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CORINTIOS 13:1-13

Ainda que eu falasse as linguas dos homens e dos anjos, e néo tivesse amor, seria

como o metal que soa ou como o sino que tine.

E ainda que tivesse o dom de profecia, e conhecesse todos 0s mistérios e toda a ciéncia,
e ainda que tivesse toda a fé, de maneira tal que transportasse 0os montes, e nao tivesse

amor, nada seria.

E ainda que distribuisse toda a minha fortuna para sustento dos pobres, e ainda que
entregasse 0 meu corpo para ser queimado, e ndo tivesse amor, nada disso me

aproveitaria.

O amor é sofredor, € benigno; o0 amor ndo é invejoso; 0 amor ndo trata com leviandade,
nao se ensoberbece. Nao se porta com indecéncia, ndo busca os seus interesses, ndo

se irrita, ndo suspeita mal; N&o folga com a injustica, mas folga com a verdade;

Tudo sofre, tudo cré, tudo espera, tudo suporta.

O amor nunca falha; mas havendo profecias, serdo aniquiladas; havendo linguas,

cessardo; havendo ciéncia, desaparecera;

Porque, em parte, conhecemos, e em parte profetizamos; Mas, quando vier o que é

perfeito, entdo o0 que o € em parte sera aniquilado.

Porque agora vemos por espelho em enigma, mas entdo veremos face a face; agora
conhego em parte, mas entéo conhecerei como também sou conhecido.
Agora, pois, permanecem a fé, a esperanca e o amor, estes trés, mas o maior destes é

O amor.
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RESUMO

A lesédo da medula espinal (LME) pode provocar danos aos neuronios com comprometimentos
permanentes da funcdo sensorial e motora. O trauma inicial acarreta respostas como
inflamacao, excitotoxicidade, morte neuronal e formacdo de cicatriz glial que impede a
reconexdo axonal. O extrato hidroetandlico da prépolis vermelha (EHPV), rico em flavonoides,
e seu marcador quimico, a formononetina possuem atividade neuroprotetora e anti-inflamatéria
e poderiam ser considerados, portanto, como estratégias terapéuticas para a minimizacdo dos
danos causados pela LME. Este trabalho propds avaliar o efeito neuroprotetor da propolis
vermelha e da formononetina, sobre a LME causada por hemissec¢cdo medular em nivel
toracico. O EHPV foi caracterizado quanto ao rendimento da extracdo e composi¢cao quimica,
esta Ultima avaliada através de espectrometria de massa com injecdo direta em fonte
eletrospray. Grupos distintos de animais (ratas Wistar fémeas) foram utilizados para avaliagéo
dos efeitos de EHPV e da formononetina, separadamente. Os tratamentos foram administrados
diariamente durante 21 dias por via oral: EHPV 10 mg/Kg e 30 mg/Kg, formononetina 10 mg/Kg
e 30 mg/Kg ou veiculo (polissorbato 2%). A metilprednisolona (farmaco padrao) foi administrada
por via intraperitoneal uma Unica vez imediatamente apés LME (30 mg/Kg). Um grupo de
animais (controle) foi submetido apenas a laminectomia e tratado com veiculo (1 mL). A
avaliagdo locomotora foi realizada em 1, 7, 14 e 21 dias, e os animais foram eutanasiados 21
dias apos o inicio dos tratamentos. A avaliacdo histolégica do tecido medular no epicentro e em
torno da leséo foi realizada por meio de microscopia Optica apos coloracdes de hematoxilia-
eosina (modificacBes estruturais e resposta inflamatdria), Cresil violeta para a substancia de
Nissl (quantificacdo de neurdnios), marcag¢do imunohistoquimica para a proteina glial fibrilar
acida (GFAP, astrécitos reativos) e para TUNEL (células neuronais em apoptose). O
rendimento do EHPV foi de 17%. A andlise quimica do EHPV detectou presenca de
Liquiritigenina m/z 257,08; Formononetina m/z 269,08; Biochanina A m/z 285,08; Medicarpina
m/z 271,09 e Retusapurpurina m/z 523,17. O tratamento oral com ambas as doses de
formononetina e com EHPV a 10 mg/Kg, bem como o tratamento intraperitoneal com a
metilprednisolona promoveu recuperacdo funcional a partir da segunda semana e aumento do
namero médio de neurbnios remanescentes, reducao da reacao inflamatéria e reducédo da
expressao de apoptose e de GFAP aos 21 dias, em relacdo aos grupos lesionados tratados
com veiculo, que por sua vez mostraram diminuicdo de todos os pardmetros avaliados em
comparagdo com o grupo submetido apenas a laminectomia. Os resultados obtidos evidenciam
um provavel efeito neuroprotetor do EHPV e da formononetina apds LME em ratos.

Palavras-chaves: Hemisseccao; apoptose; inflamacéo; flavonoides; neuroprotecao.
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ABSTRACT

Spinal cord injury (SCI) can cause damage to neurons with permanent sensory and motor
function impairments. The initial trauma causes inflammation, excitotoxicity, neuronal death
and the formation of a glial scar that prevents the axonal reconnection. The hydroethanolic
extract of red propolis (EHPV), rich in flavonoids, and its chemical marker, formononetine, have
presented neuroprotective and anti-inflammatory activities and could be, therefore, considered
as therapeutic strategies to minimize the damages caused by LME. The aim of this studywas
to evaluate the neuroprotective effects of red propolis and formononetin after SCI caused by
thoracic hemisection. The EHPV was characterized regarding extraction yield and chemical
composition, this latter one by means of mass spectrometry with electrospray injection.
Different groups of animals (female Wistar rats) were used to evaluate the effects of HERP
and formononetin, separately. The treatments were administered daily for 21 days p.o.: HERP
10 mg/Kg and 30 mg/Kg, formononetine 10 mg/Kg and 30 mg/Kg or vehicle (polysorbate 2%).
The methylprednisolone (standard drug) was administered intraperitoneally (i.p.) only once,
acutely after LME (30 mg/Kg). One group of animals (control) was submitted to laminectomy
alone and treated with vehicle (1 mL). The locomotor evaluation was performed at 1, 7, 14 and
21 days, and the animals were euthanized 21 days after the start of the treatments. Histological
evaluation was performed at the epicenter and around the lesion site, by means of optical
microscopy after the staining of sections with hematoxylosin (structural modifications and
inflammatory response), Cresil violet for the substance of Nissl (quantification of neurons),
immunohistochemical labeling for the glial fibrillary acidic protein (GFAP, reactive astrocytes)
and for TUNEL (apoptosis). The yield of red propolis extraction was 17%. The chemical
analysis of HERP detected the presence of Liquiritigenin m/z 257,08; Formononetin m/z
269.08; Biochanin A m/z 285.08; Medicarpin m/z 271.09 and Retusapurpurin m/z 523.17.
Treatment with both doses of formononetin, as well as with methylprednisolone and 10 mg/Kg
HERP promoted functional recovery from the second week, increased the mean number of
remaining neurons and also reduced inflammatory response, poptosis and GFAP expression
at 21 days, in relation to the injured groups treated with vehicle. This, in turn, showed decrease
of all parameters evaluated in comparison to the laminectomy group. The results evidenciated
the neuroprotective effects of HERP and formononetin after SCI in rats.

KEY WORDS: Hemisection; apoptosis; inflammation; flavonoids; neuroprotection

Xii



CAPITULO 1
1 INTRODUCAO

As estratégias terapéuticas voltadas para o tratamento da lesdo medular espinal
(LME) consistem na utilizacdo de farmacos que possam reduzir os efeitos secundarios
decorrentes da lesao, 0s quais sdo os responsaveis pela progressao do quadro neurolégico
(CAVOS et al., 2016; FEHLINGS et al., 2017; RUFATTO et al., 2017; ZANG et al., 2017,
YATOO et al., 2018). Neste sentido, conter ou reduzir a resposta inflamatoria e a producéo de
espécies reativas de oxigénio parece ser a mais eficiente estratégia terapéutica para a
minimizacao de efeitos deletérios importantes apés LME, como a apoptose e a formacéo da
cicatriz glial causada por astrogliose (HARA et al., 2017).

