kg
durante 15 dias antes da inducéo isquemia. Os encéfalos passaram por andlise bioquimica
subsequente e foi constatado que houve uma reducao significativa do contetdo cerebral de
malondialdeido (MDA) e de Oxido nitrico (ON), além do aumento das atividades de
superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPX) e glutationa redutase, bem como
a diminui¢do dos niveis de mediadores inflamatérios fator nuclear KBp65 (NF-kB p65), TNF-
a, aumento dos niveis cerebrais IL-10 e na produgéo de adenosina trifosfato (ATP) cerebral.
Os niveis de caspase -3 foram diminuidos houve menos danos no DNA (acido
desoxirribonucleico) cerebral.

A casca da roma possui 20% dos compostos fendlicos bioativos (taninos, acido
galico, &cido elagico, punicalagina), principais responsaveis pela a¢éo antioxidante da planta
(AFAQ et al., 2010, GULLON et al., 2016). Adicionalmente, o extrato metandlico da casca da
roma tem demonstrado atividade anti-diabético, hipolipedémica e antioxidante, em estudo
experimental com ratos Wistar induzidos a diabetes por estreptozotocinas. (SALWE et al.,
2015).

O aumento na procura pela P. granatum (YANG et al., 2016) pode estar associado a
guantidade de compostos bioativos e as evidéncias cientificas dos beneficios a saude
(AKHTAR et al., 2015).

Em estudo utilizando extratos e o suco da roma (casca, mesocarpo e arilos
polposos), com o objetivo de caracterizar por meio de HPLC-DAD-ESI/MS, e elucidar o
potencial de promocédo a saude causado por compostos fendlicos presentes no fruto, foram
detectados 48 compostos, entre os quais 9 antocianinas, 2 galotaninos, 22 elagitaninos, 2
ésteres de galico, 4 acidos hidroxibenzéicos, 7 &cidos hdroxicinAmicos e 1 di-hidroflavonol,
com base em seus espectros UV, e compostos que foram identificados pela primeira vez na
roma, a cianidina-pentosideo-hexosideo, acido bildénico de &cido valonoico, acido brevifolina
carboxilico, 4-glucésidos de &cido vanilico e dihidrocanferol-hexosideo, além da
punicalagina a e B e pendunculagina. Os elagitaninos se apresentaram predominantes em

todas as amostras analisadas entre eles a punicalagina (FISCHER et al., 2011).
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4.5 Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos de origem natural sdo produzidos por meio do metabolismo
de vegetais, servem de protecdo contra condicdes adversas, S0 responsaveis por
caracteristicas como a cor, a adstringéncia o aroma e auxiliam na a estabilidade oxidativa da
planta. Apresentam em suas estruturas pelo menos um anel aromatico unido a uma ou mais
hidroxilas e classificados em fendis simples, como os &cidos fendlicos e polifendis que
apresentam moléculas altamente polimerizadas tais como os taninos (JARDINI et al.; 2007).

Os taninos sao substancias quimicas pertencentes ao grupo de fendis vegetais de
alto peso molecular (500-300 Dalton). S&o divididos em dois tipos: os taninos hidrolisaveis,
formados por ésteres de &cido gélico e &cido elagico glicosilados, e o0s taninos
condensados, formados por estrutura flavonoica, que por meio de condensacdo formam
proantocianidinas, que produzem pigmentos avermelhados, apés degradacdo com &cido
(ROMEO et al., 2015).

A quantidade de taninos presentes nas plantas depende das condicfes climéaticas e
geograficas, podendo apresentar variadas composi¢fes quimicas (YSSAAD; HAMMADI,
2017). Na forma oxidada, reagem com proteinas por meio de ligacdes de hidrogénio ou
ligagbes hidrofébicas. Quando ndo oxidados, os taninos se transformam em quinonas

através de ligacdes covalentes com grupos especificos de proteinas (TYAGI et al., 2012).

4.6 Taninos

Os acidos fendlicos como o acido galico e o acido elagico sdo encontrados em
produtos naturais como os chas verdes principalmente nas frutas, como as uvas, castanha e
roma (suco, folhas e sementes) (SIASOS et al., 2013), obtidos por meio de hidrélise acida
de taninos. Desta forma, estudos demonstram que tanto o acido gélico quanto o &cido
elagico apresentam forte acdo antioxidante (FAWOLE et al., 2016), anti-inflamatéria
(OUACHRIF et al., 2012) e antitumoral, confirmando atividade citotoxica seletiva (PANTH et
al., 2017). Também foi observada acdo neuroprotetora, demonstrada em estudo in vitro
utiizando o 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetra-hidropiridina (MPTP), toxina ambiental que induz
danos oxidativos em neurdnios dopaminérgicos de forma similar a doenca de Parkinson e foi
sugerido que o mecanismo de protecdo se deve a atividade antioxidante e a presenca de
acidos fendlicos, como 0 acido galico e acido elagico e punicalagina a e B presentes no
suco da roma (BRAIDY et al., 2013).

Os taninos, em especial a punicalagina, constituem uma classe de compostos

bioativos da P. granatum, com maior concentracdo na casca, é pertencente a classe dos
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elagitaninos, sollivel em agua, e apresenta em forma de macromolécula. (FISCHER et al.,
2011). Em virtude das funcgbes bioldgicas atribuidas aos compostos fendlicos (flavonoides e
ndo flavonoides) no organismo animal, Essa et al. (2015) realizaram estudo utilizando
suplementos dietéticos feitos a base de frutos da romd, figos e tamaras, visando a
prevencdo de doencas associadas ao estresse oxidativo em modelo experimental in vivo e
constataram que as acOes dos flavondides apresentaram potencial terapéutico contra
doencas neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer, exercendo efeitos benéficos
sobre o cérebro, reduzindo de forma significativa os niveis de citocinas inflamatérias, como a
interleucina 1B (IL-1B), IL- 2, IL-3, IL 4, IL-9 e TNF-a, durante o envelhecimento dos animais,
por meio da atividade antioxidante dos constituintes fendlicos.

Estudo in vitro constatou o efeito neuroprotetor em células pré-tratadas com
punicalagina e expostas a danos induzidos por H,O,, e concluiu que houve modulagdo da
cascata apoptética, dando indicios da agdo preventiva em doencas neurodegenerativas
(CLEMENTI et al., 2017; SHEN et al., 2017).

Em pesquisa experimental in vitro e in vivo, foi analisado o efeito do acido galico em
modelo de isquémica cerebral, constatando a inibicdo da disfuncdo mitocondrial,
ocasionando protecdo das mitocondrias por meio da inibicdo da abertura do poro de
transicdo de permeabilidade mitocondrial e a apoptose, promovendo neuroprotecdo. (SUN
et al.,2017).

O efeito antinflamatério de compostos isolados do fruto de P. granatum, como o
acido galico, acido elagico e punicalagina a e 3, foi sugerido em estudo ao observaram
efeitos inibitorios sobre lipopolissacarideos, 6xido nitrico, prostaglandina E2, interleucina-6 e

na liberacd@o de cicloxigenase-2 a partir de macréfagos RAW267 (BENSAAD et al., 2017).

@) OH
HO OH
OH
punicalagina acido galico acido elagico
Formula molar: C4gH25039 Férmula molar: C;HgOs Formula molar: C14HgOg
Massa molar: 1084.71 g/mol Massa molar: 170 12 g/mol Massa molar: 302,197 g/mol

Figura 2. Estruturas quimicas da punicalagina, acido galico e acido elagico
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Coleta da casca de Punica granatum Linn

Os frutos da P. granatum foram coletados no més de setembro de 2016, no
municipio de Petrolina, na mesorregido do Sao Francisco, no semiarido de Pernambuco,
extremo oeste do estado, cujo plantio faz parte do Projeto Irrigado Senador Nilo Coelho: N9,
com localizacé@o geografica: 9° 23°34°°S 40° 30°28 0. A identificacéo da espécie vegetal foi
realizada pelo herbéario da Universidade Tiradentes (UNIT), local destinado a realizagdo do

voucher e deposito da exsicata n° 20881.

Figura 3. Registro Cientifico (Exsicata n® 20.881), da amostra de Punica granatum
Fonte: Nascimento (2013)

5.2 Obtencéo do extrato aquoso das cascas de P. granatum

Os frutos da P. granatum foram lavados em &gua corrente para 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 4.A). As cascas da roma anteriormente
congeladas foram submetidas a secagem em estufa de circulagdo de ar, com temperatura
de 50 £ 5°C por um periodo de 48 a 72 h, até a secagem completa (figura 4.B).
Posteriormente, as cascas foram quebradas em pedacos menores por acdo mecanica
(figura 4.C) e submetidas ao moinho de facas (figura 4.D). O pé resultante foi submetido a
granulometria de 32 mesh (figura 4.E) e conservado em frasco de vidro ambar até o
preparo do extrato aquoso (BASTOS, 2014).

O material vegetal foi submetido a extracdo aquosa sob agitacdo mecénica, na
proporgéo de 1 g/100 mL (m/v), durante 2 h, em temperatura ambiente (25°C) (figura 4.F).
Ao final deste processo, procedeu-se a filtracéo (figura 4.G) e o sobrenadante colocado em
placas de petri previamente pesadas (figura 4.H) e apds eliminacdo do solvente em estufa
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de circulacdo de ar com temperatura de 50 + 5°C durante sete dias. ApOs a evaporagao
completa do solvente as placas foram novamente pesadas (figura 4.1) e o material
resultante (extrato seco) foi raspado (figura 4.J), calculado o rendimento (equacdo 1) e
posteriormente armazenado sob refrigeracdo a + 8°C, em frasco ambar devidamente
identificado (figura 4.K) (BASTOS, 2014).

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

Massa do p6 da casca do fruto

Figura 4. (A) Cascas congeladas; (B) cascas em estufa de circulacdo de ar a 50 + 5°C; (C) cascas
desidratadas; (D) Cascas em moinho de facas; (E) P6 da casca em peneiras de granulometria; (F) P6
da casca suspenso em agua destilada; (G) Suspensdo filtrada em papel filtro; (H) peso da placa
vazia; (I) peso da placa com o extrato seco; (J) Extrato sélido; (K) Extrato liquido.

5.5 Desenvolvimento e otimizagdo do método cromatogréafico

5.5.1. Equipamento

Cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE) Shimadzu (Kyoto, Japao) acoplado a
um detector de arranjo de diodos (DAD) SPD-M20A e a um espectrobmetro de massas com
fonte de ionizacdo eletrospray (ESI) nho modo positivo e analisador tipo tempo de voo
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MicrOTOF Il (Bruker Daltonics, Alemanha). O equipamento é composto por uma bomba
binéria LC-20ADX, auto-injetor SIL-20AHT, loop de inje¢édo de 100 pL, 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 ga&s nebulizador & pressdo de 2 Bar. A temperatura do
nebulizador foi de 247 °C. O hélio foi utilizado como gas de colisdo na pressdo de 4 x 10°.

Os cromatogramas e espectros de massas foram registrados pelo software DataAnalysis.

5.5.2. Condi¢cdes analiticas para o perfil cromatografico do EACPG e do
método quantitativo

As amostras foram analisadas utilizando-se uma coluna analitica C;3 Shimpack XR-
ODS (100 x 2,0 mm d.i., 5 pm). Utilizou-se uma vazéo de 0,5 mL/min, volume de inje¢céo de
10 uL, temperatura do forno fixada em 30 °C e fase movel constituida de solugédo de acido
férmico 0,1% (v/v) (A) e acetonitrila (ACN) com solugéo de acido formico 0,1% (v/v) (B). As
andlises 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 cromatogréaficos por CLAE foram obtidos na
absorcdo de 280 nm. Os picos referentes ao &cido galico e &acido elagico foram
determinadas pelo tempo de retengéo obtido com a analise da solucao do padréo e a pureza

do pico foi assegurada pela analise de amostras de extratos.
5.5.3. Otimizacéao das condi¢des cromatograficas
As condigbes cromatograficas de separagdo foram otimizadas avaliando-se o0s

seguintes fatores: parametros de eluicdo gradiente, composi¢cdo da fase mével, vazéo e

volume de inje¢céo (Quadro 2).
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Quadro 2: Fatores avaliados na otimizacao das condi¢cdes cromatogréficas.

Parametros de eluicdo gradiente | - A%B/min

- tempo de gradiente (min)

Composicao da fase movel - ACN:agua
- solucdo de &cido férmico 0,1%:ACN com &cido

formico 0,1%.

Vazéao - 1 mL/min

- 0,5 mL/min
Volume de injegéo -10 pL

- 20 pL

5.4. Identificagdo e quantificagdo dos marcadores quimicos no EACPG

O acido galico e o acido elagico foram identificados no EACPG com base em seus
tempos de retencdo (tg), coinjecdo das amostras com padrbes, comparagdo 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 padrdo externo (item 5.5.1.2.) dos &cidos fendlicos, apos validacdo do

método cromatografico.

5.5. Validacdo do método

A validacdo do método quantitativo seguiu as normas estabelecidas pelo Guia para
Validacdo de Meétodos Analiticos, publicado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(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

deteccdao, limite de quantificacdo, exatiddo e preciséo.

5.5.1. Linearidade

5.5.1.1. Preparo das solugdes

As solugbes 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 &cido galico foi dissolvido em metanol grau CLAE e o acido elagico foi submetido por

1 h em ultrassom em &gua ultrapura.
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O EACPG foi preparado em metanol grau CLAE, em uma concentragdo 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 analises no
CLAE.

5.5.1.2. Curva de calibracdo por padréo externo

As solucdes-padrdo do acido galico e do acido elagico foram preparadas em
triplicata, a partir das solu¢des estoque, nas concentragdes de 0,5, 1, 2, 4 e 6 pg/mL para o
acido gdlico e 1, 4, 8, 12 e 16 ug/mL para o acido elagico. As curvas analiticas foram
obtidas por regresséo linear, a partir da relacdo entre as areas dos picos e as concentragdes
das amostras. Como evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha de regressao, foi

considerado um coeficiente de correlacdo maior que 0,9900.

5.5.2. Seletividade e efeito da matriz

A seletividade e o efeito da matriz foram avaliadas através do método de adicao de
padrdao. O EACPG (0,0025 g) foi fortificado com as solu¢des-padrdo 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 calibragdo por padrdo externo. ApGs 24 h, cada amostra da curva de
calibracdo do acido gélico foi solubilizada em metanol e as amostras do acido elagico em
agua ultrapura, em baldo volumétrico de 5 mL. As curvas de calibracdo foram obtidas por
regressao linear, a partir da relacdo entre as areas dos picos e as concentracées das

amostras.