O tratamento clinico convencional voltado para a LME compde-se de terapia cirlrgica
combinada com altas doses de Metilprednisolona (MP). Enquanto que os procedimentos
cirdrgicos descomprimem e restauram anatomicamente a coluna vertebral (AHUJA et al.,
2016), a MP, um glicocorticéide sintético que diminui a peroxidagéo lipidica e a resposta
inflamatéria, € o Unico medicamento aprovado para uso clinico durante o tratamento agudo
da lesdo medular espinal. No entanto, a utilizacdo de altas doses desta droga em nivel
sistémico ainda é controversa, devido & sua associagdo com efeitos colaterais graves,
incluindo infeccbes, hemorragia, doengas gastrointestinais (ZHANG, HOLSCHER, MA, 2017),
sepse, pneumonia aguda e miopatias (CAVOS et al.,, 2016), que acompanham apenas
melhorias modestas na recuperacéo do quadro neurolégico (CAVOS et al., 2016; FEHLINGS
etal., 2017).

Diante disso, estudos pré-clinicos com a utilizacdo de produtos naturais e suas
moléculas bioativas séo realizados visando a descoberta de novos farmacos, capazes de
minimizar os efeitos deletérios poés LME, por apresentarem acdes antioxidantes, anti-
inflamatdrias e neuroprotetoras (ZAO et al., 2011; SIRACUSA et al., 2016; RUFATTO et al.,
2017; ZANG et al., 2017; YATOO et al., 2018).

A propolis, por exemplo, é um produto natural de caracteristica resinosa que vem
sendo amplamente estudada devido as suas atividades biologicas (SUNG et al., 2017; NY et
al., 2017). No Brasil existem 13 variedades de prépolis com caracteristicas e atividades
biol6gicas distintas. A prépolis vermelha é o décimo terceiro tipo, encontrada no Nordeste e
contém como principais marcadores quimicos flavonoides como biochanina A, quercetina e a
formononetina. O extrato hidroetandlico da prépolis vermelha apresenta acgdes anti-
inflamatéria (BUENO-SILVA et al., 2013; LIMA CAVENDISH et al., 2015; BARBOSA et al.,
2016), antioxidante (DA COSTA et al., 2015; DE MENDONCA et al., 2w015) e neuroprotetora,
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tendo promovido a recuperacao funcional e reparo axonal apés a lesao do nervo ciatico em
ratos (BARBOSA et al., 2016).

Sabe-se que o EHPV é capaz de inibir multiplas vias de sinalizacdo mediadas por
macrofagos através da reducdo dos niveis de oOxido nitrico, citocinas proé-inflamatérias,
quimiocinas e genes associados a sinalizagcéo da inflama¢éo em estudos in vitro (BARBOSA
et al, 2015: BUENO-SILVA et al., 2016: BUENO-SILVA et al., 2017). Neste sentido, estudar a
acao e mecanismos do EHPV diante dos sérios embates que concernem a LME pode ser,
portanto, uma interessante estratégia terapéutica para a minimizacdo da inflamagéo e

formacao de radicais livres no tecido medular espinal e melhoria do quadro clinico p6és LME.

Outros estudos pré-clinicos reportaram a a¢do neuroprotetora da formononetina em
modelos experimentais de lesdo traumatica encefalica diante da isquemia e hipdxia cerebral
(ZHU et al., 2014), promovendo melhoria do quadro neurolégico, modulagédo de Bax/Bcl-2 e
da via de sinalizacdo PI3K/Akt, (LIANG et al., 2014), fator genético envolvido na apoptose
celular e déficits cognitivos. Em adicdo a formononetina mostrou efeito protetor em modelo
experimental para estudo da doenca de Alzheimer (WANG et al., 2018), diminuindo a
inflamacado e o transporte de proteina B-amiloide (AB) (FEI et al., 2017). Diante dos efeitos
neuroprotetores apresentados, a formononetina poderia ser uma terapia interessante para o
tratamento da LME, principalmente através da inibicdo de apoptose, da resposta inflamat6ria

e do estresse oxidativo (LI et al., 2014).

N&o ha relatos do efeito neuroprotetor do EHPV ou da formononetina sobre a LME,
porém, considerando as acfes bioldgicas de tais moléculas, em tratamentos de traumas
ocorridos no SNC, esses poderiam ser considerados para avaliagdo de novas estratégias
terapéuticas para traumas medulares espinais, podendo combater biologicamente 0 momento

mais critico da lesdo que exacerba a inflamacéo local e a excitotoxicidade ap6s a LME.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito neuroprotetor do EHPV e da Formononetina sobre a LME em ratas.

2.2 Objetivos Especificos

Investigar possiveis mecanismos subjacentes a acao neuroprotetora do EHPV e da

Formononetina em modelo de LME por hemisseccéo, avaliando;
¢ ModificacBes sobre a recuperacao funcional;

¢ Alteracdes histopatoldgicas da medula espinal pos lesdo quanto a intensidade da leséo,
resposta neuroinflamatéria e apoptose celular.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Lesdo medular espinal

Lesdo medular espinal traumatica (LME) € um problema clinico que afeta
principalmente homens, com idade entre 17 e 35 anos (CHEN et al., 2013; AHUJA et al.,
2017). Também representam de 1 a 2% de todas as fraturas pediatricas (SAMANO: NISTRI,
2017). E caracterizada por um trauma externo que causa dano, em qualquer ponto da medula
espinhal ou calda equina (ASIA 2013), podendo causar prejuizos irreversiveis aos neurénios,
axobnios e glias. Estes prejuizos, geralmente levam os acometidos a reducao da capacidade
fisica, neurol6gica e perda de massa muscular, bem como a geracao da disfungcéo autonémica
cardiovascular (HAGEN et al., 2012). De acordo com a literatura nao existe tratamento efetivo
para a cura ap6s a LME (MOTHE et al., 2017).

Mundialmente a LME apresenta alta incidéncia, atingindo de 30 a 40 casos a cada 1
milh&o de habitantes por ano, podendo esses dados sofrerem variacdes a depender da regido.
Na América do Norte a incidéncia da LME é de 39 casos por milhdo de habitantes - 1,3 milhdes
de acometidos (ROUANETE et al., 2017). Na Australia, sao 16 casos por milhdo de habitantes,
engquanto que na Europa Ocidental os nimeros conferem 15 casos por milhdo de habitantes.
Dez mil novos casos surgem anualmente s6 nos Estados Unidos (National Spinal Cord Injury
Statistical Center 2016).

Nos paises relatados, as principais causas da LME sdo as quedas de alturas, 31%
das lesdes, acidentes de transito 56% (COLLIE et al., 2018), seguidas de lesbes relacionadas
ao esporte, entre 10 e 17% dos lesionados. Ocorre com maior frequéncia ao nivel da coluna
cervical aproximadamente 60% das lesdes, seguidamente das lesdes toracicas com 32%, e
ainda as lesbes lombossacrais que acontecem em 9% dos casos de LME. Apesar do aumento
da sobrevivéncia dos pacientes traumatizados, mediante a evolucédo cientifica, a LME ainda
leva a 6bito 17% dos pacientes acometidos (LEE et al., 2014; AHUJA et al., 2017),

No Brasil, a LME ndo apresenta exata notificacdo de incidéncia de casos, porém o
estudo de Botelho et al. (2014), faz uma estimativa da incidéncia anual em 21 pacientes por
milh&o habitantes que dentre as principais causas estdo: Em primeiro lugar, os acidentes de
transito, 48,9% dos casos, seguido de 24,8% dos casos oriundos de agressdes por arma de
fogo, arma branca e agresséo fisica. As quedas ficaram em terceiro lugar com 15,2% dos
casos. Acidentes com mergulho, quarto lugar com 4,7% dos casos, impactos por objetos
pesados 1,7%, outras causas aparecem em sexto lugar com 4,8% dos casos relatados na
pesquisa do SARAH. De forma geral, as informag8es sobre o nimero de casos, podem ser

ainda maiores que o mencionado, visto que em muitos casos, principalmente em paises
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subdesenvolvidos, existe uma grande dificuldade de deteccado das lesdes e consequente
dificuldade de identificacdo do diagndstico (LEE et al., 2014).