5.5.3. Exatidao

A exatidao foi determinada por meio de ensaios de recuperacéo utilizando o EACPG.
O extrato foi fortificado por 24 h com as solu¢des-padréo do acido gélico, nas concentracdes
de 0,5, 2 e 6 ug/mL, e com as solucdes- padrao do 4cido elagico, nas concentragfes de 1, 8
e 16 pug/mL, correspondentes a trés niveis diferentes de concentracdo (baixa, média e alta),
respectivamente, em triplicata. A recuperacéo foi determinada considerando os resultados
obtidos para cada analito estudado, utilizando a seguinte equa¢do matematica:

% Recuperacao = [(concentracdo medida) / (concentracéo esperada)] x 100
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5.5.4. Precisao

5.5.4.1. Repetibilidade

A repetibilidade do método foi avaliada através da analise, em triplicata, das
solucdes-padrdo do acido gélico nas concentracdes de 0,5, 2 e 6 pug/mL e das solugbes-
padrédo do acido elagico nas concentracbes de 1, 8 e 16 pg/mL. Todas as solu¢des-padrao
foram submetidas a trés diferentes preparacdes, no mesmo dia e pelo mesmo analista,
sendo, entdo, estimado o coeficiente de variagdo (CV) correspondente a cada nivel de

concentracao.

5.5.4.2. Precisao intermediaria

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

das sucessivas repeticoes.

5.5.5. Limite de deteccéo (LD)

O limite de deteccdo (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 € a estimativa do desvio-padrdo da equacgdo da linha de

regressao e S é o coeficiente angular da curva analitica.
5.5.6. Limite de quantificacéo (LQ)
O limite de quantificacdo (LQ) foi determinado através dos parametros relativos a
cada curva analitica construida, utilizando a seguinte equagéo:

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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5.6 Ensaio bioldgico in vivo

5.6.1 Aspectos éticos

O projeto de pesquisa obedeceu as normas do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal - CONCEA e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Tiradentes (CEUA-UNIT), processo n° 010816.

5.6.2 Animais

A amostra foi composta por 48 ratos Wistar fémeas com peso corporal ~200-300 g, e
idade entre 2 e 3 meses, originados do Biotério de Universidade Tiradentes. Os animais
foram alojados em gaiolas com cama de maravalha trocadas diariamente, a temperatura
controlada de (x 22 °C), em regime de luz com ciclo claro-escuro de 12 h, recebendo agua
ad libitum e dieta padrdo (Nuvital CR1; Nuvilab®, Colombo/PR-Brasil).

5.6.3 Distribuicdo da amostra

Para o modelo experimental de LM, os ratos foram distribuidos de forma
randomizada em 2 grupos: grupo Laminectomia (cirurgia sem lesdo, com remocao da
apofise espinhosa e lamina da décima vértebra toracica (T10), expondo a medula espinal) e
0 grupo Lesdo (cirurgia com hemisseccdo do lado direito da medula espinal, apos
laminectomia), classificados de acordo com a etapa de execucdo descrita abaixo.

Os ratos foram divididos em grupos de acordo com os testes e procedimentos
cirtrgicos. Cada grupo foi composto por 08 ratos ( com tempo de eutanasia em 28 dias):
Grupo tratado com agua destilada por via oral (1 mL) e submetido a laminectomia (grupo
LAM), grupo submetido a hemisseccédo medular em nivel toracico (T10) e tratado com agua
destilada (grupo LESAO VEICULO), grupo submetido & hemisseccdo em nivel toracico
tratado com EACPG a 100 mg/kg (grupo LESAO/EACPG100) (AHMED et al., 2014a; ADIGA
et al., 2010; LEE et al., 2010), grupo submetido & hemisseccdo em nivel toracico tratado
com EACPG a 300 mg/kg (grupo LESAO/EACPG300) (RATHOD et al., 2012), grupo
submetido a hemissecg¢&o em nivel toracico tratado com metilprednisolona (farmaco padrao,
grupo lesdo/ metilprednisolona 30 mg/kg) (LI et al.,2016). Todos os animais foram
submetidos a testes comportamentais - campo aberto e labirinto em Y na quarta semana,
sendo realizados em dias distintos (WU et al., 2014) (Quadro 3).
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Quadro 3 - Grupos experimentais para o desenvolvimento do trabalho.

Procedimento Tratamento Oral Eutanasia
Grupos (n=8) _ )
experimental (Gavagem) (Dias)
_ _ Agua destilada
GRUPO LAM Laminectomia _ 28
(1 mL/dia)
GRUPO LESAO , ~ Agua destilada
. Hemisseccao ) 28
VEICULO (1 mL/dia)
GRUPO EACPG 100
LESAO/EACPG 100 Hemisseccdo EACPG mg/kg 28
mg/kg
GRUPO EACPG 300
LESAO/EACPG 300 Hemisseccdo EACPG mg/kg 28
mg/kg)

_ . Metilprednisolona
Hemisseccéao
GRUPO METIL 30 mgl/kg 28

metilprednisolona
2 doses 24/24 h

5.6.4 Procedimentos cirlrgicos de Laminectomia e Lesao Medular

Os animais foram pesados e anestesiados com Cetamina (100 mg/kg) e Xilazina (75
mg/kg), na propor¢cdo de 14 mg/kg, para cada 100 g de massa corporal, administradas por
via intraperitoneal (i.p.). Na sequéncia, foi realizada a tricotomia e assepsia da regido dorsal
toracica e uma incisdo na regiao correspondente a coluna toracica. Adicionalmente, os ratos
foram submetidos aos seguintes procedimentos:

Laminectomia: A musculatura foi separada do tecido sem seccionar, expondo as
vértebras T8 — T11, que foram identificadas pela palpacdo das apdfises espinhosas. Apds a
identificacdo das vértebras, a apofise espinhosa e a lamina da vértebra T10 foram
cuidadosamente retiradas, fazendo uso de uma lupa cirlrgica, com aumento de 10X
(GRUNER, 1992).

Lesdo medular: Foram realizados os mesmos procedimentos descritos para a
laminectomia, no entanto, os ratos do grupo leséo tiveram a hemi-medula do lado direito
seccionada com auxilio de microtesoura e bisturi. Ao final do procedimento, a musculatura
dos ratos foi suturada com 2 pontos (lacada dupla). Na sequéncia o tecido adiposo foi
colocado sobre a musculatura recobrindo-a e posteriormente, foi realizada a sutura da pele.
Para finalizar, o local passou por antissepsia com alcool 70% e iodopovidina. Logo apds a

finalizacdo do procedimento cirdrgico, os animais receberam uma dose de 0,5 mL de
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pentabiético. Em uma sala climatizada os ratos foram alocados para a recuperagdo pos
cirurgia, na qual foram diariamente observadas as necessidades fisiologicas de excregéo de
fezes e urina, de alimentacdo e hidratacdo. Com a finalidade de retomar as condicbes
normais de miccéo e defecacdo, foram realizadas massagens abdominais 3 vezes ao dia e

sinais de autotomia e infec¢des foram monitorados frequentemente (KUSHCHAYEV, 2016).

5.7 Testes de comportamento

5.7.1 Teste do Campo Aberto

O equipamento tem forma de um quadrilatero, feito de madeira, com 4830,25 cm? de
area e paredes com 34,5 cm de altura, sendo a base subdividida em dezesseis quadrantes.
Na 4° semana, cada animal foi avaliado individualmente durante cinco minutos (figura 5). No
teste foram analisados os seguintes parametros: (1) a frequéncia dos comportamentos de
exploracao horizontal (nimero de quadrantes percorridos pelo animal com as quatro patas -
crossings), (2) exploragao vertical (manutencdo do animal apenas sobre as patas anteriores
- rearing), (3) o nimero de bolos fecais expelidos e (4) comportamentos de autolimpeza -
grooming) executados. Entre o teste de um animal e outro, o equipamento foi limpo com
alcool 20% para evitar a influéncia do cheiro de outros animais sobre o resultado da
avaliacdo (WALSH; CUMINS, 1975, KANDRATAVICIUS et al., 2015).

Figura 5. Equipamento para realizacdo do teste de Campo Aberto. Fonte: Juliana Andrade Passos
Prado (2017).
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5.7.2 Teste do Labirintoem Y

O equipamento constitui um labirinto em forma de Y com os trés bracos iguais, de
madeira, medindo 35 cm de altura, 12 cm de largura e 40 cm de comprimento. Os bracos do
labirinto em Y foram numerados e durante 8 min foi mensurado o nimero de vezes que 0
animal entrou no brago, so foi aplicado um valor quando o animal entrou em cada brago sem
repetir entre as sessoes (figura 6). O labirinto foi higienizado com uma solugéo de alcool a
20% e secado com toalhas de papel (YAMADA et al.,, 1996, DALL'IGNA et al., 2007). A
porcentagem das alteragbes foi calculada por meio da férmula matematica descrita

(alteragbes espontaneas %= n° de acertos/total — 2 x 100) (equagéo 2):

Alteracfes espontaneas (%) = Total de alternacdes corretas X 100

Total de entradas — 2

Figura 6. Equipamento para a realizacdo do teste de labirinto em y. Fonte: Juliana Andrade Passos
Prado (2017).

5.8 Obtencédo das amostras de tecido

Os animais foram eutanasiados em 28 dias, em cémara de diéxido de carbono
(modelo CGSCO@G — Beiramar), e expostos durante 10 min a um fluxo de ar contendo
100% de gas carbbnico (CO,) (LEARY et al., 2013). As amostras teciduais dos encéfalos
foram coletadas e armazenadas em formol tamponado a 10 % e conservadas durante sete
dias nesta solucdo. Apds sete dias, as amostras foram entdo desidratadas em série
alcodlica crescente, diafinizadas em séries de xilois e incluidas em parafina sob a forma de

blocos.
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5.9 Analise Histoldgica

As modificagbes histoldgicas decorrentes da lesdo e da sua associagdo com 0s
tratamentos foram analisadas por meio da coloracdo de hematoxilina-eosina seguindo a
rotina das técnicas laboratoriais, apdés a obtencdo de cortes de 5 um de espessura com um
micrétomo. As seccbes foram colhidas de forma serial, sendo que cada lamina continha 4
cortes da amostra de cérebro. A técnica da coloracdo consistiu em manter as seccbes de
tecido em contato com trés séries de xilol (I, Il e lll; 2 min cada), cinco séries de
concentracéo decrescente de alcoodis (100%, 95%, 80%; 2 min cada) e duas lavagens em
agua (2 min cada). Em seguida as amostras sdao imersas em hematoxilina (3 min) foram
lavadas em duas séries de 4gua (2 min cada) imersas em eosina (30 s) e passam por séries
crescentes de alcodis (80%, 95% e 100%; 2 min cada), finalizando em trés séries de xilol (I,
I, lll; 2 min cada). A seguir foram montadas as laminas com laminulas.

Para que a andlise histolégica fosse analisada as cegas, os codigos de identificacdo
de cada lamina foram cobertos por outro pesquisador antes do inicio da analise e revelados
apoés o termino. Foi realizada a andlise das imagens utilizando microscépio Olympus CX31
acoplado a camera fotografica Olympus. Para a realizacdo da analise quantitativa das
imagens, foram capturadas areas de interesse CA1l, CA2 e CA3, regides do hipocampo. As
regibes foram identificadas utilizando os limites do atlas Paxinos; Watson (1986) e foi
realizada a quantificacao de neurénios com morfologia compativel com normalidade em uma
area de 1000 pum?® (figuras 16 e 17). Em cada &area de interesse, foi quantificado
bilateralmente o niamero de neurbnios. As secc¢bes histolégicas foram analisadas em HE

com magnificagéo de 100 X.

5.10 Analise estatistica

A fim de verificar a distribuicAo Gaussiana dos dados, foi realizado teste de
Shapiro-Wilk. Se paramétricos, os dados foram avaliados por meio de andlise de variancia
de uma via (ANOVA) seguida do pos-teste de Tukey. Constatando-se que eram nao
paramétricos, procedeu-se a comparacdo de médias entre 0s grupos por meio de teste
Kruskal-Wallis e pés-teste de Dunn. Diferengas com valores de p < 0,05 foram consideradas

significantes. Foi utilizado o programa GraphPad Prism versdo 5.0 para andlise dos dados.
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6. RESULTADOS

6.1 Otimizacao das condi¢cBes cromatogréaficas

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

Neste trabalho, foi avaliada a influéncia dos seguintes fatores sobre as condicdes
cromatogréficas de separacao: parametros de eluicdo gradiente, composi¢do da fase mével,
vazao e volume de injecdo. As otimizagOes estdo apresentadas na Tabela 1.

O primeiro passo para a otimizagdo cromatografica no modo reverso foi a utilizagdo
de um gradiente exploratorio, em condi¢cdes de ampla faixa de forca de fase mdvel, para
visualizar a complexidade da amostra e identificar a fase mdvel 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 C;3 ShimPack XR-ODS (100 x 2,0 mm,
5 um), com vazdo de 1 mL/min, acompanhado pelo detector de arranjo de diodos com
selecdo da faixa de comprimento de onda entre 190-800 nm na regido do UV para se fazer a
determinagéo das absorvancias das substancias presentes na amostra (Figura 7). A ACN na
fase moével geralmente é menos viscosa e permite a utilizacdo de valores baixos de

comprimento de onda no UV para a deteccdo das  substancias.
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Figura 7. Cromatograma da condicao cromatogréfica 1. gradiente linear de 5-100% de ACN (B) em
60 min, vazdo 1mL/min, A=280 nm, V= 10pL.
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Tabela 1. Condicdes cromatogréaficas avaliadas para andlise do EACPG.

Fase estacionaria Analise

Condicdes cromatogréficas

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

2-32% ACN com &acido formico 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. 20 uL; vazdo = 1,0 mL/min;
T=30 °C.

2-23% ACN com &acido formico 0,1%: acido férmico
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 férmico
0,1%: acido férmico 0,1% por 25 min (A%B/min=
1,9); vol. inj. 2 OuL; vazdo = 1,0 mL/min; T= 30 °C.

C.5 Shim-Pack XR- 4
OoDS
(100 x 2,0 mm, 5 pm)

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

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

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

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

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

10

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

A andlise cromatografica da condigcdo 1 permitiu verificar que as substancias

presentes na amostra apresentaram baixa interacdo com a fase estacionaria, além disso

ndo foi possivel obter uma adequada separacéo dos picos.

A partir dessa primeira analise foi possivel determinar as proximas condicdes
experimentais de separacdo, utilizando a relacdo entre o intervalo de variagdo da
concentracao do modificador organico (A%B) e o tempo de analise (tg) obtendo-se o valor

da inclinagcédo do gradiente (A%B/min). Esta medida é usada para descrever mudancas na
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separacdo decorrentes do aumento ou diminuicdo na inclinagcdo do gradiente (CASS;
DEGANI, 2001).