A LME apresenta natureza complexa e variavel, podendo estar associada a lesbes
mecéanicas diferentes, ou ainda resultar na combinac¢éo de dois ou mais traumas mecanicos.
Sdo eles: Contusdo, compressdo e laceracdo, que estardo diretamente relacionados a
gravidade da lesdo priméaria (GENSEL; OOR, 2017). Independente da causa, 0s eventos que
envolvem a LME e s&o capazes de comprometer a qualidade de vida dos pacientes, consiste
em dois momentos temporalmente relacionados, etiologicamente denominados de lesao
priméria e lesdo secundaria (AHUJA et al., 2017; SAMANO; NISTRI, 2017).

A leséo primaria é resultante do trauma mecénico inicial, que quase sempre danifica
a coluna vertebral e compromete e ou interrompe imediatamente a comunicacao entre sistema
nervoso central (SNC) e sistema nervoso periférico (SNP). A lesé@o priméaria é causada por
compressao e ou transeccdo da medula espinhal, lesionando diretamente os elementos
neurais. A partir do trauma mecanico as mudancas bioloégicas que ocorrem no local da leséo
sao destrutivas e podem estar temporariamente relacionadas em fases assim denominadas:
lesdo aguda (até 48 horas apos o trauma), lesdo subaguda (de 48 horas a 14 dias apés o
trauma), lesdo intermediaria (de 15 dias a 6 meses ap0s o trauma) e a leséo crbnica (6 meses
apoés o trauma). Os eventos que ocorrem na fase aguda determinam a gravidade da lesdo e
déficits futuros (SAMANO; NISTRI, 2017).

No primeiro momento apés a lesédo, o organismo tenta reagir aos insultos causados
pelo trauma primario respondendo com a producao de cascatas moleculares, celulares e
extracelulares com acao protetora e reparadora, que em desequilibrio contribuem para a
progressao do quadro clinico (GENSEL; OOR, 2017), dando origem a inflamacéo,
peroxidacgao lipidica e excitotoxicidade. Formacéo de edema, isquemia e hipoxia decorrentes
da hemorragia, alteracé@o do fluxo sanguineo (IMPELLIZZERI et al., 2012), além do influxo de
ions que ocorre em funcéo da ruptura de axénios e reacao celular no microambiente medular,
que por sua vez, sofrem influéncia das alteragbes da barreira hematoencefalica na regiéo
medular (DEFINO, 1999; CUSTODIO, 2008; PERALE et al., 2012).

A resposta fisiolégica em relagdo ao trauma vai além da lesdo priméaria
caracterizando a les@o secundaria. (AHUJA et al., 2016). ApOs a compressao e ou transeccao
da medula espinal que danifica neurdnios e oligodendrdcitos - células mielinizantes do SNC —
e ainda interrompe a vascularizagédo local comprometendo a barreira hematoencefalica. O
sangramento que procede a lesdo, posteriormente darda origem a lesdo isquémica um

importante fator que desencadeiam a cascata de eventos que origina a lesdo secundaria
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(CHEUNG et al., 2015). Os oligodendrécitos danificados perdem sua fungédo e deixam de
permeabilizar neurdnios levando-os a morte programada. A leséo isquémica acontece devido
a destruicdo do fornecimento microvascular da medula espinhal minutos ap6és a leséo, além
disso, as lesbes dos vasos sanguineos podem causar hemorragias graves (GAUDET;
FONKEN, 2018).

Independentemente do tipo de lesdo, a resposta regenerativa é severamente limitada
no SNC em mamiferos adultos. No caso da lesdo medular, esta dificuldade pode resultar da
resposta inflamatoria (FRANZEN et al., 1998), da expressédo de moléculas axonais inibidoras
do crescimento (FAWCETT;, ASHER, 1999) e da reducdo de fatores neurotréficos
(WIDENFALK et al., 2001). De modo geral, a inflamacdo aguda no organismo, esta
relacionada a resposta defensiva do organismo a agentes infecciosos e a proliferacao de
neutrofilos, enquanto que a inflamacgéo crénica é persistente e possui exacerbada presenca
de macrofagos e linfocitos (FRANCHIN et al., 2016).

A lesdo neural expressa por secg¢éo, no tecido medular, repercuti no rompimento de
células nervosas e vasos sanguineos, formacao de cavitagdes cisticas e cicatriz glial, capazes
de inibirem a regeneracgéo celular local. Os proximos eventos sédo morte celular e perda axonal
acarretando a interrupgcdo do impulso nervoso, morte neuronal imediata e hemorragia local
(AHUJA et al, 2016), propiciando a infiltracdo com troca de substancias inerentes ao meio
intra e extracelular, nocivas ao tecido neuronal (FRANCHIN et al., 2016). Estes eventos que
surgem ainda com a les&o primaria, viabilizam a ampliagdo da lesdo. Assim como mostrado
na Figura 1, os eventos primarios originam a destruicdo progressiva dos tecidos em torno da
area central, caracterizam assim a segunda fase da lesdo chamada de lesdo secundaria
(AHUJA et al., 2016).
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Figura 1. Principais eventos envolvidos no processo pos trauma medular espinal traumatico
responsaveis pelo desenvolvimento da lesdo medular espinal secundaria. Fonte: AHUJA et al. (2017).

Ap6s a LME, a inflamacgéo leva o sistema imunolégico a secretar citosinas pro
inflamatérias, como o fator de necrose tumoral (TNF) e interleucina (IL)-18 (PINEAU,;
LACROIX, 2007), que em desequilibrio podem danificar tecidos saudaveis agravando ainda
mais a lesdo (SCHWAB et al.,, 2006; PERALE et al, 2012; OYIMBO 2011). Células
sanguineas sao recrutados para o local da lesao, onde sédo diferenciados em macrofagos com
funcao fagocitica. Além disso, no sitio da lesdo existem células residentes que no SNC sao
denominadas micréglia, também com funcéo fagocitica de patégenos e residuos celulares,
além de liberarem substancias quimicas que podem favorecer o reparo do tecido lesado, mas
gue em desequilibrio favorece a intensidade da leséo e inviabiliza a cura (BUENO-SILVA et
al., 2017).

Essas células liberam citocinas inflamatorias, radicais livres e éxido nitrico para
mediacao da lesdo. Ocorre também a ativacao de linfécitos que secretam citocinas e ativam
mais macrofagos amplificando assim a resposta imune. Visto que macréfagos possuem
enzimas extremamente lesivas que sao liberadas danificando tecidos integros na periferiada
lesdo. Ainda, as alteragdes quimicas no local da leséo favorecem o aumento de cavidades
gue sdo preenchidas por fluidos e circundadas por tecido cicatricial no centro da lesao,
exacerbando a disfuncdo neuroldgica, impedindo desta forma o crescimento neuronal
(WRIGHT et al., 2011; PERALE et al., 2012).
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As células gliais residentes, células imunes e células ndo residentes sdo ativadas,
proliferam-se e direcionam-se para o sitio da lesdo formando cicatrizes responsaveis pelo
impedimento do brotamento axonal. Dentro das cicatrizes as células produzem e liberam
fatores tréficos e toxicos como citocinas inflamatérias, radicais livres, enzimas proteoliticas e
aminoacidos excitatérios e ainda a secrecdo de substancias inibidores da regeneragéo axonal,
capazes de comprometerem e danificarem seriamente o microambiente celular e extracelular
(GENSEL; ZHANG, 2015).

Apos a LME, os astrécitos, células residentes mais abundantes no SNC, passam por
modificacdo fenotipica conhecida como astrogliose reativa. Os astrocitos primeiramente sao
denominados como astrécitos reativos e seguidamente astrdcitos formadores de cicatrizes.
No entanto, os astrdcitos reativos se transformam gradualmente em astrogliose reativa
formando cicatrizes astrociticas irreversiveis, que inibem a recuperagdo axonal, resultando
em recuperacéo funcional limitada, principal impedimento para a regeneragéo axonal do SNC,
Figura 2 (DEPAUL et al., 2017; HARA et al., 2017).

Trombose Infiltrag@o de células Liberagao de radicais livres de
vascullar Cavitagao cistica inflamatorias oxigénio

Hemorragia
Infiltracao de

Morte axonal
fibroblastos

N

O:)
T
=
Deposigao inibitoria v
de proteoglicanas fosspasmo
Infiltragao Edema em Desmielinizagao
microglial curso Astrogliose adicional

Figura 2. Progressao dos eventos ocorridos na lesdo medular espinal priméaria que daréo origem a
lesdo secundaria. Fonte: AHUJA et al. (2017).

Além disso, na cavidade cistica, os neurbnios secretam baixos niveis de genes
associados a regeneracgdo, por apresentarem déficits de transmissdes axonais ascendentes
e descendentes, desmielinizacdo, regeneracdo, plasticidade (DEPAUL et al., 2017). As
cavidades cisticas representam importantes obstaculos para a regeneracao tecidual apés

LME. Preenchidas por liquido cefalorraquidiano, apresentam-se no estagio crénico da LME,
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devastando ainda mais o tecido lesionado ao modo que impedem a organizacdo da matriz
extracelular e vascularizacdo local, dificulta a infiltracdo de elementos celulares e a

regeneracao de axdnios no espaco da cavidade cistica (HONG et al., 2017).

A resposta inflamatéria nas fases aguda e subaguda da leséo, aliada a interrupgéo
de funcionamento da barreira hematoencefélica na medula espinal favorece ainda mais o
edema na medula. O edema intensifica a lesdo e ainda pode causar novas lesdo por
compressdo mecanica adicional estendendo a lesdo por varios segmentos da coluna
vertebral. Podendo estar acompanhada de isquemia, reperfusdo, geracdo de espécies
reativas de oxigénio (EROS) e espécie reativas de nitrogénio (ERNS) através da
excitotoxicidade mediada pelo glutamato, acumulagéo intracelular de célcio, ativacdo de
proteases e caspases, bem como necrose celular e apoptose em torno do epicentro de leséo
(VISAVADIYA et al., 2016).

Ap6s a LME, hd uma perda de ax6nios e a expressao reduzidas de enzimas
importantes para a regeneragdo do tecido neuronal (LI et al., 2017). A participacdo de
neurotransmissores excitatorios é favorecida pelo influxo das citocinas que liberam
especialmente o glutamato. Quando em excesso, o glutamato desencadeia a produgéo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), em especial o 6xido nitrico (NO), um componente
fundamental na producéo do estresse oxidativo (GAO; LI, 2017). Sua producédo se da em
funcdo da despolarizacdo neuronal e abertura de canais iGnicos voltagem-dependentes
(canais principalmente de célcio e sodio) (SCHWAB et al., 2006; PROW; IRANI, 2008;
GENSEL et al., 2012).

O o6xido nitrico é formado pelas sintases do 6xido nitrico (NOS) essencial para a
vasorregulacao e neurotransmissdo do SNC, porém em excesso, sua producdo leva ao
aumento de vazamento de elétrons e formagdo de superéxidos (VISAVADIYA et al., 2016).
Age como sinalizadora que iniciam a progressao da inflamacgéo pds-traumatica e a apoptose
(HALL; SPRINGER, 2004; SCHWAB et al., 2006). Com a inflamacéo no tecido Neuronal, os
macroéfagos ativados produzem niveis excessivos de NO, que por atividade enzimatica induz
a sintetase do oxido nitrico induzivel (iNOS) (GAO; LI, 2017).

O estresse oxidativo € uma condicéo de desequilibrio entre a produgéo de EROs e 0
nivel de substancias antioxidantes no meio intracelular (GANDHI e ABRAMOV, 2012;
KOPPULA et al., 2012). A liberacdo de EROs é um evento precoce, que ocorre em poucos
minutos apds o impacto mecéanico que causa a LME (BAINS; HALL, 2012: VISAVADIYA et
al., 2016). Além disso, o aumento da producdo de EROS estd relacionada ao

comprometimento bioenergético mitocondrial apos lesdo em consequéncia do aumento do
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estresse oxidativo. A producdo de EROS ocorre dentro da matriz mitocondrial, por meio da
cadeia transportadora de elétrons, durante a producédo de energia a partir da glicose e do

oxigénio levando a formacao de agua oxigenada - H,O; (VISAVADIYA et al., 2016).

As EROs em excesso no tecido neuronal favorecem o estresse oxidativo e a
apoptose celular causando danos adicionais ao tecido local e neurodegeneracéo de tecidos
adjacentes ao sitio da lesdo (WRIGHT et al., 2011). Estas espécies refletem as reacdes de
lesdo excitotoxica (GENSEL et al., 2012), insuficiéncia respiratoria mitocondrial e dano
microvascular (BAINS; HALL, 2012), impedindo dessa forma a regeneracdo neuronal,
tornando-a extremamente limitada a poucos centimetros do local da lesdo (DEFINO 1999).

Enquanto a severidade da leséo inicial é dependente da natureza do trauma e ndo
pode ser controlada, a gravidade da lesédo secundaria, que dura de algumas horas até meses
apos o trauma, pode ser modulada através da utilizacdo de agentes farmacolégicos (HALL,
1993; DUMONT et al., 2001). Assim, tem se firmado o desenvolvimento de a¢6es terapéuticas
voltados para recuperacdo da lesdo, estabelecendo tratamentos para as consequéncias
agudas e crbnicas que minimizem principalmente os efeitos secundarios responsaveis pela

propagacéo dos danos causados pela les&o primaria (CUSTODIO, 2009).

Avancos cientificos significativos ocorreram em varias linhas de estudos envolvendo
possiveis terapias para a LME (ZHANG, HOLSCHER, MA, 2017), a exemplo de terapias com
transplantes de células tronco (GOLDMAN, 2017; GOMES et al., 2017; LU et al., 2017),
cirurgias reparadoras (CARLSTEDT, JAMES, RISLING, 2017; LEE et al., 2017; OJO et al.,
2017), terapia com utilizacdo de nanocompdsitos (JEONG et al., 2017; NEJATI-KOSHKI et
al., 2017), tratamentos fisicos e fisioterapicos (RYU et al., 2017; TWEENDY et al, 2017;
UNGER et al., 2018).

O tratamento clinico mais eficiente utilizado para conter a agressividade do quadro
pés LME, trata-se de procedimentos cirdrgicos, que descomprimem e restauram a anatomia
e estabilidade normal da coluna vertebral, conjugada a altas doses de metilprednisolona (MP).
A MP é um glicocorticoide com acéo anti-inflamatéria e antioxidante, porém sua utilizacdo em
altas doses compromete a manutencao da barreira hematoencefélica e apresenta resposta
inflamatoria limitada (AHUJA et al., 2016; ZHANG; HOLSCHER; MA, 2017). Sua agéo esta
relacionada a graves efeitos colaterais, como infec¢ao pos lesédo, embolia pulmonar CHEUNG
et al., 2015), sangramento gastrointestinal (ZHANG,; HOLSCHER; MA, 2017), pneumonia,
sepse e morte (SHIMASU et al., 2017).
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3.2 Propolis

A propolis € um produto natural produzido por abelhas (Apis mellifera L.), através de
processo quimico, realizado a partir da adicdo de produtos organicos ou secrecdes salivares
das abelhas com fontes botanicas como resinas vegetais, brotos de arvores, seivas, e outras
fontes vegetais coletadas ao redor das colmeias pelas abelhas (BOONSAI;
PHUWAPRAISIRISAN; CHANCHAO, 2014; RISTIVOJEVIC, et al., 2015). Sdoencontrados
na propolis constituintes de plantas, bem como; resinas, polens e flores, além de cera e
secrecdo, sendo esta Ultima propriedade das abelhas (DAUGSCH et al., 2008; MENDONCA
et al., 2015).