Como no EACPG é comum a presenca de compostos fendlicos diversos, a fase
estacionaria quimicamente ligada ao grupo octadecilsilano (Cig) € a solu¢cdo de &cido
formico 0,1% (v/v) na composicdo da fase moével foram escolhidas nas analises
cromatogréficas. Na fase estacionéaria C,g devido a sua baixa polaridade ocorrem interacdes
hidrofébicas entre a parte ndo polar das substancias a serem separadas e as cadeias
hidrocarbdnicas da fase estacionaria. A solucdo 4cida na composicao da fase movel teve
como intuito melhorar a retengéo e resolugdo das substancias presentes no extrato através
da supresséo da ionizacao, pois as tornam mais hidrofébicas, aumentando a sua retencao.

Dentre as condi¢des analiticas avaliadas, o cromatograma que mostrou melhor faixa
de retenc@o e melhor separacgéo foi obtido com a condicdo cromatogréafica 9 da tabela 1:
coluna analitica de fase estacionaria C;g3 Shimpack XR-ODS (100 x 2,0 mm d.i.,, 5 um),
utilizando vazdo de 0,5 mL/min, volume de injecao de 10 pL e eluicdo gradiente no modo
reverso, com fase modvel constituida por solu¢cdo de acido férmico 0,1% (v/iv) (A) e
acetonitrila com solucao de &cido férmico 0,1% (v/v) (B), com seguinte inclinagdo: 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 8. Esta condicdo foi definida
como a condicdo analitica para a validacdo do método e posterior quantificacao das

substancias de interesse.
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Figura 8. Cromatograma (A = 280 nm) de eluigdo gradiente do EACPG, referente a condicao 9 da
Tabela 1.
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6.2 ldentificacdo dos marcadores quimicos acido gélico e acido elagico por
CLAE-DAD-ESI/MS

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

elagico, respectivamente.
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Figura 9. Perfil cromatogréfico do EACPG. Acido gélico (t, = 15,9 min) e acido elagico (t, = 40,5 min).

O espectro de massas do acido galico (t = 15,9 min) exibiu o ion molecular
protonado [M+H]" em m/z 171, indicando a férmula molecular C;H¢Os (Figura 10.A). O acido
elagico com t, de 40,5 min apresentou fon molecular protonado [M-H]" em m/z 303, de

férmula molecular C14,H¢Og (Figura 10.B).
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Figura 10. ESI(+)-MS ampliado do EACPG. [M+H] * em m/z 171 — &cido gélico (A) e [M+H] * em m/z
303 — acido elagico.

6.3 Validacdo do método analitico

Para assegurar que um novo método analitico seja capaz de gerar informagdes
confidveis e interpretaveis sobre a amostra, ele deve ser submetido a uma série de estudos
experimentais denominados validagdo. A identificacdo e quantificagdo de uma substancia
por um método analitico s6 se torna confidvel quando advinda de uma metodologia validada,
0 que garante comparabilidade e rastreabilidade (RIBANI et al., 2014). Sendo assim, o
método analitico desenvolvido por CLAE-DAD para identificacdo e quantificacdo dos
marcadores quimicos 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,

seletividade, efeito da matriz, limite de deteccao, limite de quantificacédo precisdo e exatidao.

6.3.1. Linearidade

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

Por meio da construcdo das curvas analiticas, € possivel avaliar a linearidade do
método pela estimativa dos coeficientes de correlacéo referentes as equagfes das curvas,
obtidas por regresséao linear. O gréfico da curva de calibracdo deve ser construido com no
minimo cinco valores de concentragéo, representado por uma reta, que relaciona a resposta
do equipamento com as varias concentracdes das substancias em estudo (RIBANI et al.,

2014; BRASIL, 2017).
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As curvas de calibracdo do acido gélico e do &cido elagico foram construidas pelo
método de padronizacdo externa a partir do preparo e analise de cinco concentragbes, em
triplicata, e a regresséo foi obtida pelo método dos minimos quadrados, a partir da relagéo
entre as areas dos picos e as concentracdes das amostras.

As curvas de calibracéo obtidas estdo apresentadas na Figura 11. Os coeficientes de
correlagdo obtidos na padronizacdo externa foram respectivamente 0,9983 e 0,9962, para
acido galico e acido elagico, mostrando a forte correlacdo linear entre a concentracao das
substancias analisadas e as areas dos picos, com valores acima de 0,99, conforme
preconizado pela Anvisa (BRASIL, 2017). Desta forma, o método cromatogréafico € linear

para a quantificacdo dos analitos na faixa de concentracdo avaliada.

A) 100,00 - 3500
A v =16,85x - 2,2534 (B)
r=0,9983

y =1,8027x + 0,5234
30,00 4 r = 0,9962 °
80,00 -
25,00 -

60,00 - 20,00 - *
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4000 15,00 -

10,00 -

20,00 -
5,00 -

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

Concentragao (pg/mL) Concentragao (pg/mL)

Figura 11. Curvas de calibracdo por padronizacdo externa para o método de quantificacdo de acido

galico (A) e acido elagico (B).

6.3.2 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 degradacéo 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 padréo. 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, € feito duas curvas analiticas, uma com adi¢cdo 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
gque a matriz ndo interfere na quantificacdo do analito de interesse.

As curvas de calibracdo obtidas estdo apresentadas nas Figuras 12 e 13. Ao se
observar as figuras, verifica-se que o método foi seletivo para a quantificacdo do acido

galico e do &cido elagico, uma vez que as duas curvas sdo paralelas e os coeficientes
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angulares sdo bastante proximos 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
meétodo de quantificacdo de &cido gélico no extrato de P. granatum.
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Figura 13. Curvas de calibracdo por padronizagdo externa (A) e por adicdo de padrdo (B) para o
método de quantificac@o de &cido elagico no extrato de P. granatum.

6.3.3. Limite de deteccéo (LD) e limite de quantificagao (LQ)

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

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

6.3.4. Precisao

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

A precisao foi avaliada de duas maneiras: repetibilidade e precisédo intermediaria. Os
resultados obtidos foram expressos como desvio-padréo relativo (coeficiente de variagéo)
entre as areas obtidas para as replicatas analisadas. O valor maximo aceitavel de
coeficiente de variacdo (CV) vai depender do método empregado, da concentracdo do
analito na amostra, do tipo de matriz e da finalidade do método, porém, nédo deve

ultrapassar 5%.

6.3.4.1. Repetibilidade

A repetitividade envolve varias medigbes da mesma amostra, em diferentes
preparacdes e €, algumas vezes, denominada precisdo intraensaio ou intracorrida (BRASIL,
2017).

Para a avaliacdo da repetitividade do método, foi realizada a andlise de solucdes-
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
gquantitativo 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 variacao (CV) obtidos para cada substancia
na avaliacdo da repetibilidade do método.

Substancia Concentracdo (ug/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 elagico 8,0 14,92 2,45
16,0 30,02 3,14
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6.3.4.2. Precisdo intermediéria

A precisdo intermediaria indica o efeito das variagbes da analise de uma mesma
amostra, no mesmo laboratorio, em pelo menos dois dias diferentes, realizada por diferentes
analistas (BRASIL, 2017). O objetivo da validagao da precisdo intermediéria € verificar que,
no mesmo laboratério, 0 método fornecera os mesmos resultados. Para isso, foi realizada a
andlise, em 2 dias diferentes, por analistas diferentes, utilizando o0 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 variagcdo (CV) para a
precisdo intermediaria do método de quantificagdo de &cido galico e acido elagico estdo

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 elagico na avaliagdo da precisdo intermedidria 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

6.3.5. Exatidao

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 padréo.

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

Os valores aceitaveis de recuperacgdo para alguns tipos de analise 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 precisdo de até + 15%
(RIBANI et al., 2014).
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Na tabela 4, constam os resultados do ensaio de recuperacdo do método quantitativo
proposto, expressos em termos de porcentagem de recuperagdo. Observou-se neste
estudo, que o método apresentou boa recuperacéo para o acido galico e o acido elagico nos
trés niveis de concentracdo e com valores de coeficiente de variagéo (CV) menores que 5%,
ficando todos os valores dentro dos limites aceitaveis (entre 70 e 120%).

Tabela 4 — Recuperacdo dos padrbes em EACPG.

Concentragdo (ug/mL)

Composto Amostra | Adicionado | Encontrado | Recuperagéo (%) | 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 galico 0,93 2,0 2,61 89,29 91,46 4,78
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 elagico | 26,95 8,0 38,07 108,94
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

6.4. Quantificacdo dos marcadores quimicos acido galico e acido elagico

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

Para a quantificagdo dos &cidos 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 &cido galico (t, = 15,9 min,
k = 1,61) e ao acido elagico (t;, = 40,5 min, k = 5,64) foram determinadas pela comparacéo
com a analise da solucdo-padrdao. O cromatograma apresentou boa seletividade (a = 1,08)
para o acido galico em relagdo ao pico em t, = 16,7 min (k = 1,74) e excelente resolucédo (Rs
= 1,78); e boa seletividade (a = 1,08) para o acido elagico em relagdo ao pico em tr = 38,0
min (k = 5,23) com excelente resolugcdo (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
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analise do EACPG a concentragdo média do &cido galico foi de 4,36 + 0,01 mg/g de extrato
e 94,33 + 0,57 mg/g de extrato para o acido elagico.

6.5 Testes comportamentais

6.5.1 Campo aberto

Com relacdo as exploragcdes horizontais, observou-se que todos 0S grupos
lesionados mostraram valores significativamente menores que o grupo LAM (p < 0,0001,
figura 14).

*kk

Exploragdes horizontais

o N
A
foid ~

Figura 14. Resultados do teste de campo aberto quanto ao numero médio de exploracdes
horizontais, representado pelas colunas. As barras representam o erro padrdo da média. Os testes
foram realizados aos 28 dias apds as cirurgias. LAM: grupo laminectomia; LESAO: grupo
les&o/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; METIL: grupo lesionado e tratado com
metilprednisolona a 30 mg/kg (n = 8 a 16 por grupo). *** indica valor de p < 0,0001 em relacdo ao
grupo LAM (teste Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn).

6.5.2 Labirinto em Y
O grupo lesionado tratado com EACPG 300 mg/kg mostrou aumento significativo da

performance no labirinto em Y, em relacdo aos grupos LAM (p < 0,0001), Lesédo (p < 0,05) e
EACPG100 (p < 0,001) em 28 dias (figura 15).
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Figura 15. Resultados do teste de labirinto em Y. As colunas representam a porcentagem meédia de
alternacgdes corretas e as barras representam o erro padrao da média. Os testes foram realizados aos
28 dias ap6s as cirurgias. LAM: grupo laminectomia; LESAO: grupo lesé&o/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; METIL: grupo lesionado e tratado com metilprednisolona a
30 mg/kg (n = 8 a 16 por grupo). *** indica valor de p < 0,0001 em relagédo ao grupo LAM; # indica
valor de p < 0,05 em relagdo ao grupo LESAO; AA indica valor de p < 0,001 em relagdo ao grupo
EACPG100 ((teste Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn)).

6.6 Andlise Histolégica

Como pode ser observado na Figura 16.A, o numero médio de neurdnios/campo
histolégico no hipocampo foi significativamente menor no grupo LESAO (2,93 + 0,23) do que
no grupo LAM (4,13 + 0,27) (p<0,01). O mesmo comportamento foi observado no grupo
EACPG100 (2,67 = 0,13), que também se mostrou significativamente menor que LAM
(p<0,001), mas estatisticamente semelhante ao grupo LESAO (p>0,05). Apesar de nao ter
sido evidenciada diferenca significativa entre o grupo EACPG300 (3,55 + 0,19) e LESAO
(p>0,05), o tratamento com a dose de 300 mg/kg levou as contagens médias de neurdnios a
valores estatisticamente semelhantes ao grupo LAM (p>0,05), o que também foi visto no
grupo tratado com metilprednisolona (METIL) (p>0,05).

Para determinar em qual regido anatomomorfol6égica do hipocampo houve maior ou
menor perda de neurbnios, foi realizada a analise quantitativa desta populacdo celular nos
diferentes setores, denominados CA1l, CA2 e CA3. De maneira similar aquela observada
anteriormente na andlise de neurbnios totais, o nimero médio de neurbnios no setor CAl
(Figura 16.B) observado no grupo LESAO (2,35 + 0,42) e EACPG100 (3,36 + 0,24) também
foi significativamente menor que em LAM (5,31 + 0,43)(p<0,001 e p<0,01, respectivamente).
Por outro lado, os grupos EACPG300 (4,61 + 0,35) e METIL (4,71 + 0,57) apresentaram
contagens médias de neurdnios significativamente maiores que o grupo LESAO (p<0,01 e

p<0,001, respectivamente) e estatisticamente semelhantes ao grupo LAM (p>0,05). No
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entanto, ndo foi observada diferenca significativa na contagem média de neurbnios nos
setores CA2 e CA3 entre os grupos analisados (p>0,05).

No lado contralateral ao lesionado (lado esquerdo, Figura 17.A), apesar do nimero
médio de neurbnios totais observado em EACPG100 (3,13 = 0,15) ter sido
significativamente menor que no grupo LESAO (4,58 + 0,23) (p<0,001) e METIL (4,35 +
0,30) (p<0,05), todos os grupos que sofreram lesdo medular, incluindo o EACPG300 (3,71 +
0,18), exibiram numeros médios de neurdnios totais estatisticamente semelhantes aquele
observado no grupo LAM (3,78 + 0,24) nao lesionado (p>0,05). Além disso, ndo houve
qualquer diferenga na contagem média de neurbnios entre 0s grupos estudados,
independente do tratamento, quando foram analisados, separadamente, os setores CAl,
CA2 e CA3 (p>0,05) (Figura 17.B).
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Neurdnios totais Area CA1

Figura 16. A) Seccéo histolégica corada em HE de regido do hipocampo ilustrativa das areas anatomomorfolégicas CA1 (memoria similar & episédica), CA2
(memoria social) e CA3 (memodrias parciais) nas quais foi realizada a andlise quantitativa de neurdnios no lado direito (100 x). B) NUumero médio de
neurénios/1000 um2 nas areas anatomorfolégicas analisadas. Dados expressos como média + erro padrédo da média. Diferencas significativas em relacéo ao
grupo LAM estdo expressas como: *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001; diferencas significativas em relagéo ao grupo LESAO estdo expressas como: #p<0,05,
##p<0,01 e ###p<0,001; diferencas significativas em relacdo ao grupo EACPG100 estdo expressas como: “p<0,05, **p<0,01 e “**p<0,001 (teste ANOVA
seguido de teste de comparacdes mdltiplas de Tukey).
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Neurdnios totais Area CA1