As abelhas produzem e utilizam a prépolis para embalsamar materiais estranhos,
construcdo, reparacdo, agquecimento e protecdo da colmeia contra micro-organismos
patogénicos. Por ser produzida a partir de fontes vegetais sua composi¢ao, caracteristica
fisica e atividade biologica variam a depender da origem geografica, fonte botanica, clima,
estacdo e solo (RISTIVOJEVIC, et al., 2015).

No Brasil, ja foram encontrados e descritos treze tipos distintos da prépolis
(DAUGSCH et al., 2008). Suas propriedades biolodgicas e composi¢cdes quimicas diferem das
amostras coletadas em diferentes partes do pais a depender do pasto apicola disponivel
(MACHADO et al., 2016). O pais tem a biodiversidade das florestas como principal
responsavel pelas diferencas no perfil quimico e atividade farmacologica das amostras
encontradas (CASTRO et al., 2009). No Brasil a principal fonte boténica para a producéo da
propolis é a Araucaria angustifélia, A propolis possui composi¢cdo complexa, contendo mais
de cento e oitenta componentes. Entre seus compostos estao ceras, 6leos essenciais, pélen,
minerais, vitaminas, enzimas, compostos quimicos como acidos aromaticos, ésteres
aromaticos, acidos fendlicos, flavonoides, terpenos, betaesteréides, aldeidos aromaticos,
sesquiterpenos, estibene, cetonas e acidos graxos (RISTIVOJEVIC et al., 2015). Dado o vasto
namero de componentes que estruturam sua composicao, estudos retratam a prépolis como
sendo um produto com varias propriedades farmacoldgicas, dentre elas ja sdo entendidas a
acao anti-inflamatéria, antioxidante (DE MENDONCA et al., 2015), antiproliferativa,
antidiabética, anticancer (PINHEIRO et al., 2014) e antimicrobiana (GRENHO et al., 2015),
que por sua vez engloba ainda a atividade antiviral, antifingica e antibacteriana
(RISTIVOJEVIC, et al., 2015).

As atividades farmacologicas da préopolis se ddo mediante sua constituicdo. Seus
constituintes sdo os grandes responsaveis por seus efeitos biolégicos (MENDONCA et al.,

2016). Dentre os mais importantes grupos de constituintes da propolis estdo os polifenois, os
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acidos fenolicos e flavonoides. De acordo com a literatura, sédo os flavonoides os principais
responsaveis por sua atividade antioxidante e anti-inflamatéria (RISTIVOJEVIC, et al., 2015).
Além disso, dentre os compostos citados, o grupo dos flavonoides tem sido mais intensamente
estudado (LUSTOSA et al.,, 2008; BUSH et al., 2015; MOSKOT et al., 2015; ZHANG;
HOLSCHER; MA, 2017).

Silva et al., (2007) sugerem que os flavonoides desempenham importante papel na
atividade antioxidante de extratos de prépolis brasileira. Embora estudos com extratos
etanodlicos de propolis sejam mais comuns, é relatado que o extrato aquoso possui atividade
antioxidante, associada ao alto teor de compostos fendlicos (BARBOSA et al., 2015). Cabral
et al., (2009) demonstraram que a prépolis vermelha possui alta atividade antioxidante e
antibacteriana e que as subfragfes obtidas sdo mais ativas biologicamente que o extrato

bruto.

3.2.1 Propolis Vermelha (PV)

A PV é uma das 13 variedades da propolis brasileira, obtida a partir da coleta de
exsudatos encontrados na superficie da Dalbergia ecastophyllum (L.) Taub, Fabaceae, por
abelhas Apis mellifera (Apidae). No Brasil, esse tipo de prépolis é encontrado ao longo das
margens de rios nos estados de Alagoas, Paraiba, Pernambuco, Sergipe, Bahia e Roraima
(DAUGSCH et al., 2008; LOPEZ et al., 2014; RUFATTO et al., 2017). A PV pode ser
encontrada também em paises como Cuba, China, México e Venezuela (REGUEIRA-NETON
et al., 2017) e ainda estarem associadas a diferentes fontes boténicas a exemplo da Clusia
nemorosa, fonte vegetal da prépolis vermelha encontrada em Cuba e Clusia scrobiculata,
fonte vegetal da PV oriunda da Venezuela (CUNHA et al., 2011).

A PV é um produto biologicamente ativo, altamente rica em flavonoides e sdo esses
e os acidos fendlicos responsaveis por suas propriedades bioldgicas (DAUGSCH et al., 2008;
DE MENDONCA et al., 2015; DO NASCIMENTO et al., 2016; ANDRADE et al., 2017). Esta
espécie de propolis, apresenta substancias quimicas em sua composi¢do que diferem das
encontradas em outros tipos de propolis, em particular quantidades elevadas de
isoflavonoides (RIGHI et al., 2013; DE MENDONCA et al., 2015; DO NASCIMENTO et al.,
2016), uma subdivisdo de flavonoides e principais responsaveis pelo lugar de destaque da PV
nas pesquisas de produtos naturais devido suas propriedades farmacologicas (BUENO-SILVA
et al., 2017).

A composicdo quimica do extrato alcodlico da PV apresenta predominéncia de
flavonoides como a formononetina, biochanina A, isoliquiritigenina, pinocembrina, quercetina,
(DAUGSCH et al., 2008; DO NASCIMENTO et al., 2016), rutina, liquiritigenina, daidzeina,
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pinobanksin, luteolina, dalbergina, (DAUGSCH et al., 2008), que a diferenciam dos demais
tipos da prépolis brasileira tornando-a um produto de caracteristicas e composi¢cado quimica

particulares além de mdltiplas atividades biol6égicas (ANDRADE et al., 2017).

Bueno-Silva et al. (2017), demonstraram o potencial anti-inflamatério da PV através
da modulacéo das vias NF-kB e MapK que inibem a expresséao de citocinas pro-inflamatdrias
e diminuicdo da expressdo de genes de familias de citocinas pré-inflamatérias. Lima
Cavendish et al. (2015), aponta o efeito anti-inflamatério da PV sergipana e sugere ser a
formononetina um dos seus principais subprodutos, responséavel por tal acdo farmacoldgica
na PV. Barbosa et al. (2016), em estudo de lesdo do nervo ciatico, perceberam que o EHPV
promoveu regeneracao e recuperacao funcional acelerada, atribuida a diminuigéo da resposta

inflamatoéria.

Outro potencial biolégico da PV é sua atividade antioxidante (ALENCAR et al., 2007).
No estudo de Andrade et al. (2017), a propolis vermelha brasileira exibiu maior potencial
antioxidante que as espécies marrom e verde. Os autores sugerem ainda que a atividade
antioxidante da PV esté relacionada a compostos fendélicos. O extrato etandlico da PV foram
submetidos ao teste de atividade antioxidante utilizando a metodologia do sequestro do radical

DPPH, obtiveram resultados superior ao padréo Vitamina C (AGUIAR et al., 2018).

No estudo de Mendonca et al. (2011), foi realizada a analise quimica e bioldgica da
PV brasileira, observou-se alteracbes significativas nas concentragcbes de componentes
fendlicos durante o ano, além de alteracdo na coloracdo da amostra, muito embora as
mudancas de cor e composi¢cao quimica observada ao longo do ano ndo tenham sido

relacionados a atividade antioxidante do extrato da PV brasileira.

3.3 Flavonoides

Os flavonoides sdo amplamente encontrados nos vegetais, sintetizados a partir de
fenilalanina (ZHANG; HOLSCHER; MA, 2017). Sdo constituidos por trés anéis (Figura 3),
onde os seus carbonos podem sofrer variagdes quimicas (RODRIGUES et al., 2015), dando
origem a até 6000 compostos relacionados a esse grupo de metabdlitos que agrupados em
classes de flavanonas, flavonas, isoflavonas, flavandis, Chalconas, dihidroflavondis, auronas,
flavonois e antocianidinas. Nas industrias, os flavonoides sdo geralmente responsaveis pela
cor, sabor, prevencao da oxidacéo da gordura e protecdo de vitaminas e enzimas de alimentos
(ZHANG; HOLSCHER; MA, 2017).
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Figura 3. Estrutura bésica dos flavonoides. Fonte: Rodrigues et al. (2015).