Area CA3

Figura 17. A) Seccao histoldgica corada em HE de regido do hipocampo ilustrativa das areas anatomomorfoldgicas CA1 (memoaria similar a episédica), CA2
(memdria social) e CA3 (memdrias parciais) nas quais foi realizada a analise quantitativa de neurdnios no lado esquerdo (100 x). B) Niamero médio de
neurdnios/1000 pm2 nas areas anatomorfologicas analisadas. Dados expressos como média + erro padrdo da média. Diferencas significativas em relacédo ao
grupo LESAO estdo expressas como: "p<0,05, #p<0,01 e " p<0,001; diferencas significativas em relacdo ao grupo EACPG100 estdo expressas como:

4p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 (teste ANOVA seguido de teste de comparacdes multiplas de Tukey).
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7. DISCUSSAO

Nesse estudo um novo método cromatografico por CLAE-DAD-ESI/MS foi
desenvolvido para identificacdo e quantificacdo dos compostos quimicos, &cido galico e
acido eldgico, presentes no EACPG, desta forma foi possivel observar a presenca destas
substancias na amostra utilizada nesse trabalho. Alguns estudos referem o acido galico e o
acido elagico estdo presentes 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, apresenta substancias, o que se assemelha aos achados de Fischer et al.
(2011) e de Brighenti et al. (2017), que analisaram o0 extrato da casca do fruto de P.
granatum e confirmaram por meio de CLAE-DAD/MS a presenca desses compostos
fendlicos, dentre ele o &cido gélico e o acido elagico. A importancia destes compostos para
a presente proposta relaciona-se as suas agodes ja descritas para o sistema nervoso (ZAHIN;
AQIL; AHMAD, 2010; KAZEMI et al., 2016).

Para avaliar a atividade locomotora dos animais, o teste de campo aberto foi
realizado e observou-se diferenca entre o nimero médio de exploragdes horizontais entre o
grupo LAM e todos os grupos leséo, com diminuicdo da atividade motora. Este achado pode
estar relacionado a intensidade da lesdo produzida e é indicativo da efetividade da lesao.
Em estudo Wu et al., (2014a) ao analisarem a memoria de trabalho, em lesdo cronicas,
utilizando método Infinite Horizon Spinaal Cord Impactor, em camundongos, e dividindo os
grupos conforme gravidade da leséo (leve, moderada ou grave) observaram que 0s animais
cuja lesdo foi moderada ou grave, apresentaram uma reducdo significativa da atividade
motora esponténea, apés 11 semanas, em comparagdo com 0S animas do grupo
laminectomia.

O tratamento com EACPG, nas doses utilizadas, ndo modificou o efeito da les&o
sobre a atividade motora no campo aberto. Isoladamente, este dado sugere que ndo houve
efeito neuroprotetor pela administragdo do EACPG ou METIL sobre a lesdo medular.
Embora ndo existam trabalhos mostrando os efeitos do EACPG sobre a lesdo medular, este
dado é distinto em relagdo aos dados da literatura que mostram ag¢do neuroprotetora da
roma sobre diferentes doencas (LIU et al., 2017; AHMED et al., 2014a). Especula-se que a
medida de explora¢cdes horizontais isoladamente possa néo ter refletido a melhora funcional
apés os tratamentos com EACPG e Metil que pode ter sido mais bem observada, por
exemplo, através da escala de avaliagdo motora de Basso, Beatie e Bresnahan (1995).

No presente estudo observou-se reducgdo significativa de neurénios hipocampais no
lado homolateral a lesdo medular. Estes dados sugerem que a lesdo medular pode afetar o

hipocampo e, por consequéncia, pode ter reflexos indesejaveis na memdéria, conforme
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previamente relatado por Wu et al., (2014 a,b; 2016). Além disso, a analise quantitativa nos
setores do hipocampo indicou que esta redugcé@o ocorreu basicamente em CAL, sugerindo
maior impacto na regido que reflete a memaria similar & episodica (CHANG et al., 2009). Do
mesmo modo, estudos observaram por meio de reagdo imunohistoquimica, que apos LM,
houve uma reducd@o no nivel da expressdo de BDNF no hipocampo (FUMAGALLI et al.,
2009) com énfase no setor CA1 (JING et al., 2017). O fator neurotrofico derivado do
cérebro (BDNF), é conhecido por regular a neurogénese adulta e poderia estar envolvido
em alteracbes cerebrais apés a LM (LEE et al., 2002; SCHARFMAN et al.,, 2005;
FUMAGALLI et al., 2009). Estudos tem demonstrado que a reducdo da neurogénese do
hipocampo esta correlacionada com a diminuicdo dos niveis dessa proteina (FELIX et al.,
2012).

Atualmente, h& evidéncias convincentes que sugerem que a lesdo medular crénica
resulta em uma neuroinflamacdo em nivel central (FELIX et al., 2012; WU et al., 2014 a, b;
MALDONADO-BOUCHARD et al., 2016; JURE et al., 2017), especialmente no tadlamo, mais
especificamente em nivel das proje¢fes hipotalamicas, e no hipocampo (HULSEBOSCH et
al., 2009; ZHAO et al., 2007). Um estudo recente forneceu evidéncias de uma relacdo entre
a elevacédo dos niveis de citocinas periféricas e do hipocampo e o aumento da depresséo ou
sinais semelhantes a ansiedade apds a contusdo da medula espinhal de roedores
(MALDONADO-BOUCHARD et al.,, 2016). Adicionalmente, Faden et al. (2016)
demonstraram que células microgliais sdo ativadas no coértex cerebral, no talamo e no
hipocampo de ratos submetidos a lesdo medular experimental. Os autores descreveram que
h&d uma diminuicdo significativa no numero de células microgliais em repouso, que
apresentam morfologia celular ramificada, € um aumento no nimero de células microgliais
ativadas, que se apresentam morfologicamente hipertréficas. As Ultimas mudancas na
morfologia da microglia estdo associadas a expressao de citocinas pro-inflamatérias (M1) e
sdo observadas tanto nas fases aguda como cronica pés-trauma (WU et al., 2014 a, b). Os
niveis de TNF-a, IL-6 e genes do ciclo celular (ciclina Al, A2, D1, PCNA) também s&o
cronicamente aumentados no hipocampo apos lesdo medular grave (WU et al., 2014 a, b).

A reatividade das células da glia estd relacionada a intensidade da leséo
medular. Células microgliais e astrocitos em condi¢des patoldgicas (estresse cronico, lesao,
doencas neurodegenerativas, diabetes, envelhecimento, infec¢do) tornam-se reativos e
desenvolvem uma resposta neuroinflamatoéria que leva a déficits cognitivos e emocionais
(SIERRA et al., 2014). Embora o mecanismo preciso de lesdo do hipocampo apoés injurias
traumaticas na medula espinhal ndo esteja totalmente elucidado, acredita-se que além da
reatividade das células gliais, mondcitos sdo recrutados e responsaveis por criar um meio
téxico dentro do hipocampo, uma vez que essas células sdo fonte de espécies reativas de

oxigénio, metaloproteinases, elastases e catepsinas, além de citocinas pré-inflamatorias e
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quimiocinas (HOWE et al., 2012) e poderiam, dessa forma, induzir lesdo oxidativa e
apoptose, contribuindo para destruicdo das células neuronais, especialmente dos neurdnios
piramidais do hipocampo CA1, causando, por consequéncia, comprometimento do
desempenho cognitivo e emocional. Corroborando com os nossos achados, Wu et al. (2014
a,b) demonstraram que a lesdo medular moderada e grave - mas ndo leve - aumentou o
estresse do reticulo endoplasmético das células nervosas, reduzindo consequentemente a
sobrevivéncia neuronal e gerando destruicdo significativa de neurbnios no hipocampo, no
cértex e no tadlamo, regides cerebrais importantes associadas com o declinio cognitivo e a
depressédo (WU et al., 2014 a, b; 2016).