Os flavonoides desempenham papéis importantes em alguns processos fisiol6gicos
por exibirem atividades biol6gicas antianterogénicas, anti-inflamatorias, antitumorais,
antioxidantes e atividade inibitoria da formacéo de codgulos de sangue (WANG et al., 2016).
Além disso, os flavonoides apresentam atividade fisiol6gica anti-inflamatéria, antioxidante e
neuroprotetiva, em estudos da LME, diante da recuperagdo motora, sensorial e da modulacdo
da expressao de Bcl-2 e caspase-3 (KANDHARE et al., 2014). Agiram ainda na recuperagéo
da funcéo locomotora, supressdo da ativacao das células gliais, efeitos anti-inflamatorio e
antiapoptético, provavelmente associados a ativacdo da via de sinalizacéo PI3K/ Akt (ZANG
et al, 2017).

Flavonoides também inibiram a autofagia em modelo in vivo de LME (SIRACUSA et
al., 2016), preveniram a atividade antineuritogénica de Nogo-A, envolvendo o receptor de
laminina de 67 kDa associado a célula e H2O-. Atualmente, a principal fonte de flavonoides
para seres humanos ainda € ingestédo dietética, os flavonoides estdo presentes na maioria
dos frutos comestiveis, vegetais e cereais (WANG et al., 2016). A ingestdo de flavonoides
pode interferir fisiologicamente, atuando nos processos responsaveis por promover a
cicatrizacdo de ferimentos, principalmente devido as suas caracteristicas adstringente e
antimicrobiana (NAYAK et al., 2006). As isoflavonas podem atuar como agonistas de
estrogénio, na ativagédo da via de sinalizag&o intracelular, que conduzem a ativacao do fator
de transcricdo e o gene de transcricdo, que sdo potencialmente protetores da integridade da
membrana mitocondrial neuronal (OCCHIUTO, et al., 2009; PHANIENDRA; JESTADI,
PERIYASAMY, 2015).

Suas atividades biol6gicas séo atribuidas a mecanismos moleculares envolvidos na
modulacao das atividades antioxidantes na célula (BUSH et al., 2015). Agem diretamente no

DNA celular inibindo enzimas, simulando hormoénios e neurotransmissores, além de eliminar
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radicais livres (MOSKOT et al., 2015). Além disso, os flavonoides apresentam atividades
inibidoras do ciclo-oxigenase (COX) e lipooxigenase, de reducdo de prostaglandina E2
(PGE2) e da expressao da isoforma induzivel da COX (COX-2) (BARRETTA et al., 2012).
Desta forma auxiliam na resolucdo do processo inflamatério. Os flavonoides apresentam
também atividade moduladora do sistema imune (ALENCAR et al., 2007) e antiapopitética
(WNUK; KAJTA, 2017).

3.3.1 Formononetina

A formononetina é uma isoflavona, da familia dos flavonoides, com acédo anti-
inflamatdria e antioxidante (GUO et al., 2017). E encontrada na PV (DAUGSCH et al., 2008)
e em outras fontes naturais (BUDRYN et al., 2018) como o trevo vermelho. Apresenta
estrutura semelhante a de estrogénios e afinidade por seus receptores podendo alterar o
indice de proliferacdo celular (GUO et al., 2017; BUDRYN et al., 2018). Este flavonoide tem
demonstrado acdo antioxidante e 0s extratos que possuem este principio ativo tem
apresentado efeito no sistema nervoso central em ensaio biolégico e efeito antiamnésico (LEE
et al, 2014).

HO O

H
C 3
Figura 4. Estrutura molecular da formononetina. Fonte: SILVA et al. (2009).

Os mecanismos de acao farmacolégica desta molécula tém sido demonstrados em
estudos in vitro e in vivo. No estudo de Chen e Sun, (2012), os autores encontraram evidéncias
de que esta substancia regulou a acdo de mediadores proteicos citotoxicos em células
neuronais apos hipoxia, exercendo acao neuroprotetora. Huh et al. (2011), mostraram indicios
de sua acéo na regulagéo de fatores de transcrigdo que favorecem o processo de cicatrizacao
em ratos. Ainda atuou na diminuicdo na formac&o de radicais livres, impedindo a peroxidacdo

lipidica, diminuindo a disseminacgé&o da inflamag&o no organismo (MU et al., 2009).

Tendo em vista a acdo da formononetina diante de diferentes aspectos patologicos

e particularmente na minimizacdo da inflamacé&o e estresse oxidativo, acredita-se ser essa
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uma interessante estratégia farmacoldgica frente aos insultos causados pela LME. Assim, ao
diminuir o acimulo de espécies reativas de oxigénio, protege a integridade dascélulas. Além
disso, essas isoflavonas podem atuar como agonistas de estrogénio, na ativacdo da via de
sinalizacdo intracelular, que conduzem a ativacdo de genes e fatores de transcricdo que séo
potencialmente protetores da integridade da membrana mitocondrial neuronal (OCCHIUTO,
et al., 2009; PHANIENDRA; JESTADI; PERIYASAMY, 2015).

No estudo de XU; NA (2017), a formononetina reduziu a liberagédo de histamina e a
resposta inflamatdria inibindo a secrecao de TNF-a, IL-18 e IL-6. Os autores apontam como
mecanismo de acdo a reducdo do célcio intracelular, a inibicdo da atividade da caspase-1 e a
regulacdo da ativagdo e translocacdo de NF-kB e fosforilagdo de IkKa, prevenindo a
inflamacao alérgica mediada por mastdcitos. Lima-Cavendish et al. (2015), mostraram que a
administracdo da formononetina em modelos de inflamacéo experimental reduziu amigracao
de leucécitos induzidos por carragenina além da formagéo de edema. Quando administrada
isoladamente, ou associada a outros flavonoides, diminuiu o estresse oxidativo em modelo
para estudo da doenca de Alzheimer (OCCHIUTO et al., 2009).

Presume-se que um mecanismo de prote¢do durante a fase aguda da LME baseia-
se na reducao da apoptose das células nervosas na area de penumbra de isquemia e inibi¢cao
da resposta inflamatoria (DU, et al., 2013: ZHU, et al., 2014). A agdo do peroxido de hidrogénio
em mediar aceleracao do influxo de célcio e de interagir com ferro para gerar para o estresse
oxidativo esta associada com a doenca de Alzheimer, que pode ser reduzido com o pré-
tratamento com o extrato de isoflavonas como a formononetina. No estudo de Occhiuto et al.
(2009), este extrato promoveu a protecao de neurdnios corticais em cultura contra atoxicidade

induzida por peréxido de hidrogénio.

Outra evidéncia é a de que a formononetina exibe regulacdo positiva em ER-a
(receptores estrogénicos alfa) e P-Akt ou PKB (proteina quinase B), que inibindo processos
apoptéticos, regulacdo dos genes reguladores de apoptose Bax e Bcl-2, 0os quais sao
responsaveis pela ativagdo ou inativacdo da permeabilidade mitocondrial aos ions calcio e
hidrogénio, no controle do pH, e na liberacdo de citocromo c no citosol da célula, que pode
induzir a apoptose pela ativacdo das caspases 3 e 9 (BRANN, et al., 2012; LIANG, et al.,
2014). Estes fatores, por sua vez, regulam a ativagdo ou inativacdo de sobrevivéncia celular
e morte. Assim, h4 evidéncias de que a PI3K / Akt e ERK 1 e 2 tem sido ligados a
sobrevivéncia de células neuronais e ou morte celular, e sendo cada vez mais pesquisados
no campo de acidente vascular cerebral (BRANN, et al., 2012). Ainda em modelo de isquemia
cerebral, a formononetina reduziu significativamente o volume infartado e o contetdo de

edema, além de melhorar o déficit neuroldgico (LIANG, et al., 2014).
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CAPITULO2 )
INVESTIGAGAO DOS MECANISMO DE AGAO NEUROPROTETORA DO EXTRATO
HIDROALCOOLICO DA PROPOLIS VERMELHA APOS HEMISSECGAO MEDULAR
ESPINAL

1 INTRODUCAO

A lesédo da medula espinal (LME) corresponde a qualquer dano, em qualquer ponto da
medula espinal ou cauda equina. A LME causa danos aos neurbnios sensoriais e motores
(HOSSEINI et al.,, 2017), reducdo da capacidade neurolégica, bem como a geracdo da
disfuncdo autonémica cardiovascular (HAGEN et al.,, 2012). Resulta na interrupcdo da
comunicagao sensorial e motora entre estruturas do sistema nervoso central (SNC) e sistema
nervoso periférico (SNP) (PARTIDA et al., 2016), podendo causar auséncia parcial ou total de
movimentos voluntarios e sensibilidade abaixo do nivel da lesdo (AHUJA; FEHLINGS, 2016;
HOSSEINI et al., 2017).

Ap0s o trauma inicial, a medula espinal esta sujeita a uma série de eventos secundarios
como influxo de ions, alteragfes no fluxo sanguineo local (PARTIDA et al., 2016), além de
processos inflamatérios capazes de danificar intensa e irreversivelmente o tecido neuronal. A
reagdo astrocitica leva a formacao de cicatriz glial que dificulta a reconex&o dos tratos axonais
(AHUJA et al., 2018). Outro evento importante na degeneracdo medular € a geracdo de
espécies reativas de oxigénio (IMPELLIZZERI et al., 2012; YANG et al., 2007), que
relacionada a inflamacdo, contribuem para a expansdo da leséo, evolu¢cdo do quadro
neuroldgico, dificultam processos de regeneracdo medular (BAINS e HALL, 2012;
IMPELLIZZERI et al., 2012), além de favorecer processos apoptéticos (HUANG et al., 2013).

Estratégias terapéuticas capazes de conter 0s eventos secundarios e ao mesmo tempo
promover o crescimento axonal e recuperar conexdes sensoriais tem sido objetivo de estudos.
O farmaco utilizado no tratamento clinico da LME é a metilprednisolona, um glicocorticéide
que diminui a peroxidacao lipidica e a resposta inflamatéria, porém, tem seu uso questionado
por ser necessaria a utilizacdo de altas doses (HOSSEINI et al., 2017) que estéo relacionadas
a potenciais riscos de efeitos colaterais graves, incluindo infec¢bes, hemorragias, doencas
gastrointestinais (ZHANG, HOLSCHER, MA, 2017), sepse, pneumonia aguda e miopatias
(CAVOS et al., 2016), que acompanham apenas melhorias modestas na recuperagdo do
quadro neuroldgico (CAVOS et al., 2016; FEHLINGS et al., 2017).

Embora ndo existam tratamentos capazes de reverter completamente os danos
neuronais ocasionados pela LME, tem sido demonstrado que a utilizacdo de moléculas
bioativas com agéo anti-inflamatoria e antioxidante (KASAI et al., 2011; ZHANG: HOLSCHER:
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MA, 2017; HOSSEINI et al., 2017), podem minimizar os efeitos secundarios a lesédo e gerar
condicBes favoraveis ao crescimento axonal, visto que fatores de regulacdo dos processos
axonais degenerativos e regenerativos apés a LME podem ser mediados pela inflamacéao
(HOSSEINI et al., 2017).

Neste sentido, a propolis vermelha encontrada no Nordeste do Brasil, € um produto
natural, produzido por abelhas Apis mellifera (Apidae), a partir da mistura da saliva e exudatos,
folhas, flores ou outras partes da Dalbergia ecastophyllum (L.) Taub, Fabaceae. A prépolis
vermelha possui composi¢cdo complexa com varias atividades bioldgicas. Extratos deste
produto atuam em diferentes processos patologicos (BARBOSA BESERRA et al., 2017; DA
CRUZ ALMEIDA et al., 2017; BATISTA et al., 2018), demonstrando atividades antioxidantes
(ANDRADE et al., 2017) e anti-inflamatdérias (LIMA-CAVENDISH et al, 2015; BUENO-SILVA
et al, 2017), incluindo aqueles que ocorrem no SNC (LIMA-CAVENDISH et al, 2015;
BARBOSA et al, 2016), podendo portanto, favorecer a minimizacao de processos patoldgicos
severos que limitam e ou impedem acdes especificas e importantes do SNC. Estudo prévio
realizado por SILVA et al. (2012) mostrou que a administragdo oral do EHPV apés LME

promoveu aceleracdo da recuperacédo funcional e diminuiu a perda neuronal.

Dessa forma, a proposta deste estudo foi avaliar os mecanismos envolvidos na
neuroprotecdo mediada pelo EHPV apo6s LME, através da analise de marcadores da resposta

neuroinflamatéria e apoptose celular.

2 MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencdo e caracterizacéo do extrato hidroalcodlico de propolis vermelha (EHPV)

A prépolis vermelha foi coletada de caixas produtoras de prépolis dos apiarios
localizados no Povoado Brejao dos Negros, Municipio de Brejo Grande no Estado de Sergipe,
Brasil em novembro de 2014, nas seguintes coordenadas geogréaficas: S 10°2625™; O

36°26°12"". O material coletado foi limpo, retirando resquicios de vegetacédo e insetos.

A extracdo foi realizada conforme método descrito por Bueno-Silva et al, (2016) com
modificagdo. A amostra de prépolis vermelha (200 g) foi fragmentada e adicionada a 2.500
mL de etanol a 70%, durante 1h em banho de ultrassom. O material obtido ao foi filtrado e o
solvente eliminado por evaporacdo em capela de exaustdo em temperatura ambiente 25°C
por aproximadamente 48h. O extrato seco resultante foi conservado sob refrigeracao até o

momento do uso.
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O rendimento do processo de extracdo da prépolis vermelha foi calculado pela equacgéo
1, com base no percentual (%) de massa seca obtida, tendo como referéncia a massa inicial

da prépolis antes da extragdo BRASIL, 2001).

%I000000000s 11100 (Equag&o 1)
[N

No qual:
Mse = massa seca do extrato de propolis (g);

Mp = massa inicial de propolis antes da extracao (g).

A caracterizagdo quimica do EHPV foi realizada por meio de espectrometria de massas
em alta resolucdo injecdo direta em fonte de ionizagdo eletrospray (HRMS-ESI) e por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD), de acordo com metodologia descrita em
Silva et al. (2015).

Para a identificagdo de compostos por HRMS-ESI, o extrato bruto foi dissolvido em uma
solugéo de 50% (v/v) de acetonitrila grau CLAE (Tedia, Fairfield, OH, EUA) com 0,1% de &cido
férmico ou 0,1% de hidréxido de aménia (por ESI (+) ou ESI (-) respectivamente). As analises
foram realizadas por injecao direta em fonte de ionizagéo eletrospray (ESI) e eluidas em fluxo
de 10 mL min* ESI(+)-MS ESI(-)-MS foram obtidos usando espectrometro de massa (Bruker
Scientific®) de alta resolucdo hibrida e alta precisdo microTof-Qll (Q-TOF), sob as seguinte
condicbes: capilares e voltagens do cone foram definidos para 3500 V e 40 V,
respectivamente, com uma temperatura de solvatacdo de 100°C. Para a aquisicdo e
processamento de dados, foi utilizado software Hystar (Bruker Scientific®). Os dados foram
obtidos na faixa de m/z de 70-800, a uma velocidade de duas leituras por segundo,
proporcionando a resolucao de 50.000 (FWHM) a m/z 200 (FROZZA et al., 2013).