O tratamento com a metilpredinisolona, no presente estudo, levou as contagens
médias de neurdnios hipocampais a valores estatisticamente semelhantes ao grupo LAM
(p>0,05). Esses achados sdo compativeis com o de estudos anteriores que avaliaram o0s
efeitos desse farmaco no trauma medular em modelo roedor (BOWERS et al., 2014). Esta
bem documentado que o hipocampo e o cortex cerebral sdo vulneraveis as agbes de
glicocorticoides e que a corticosterona liberada na fase aguda apds a LM tem o poder de
promover modulagéo do cérebro produzindo alteragdes de longo prazo (LUCASSEN et al.,
2015). Resultado semelhante também foi visto no grupo tratado com o EACPG na dose de
300 mg/Kg (p>0,05), sugerindo um possivel efeito neuromodulador. De fato, estudos prévios
in vitro demonstraram que o pré-tratamento de neurdnios com a punicalagina promoveu
diminuicdo significativa dos danos induzidos pelo peréxido de hidrogénio (H,0,),
proporcionou modulacdo da cascata apoptotica (ODUBANJO et al.,, 2018) e apresentou
efeito neuroprotetor o dano oxidativo induzido pela isquemia cerebral por perfusdo em ratos
(YAIDIKAR; BAYNA; THAKUR, 2014). Adicionalmente, extratos ricos em &cido galico
proporcionaram melhora da funcdo cognitiva (meméria de trabalho) em roedores através da
modulacdo de enzimas colinérgicas e antioxidantes (ODUBANJO et al., 2018).
Curiosamente, estudos recentes também demonstraram que o &cido elagico, um dos
compostos presentes no EACPG, teve efeito terapéutico sobre os déficits de memoria,
alteracdo na conducdo de impulsos nervosos e aumento no teor de interleucinas proé-
inflamatdrias apos trauma encefélico em roedores (MASHHADIZADEH et al., 2017). Este
resultado corrobora com os achados do teste de labirinto em Y, que evidenciou que os
animais tratados com o EACPG na dose de 300 mg/ Kg, apresentaram um aumento na
porcentagem de alternacdes corretas em relacdo a todos os grupos 28 dias apos lesdo
medular, o que indica uma possivel acdo neuroprotetora do EACPG em nivel central.

Resultados similares foram reportados por Hartman et al., (2006) que mostraram
efeito protetor dos compostos fendlicos presentes no suco de roma sobre os parametros
comportamentais e neuropatolégicos em modelo animal para estudo da doenca de

Alzheimer, bem como os resultados reportados por Morzelle et al., (2016) que sugerem acéo
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positiva do extrato da casca de romd& sobre a memodria, evidenciada por meio do
teste no Labirinto de Barnes. Adicionalmente, Riaz; Ra; R4, (2014), observaram que 0 suco
de roma melhorou o desempenho de ratos em teste de esquiva passiva, indicando acéo
sobre a memoria de curto prazo. Conforme observado por estes mesmos autores, 0S
mecanismos de acdo da romd frente as desordens neurodegenerativas envolvem a
diminuicdo da formacdo de espécies reativas de oxigénio (BRAIDY et al.,, 2013) e a da
resposta inflamatéria (OWACHRIF et al., 2012), presentes também no quadro de LM (LIU et
al., 1999). Fatima et al. (2017) observaram que o suco da roma em modelo experimental de
amnésia induzida por escopolamina também promoveu efeito neuroprotetor notavel sobre a
memoria, aprendizagem, cognicdo e parametros comportamentais. Além disso, existem
evidéncias da acdo de extratos e suco de roma sobre o sistema nervoso central integro,
incluindo atividades ansiolitica e antidepressiva (KUMAR; MAHESHWARI; SINGH, 2008;
RIAZ; KHAN, 2017), o que poderia explicar, a0 menos em parte, a diferenga observada
entre o grupo ECAPG 300 e o grupo LAM, no teste de labirinto em Y.

Em nosso estudo, a avaliacdo da memoria de trabalho analisada por meio do teste
de labirinto em Y n&o demonstrou diferengas significativas entre o grupo LAM e LESAO. No
entanto, a avaliacdo histolégica do numero percentual médio de neurdnios/campo
histolégico no hipocampo demonstrou diferenca significativa entre o grupo LESAO e LAM.
Esse aparente paradoxo pode ser fruto da plasticidade neuronal e tentativa de
reorganizacdo funcional do hipocampo como estratégia de minimizar os danos a essa
estrutura (GRIGOREAN et al., 2009; JING et al.,, 2017). No entanto, a longo prazo, a
interrupcao do circuito ou a perda da regulacdo homeostatica de neurotransmissores e ions
desencadeados pelas alteragfes inflamatérias locais podem promover prejuizos cognitivos
(JURE et al., 2017).

Em sintese, a lesdo medular resulta em neuroinflamacdo cronica do cérebro
produzindo uma neurodegeneragdo progressiva e déficits funcionais como
comprometimento cognitivo e comportamento depressivo (FADEN et al., 2016). Essas
anormalidades cerebrais a longo prazo e a neuroinflamacdo difusa associada podem
explicar deficiéncias comportamentais exibidas em pacientes com trauma da medula
espinhal (DAVIDOFF et al., 1992; DOWLER et al., 1997; LAZZARO et al., 2013). No
entanto, estudos ainda sdo necessérios para compreender 0S mecanismos e eventos
bioquimicos responsaveis pelas alteracbes hipocampais apés lesdes medulares
traumaticas. Futuras estratégias de reabilitacdo devem ser desenvolvidas para melhorar ndo
apenas as habilidades sensoriais, mas também a funcdo cognitiva, visto que a leséo
medular promove mudancas cerebrais crbénicas, trazendo consequéncias drasticas para a
qualidade de vida dos pacientes afetados. Portanto, as terapias futuras devem incluir a

inibicdo da resposta inflamatéria cerebral pés-traumatica para evitar déficits cognitivos e
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emocionais. Neste sentido, o tratamento com EACPG a 300 mg/kg parece constituir uma
abordagem terapéutica promissora.

8. CONCLUSAO

Conclui-se que o método cromatografico desenvolvido foi Util para a obtencédo do
perfil cromatografico do EACPG e, ainda, para a identificacdo e quantificacdo dos
marcadores quimicos &cido galico e acido elagico presentes no extrato. Além disso, 0s
parametros de validacao apresentaram-se conforme o recomendado pela legislacéo vigente,
garantindo a eficiéncia e reprodutibilidade do método.

Adicionalmente, a lesdo medular promoveu diminuicdo da atividade motora e o
referido extrato foi capaz de melhorar o desempenho no teste de memoaria, além de proteger
neurdnios hipocampais da neurodegeneracéo cerebral decorrente de lesdo medular espinal.
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