Para a quantificacdo dos principais marcadores quimicos, o EHPV foi diluido com
metanol/agua (50:50 v/v) na concentracdo de 1 mg/mL e submetida a banho de ultra-som para
total dissolucéo. A analise foi realizada utilizando o sistema que consistia em um degaseador
DGU-20A3, duas bombas LC-20AD, uma bomba SIL- 20A HT, forno de coluna CTO-20A,
detector de matriz de fotodiodos SPDM20Avp (DAD) e um controlador de sistema CBM-20A
(Shimadzu Co., Kyoto, Japdo). As condicdes cromatogréaficas utilizadas foram: coluna
analitica C18 Phenomenex Luna® 4,6 x 150; volume de injecéo de 20 uL; razdo de eluigcao
de 1,0 mL/min. A fase movel foi compostap or (A) solugdo aquosa de &cido acético 1% (Neon,

S&o Paulo, Brasil) e (B) metanol (grau CLAE, Panreac, Darmstadt, Alemanha). A elui¢cdo por
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gradiente linear foi realizada iniciando com 40% do eluente B durante 10 minutos; 45 - 50%
de B durante 10 - 15 minutos; 50 - 55% de B durante 15 - 20 minutos; 55% de B durante 20 -
35 minutos; 55 - 100% B durante 35 - 50 minutos; 100 - 40% B durante 50 - 60 minutos;
retornando para 40% do eluente B para finalizar a andlise. Os compostos majoritarios do
EHPV (biochanina A, daidzeina, formononetina e liquiritigenina) foram quantificados utilizando
a equacado da reta obtida da curva analitica dos respectivos padrfes obtida em cinco
concentracoes diferentes: 2, 4, 6, 8 e 10 pg/mL. Os dados foram obtidos através do software
LC Solution.

2.2. Ensaio Bioldgico

Para o desenvolvimento dessa pesquisa seguiram-se 0s principios éticos de
experimentagdo animal, de acordo com o Conselho Nacional de Controle em Experimentacao
Animal (CONCEA). O trabalho foi aprovado conforme parecer consubstanciado emitido e

protocolado com o nimero 050514 (parecer em anexo).

Foram utilizadas 40 ratas Novergiccus albinus, da linhagem Wistar, adultas, entre 2 e 3
meses de idade, pesando entre 200 e 300 g. Os animais receberam racdo padrdo Labina® a
vontade e mantidos em ambiente com temperatura controlada e com ciclos de claro-escuro
de 12 h. Para a administrac@o por via oral, o extrato foi veiculado em polissorbato (Tween 80
a 2%) em agua destilada. Os animais foram distribuidos em grupos experimentais de forma

randomizada conforme descri¢do do quadrol:

GRUPOS TRATAMENTOS PROCEDIMENTO
n(8)
LAM/VC Veiculo Laminectomia
LME/NVC Veiculo

LME/PV10 | EHPV 10 mg/Kg diariamente por 21 dias (BARBOSA

et al., 2016) Hemissecgdo do lado direito da
medula espinal, apos
LME/PV30 | EHPV 30 mg/ Kg diariamente por 21 dias | laminectomia

(LIMA-CAVENDISH et al., 2015)

Metilprednisolona 30 mg/Kg 1h apds a cirurgia,
seguido de 5,4 mg/Kg 1 dia apés a lesao
(CAVUS et al., 2014).

LME/METIL

Quadro 1. Distribuicdo dos grupos experimentais. LAM/VC e LME/VC: Animais receberam 1 ml de
polissorbato 80, 2% diariamente via gavagem. LME/EHPV10 e EHPV30: Grupos de animais lesionados
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tratados com extrato etandlico de propolis vermelha 10 e 30 mg/Kg respectivamente; LME/Metil:
animais lesionados tratados com metilprednisolona 30 mg/Kg.

2.2.1 Procedimentos Cirargicos

Os animais foram pesados e anestesiados com Ketamina (Cetamin 10% - 75 mg/Kg)
associada a Cloridrato de xilazina (Xilasin 2% - 14 mg/Kg), administradas por via
intraperitoneal. Foi realizada tricotomia e assepsia da regido dorsal toracica e uma incisédo na
regido correspondente a coluna toracica foi efetivada. Para anestesia local foi administrada
via subcutanea o cloridrato de lidocaina com epinefrina (laboratério Pearson®). As ratas foram
entdo submetidas ao procedimento de laminectomia. Para tanto, foi realizada a dissecgéo por
partes, a comecar pela pele, tecido celular subcutaneo e fascia dos muasculos intercostais, que
foram afastadas para exposi¢éo e divulsdo dos musculos e exposi¢édo das vértebras T8 a T12,
identificadas por apalpacéo das apofises espinhosas. ApOs identificacdo das vértebras, a
apofise espinhosa e as laminas das vértebras T10 a T12 foram cuidadosamente retiradas,
usando-se uma lupa cirdrgica, com aumento de 10X, expondo a medula espinal. Sempre que
necessario foi administrado 1 mg/Kg de cloridrato de xilazina, a cada 30 min para
prolongamento da anestesia. Os animais do grupo LAM, logo apOs este procedimento os
animais tiveram a musculatura suturada com 2 pontos (lacada dupla). Em seguida colocado
o tecido adiposo sobre a musculatura recobrindo-a, para depois realizar a sutura da pele, com
posterior antissepsia com alcool e iodopovidina. Os demais grupos foram submetidos a leséo
medular espinal (LME).

Os animais tiveram a medula do lado direito seccionada com auxilio de uma
microtesoura e bisturi (YIN et al., 2018). Ao término do procedimento de hemisecg¢&o, 0 mesmo

procedimento de sutura ja descrito foi realizado.

Imediatamente apdés a cirurgia todos 0s animais receberam uma dose intramuscular com
0,05 mL de Pencivet® plus ppu, antibiético, anti-inflamatério e analgésico, composto por
benzilpenicilina G, benzantina e procaina, dihidroestreptomicina e piroxicam (ANDRADE,
2014). Os animais foram entéo, acondicionados em caixas apropriadas, isolados dos demais
animais e acomodados em sala climatizada para recuperacao poés-cirargica, onde foram
constantemente monitoradas as condi¢cdes de alimentacdo, hidratacdo, excrecdo de fezes e
urina, inspecionados diariamente a procura de sinais de autotomia e infeccbes, além de
receberem massagens abdominais trés vezes ao dia até a restauragéo das condi¢des normais

de miccéo e defeccéo.

ApGs a recuperagdo anestésica total, os animais receberam seus respectivos

tratamentos a partir do dia da cirurgia. Os grupos que receberam o tratamento com EHPV, o
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extrato foi administrado diariamente via oral utilizando como veiculo uma solucéo aquosa de
polissorbato a 2% (Tween 80 a 2%) por 21 dias apo6s a cirurgia. Os grupos LAM e LME
receberam apenas 1 mL de veiculo. Os animais do grupo metilprednisolona, receberam uma
dose uma hora apds a cirurgia de 30 mg/Kg, seguida de uma dose de 5,4 mg/Kg apés 24h
(CAVUS et al., 2014).

2.2.2 Avaliacao Funcional (BBB)

As funcbes locomotora e sensorial dos animais foram avaliadas em momentos pré-
fixados: pré-teste (um dia antes da cirurgia); 24 horas, 7, 14 e 21 dias ap0s a cirurgia, através
da escala de Basso; Beattie; Bresnahan, (1995; 1996), denominada escala BBB. Para tanto,
os animais foram colocados um a um em uma arena de testes e observados durante 4
minutos, enquanto se locomoveram livremente. A avaliacdo foi realizada através da
observacéo de parametros comportamentais, a saber: o movimento do membro, a posi¢do da
pata, o tipo do passo, a coordenacdo da passada, a abertura dos dedos, a rotacéo
predominante da pata, a estabilidade do tronco e a posi¢cao da cauda. Os parametros colhidos
em cada teste foram anotados em tabelas individuais e posteriormente classificados por meio
de uma escala com valores entre 0 e 21 pontos.

Os pontos refletem a condigdo motora dos animais, onde zero representa paralisia total
do membro e 21 pontos representa funcdo motora normal do membro (documento em anexo).
PontuagBes entre 1 e 7 indicam o retorno de movimentos isolados de até trés articulagcbes
(quadril, joelho e tornozelo). Pontuacgfes entre 8 e 13 indicam o retorno dos passos plantares
e coordenacdo dos movimentos entre patas posteriores e anteriores. Por fim, pontuagfes
entre 14 e 21 mostram o retorno da abertura dos dedos durante a passada, posi¢do
predominante da pata em paralelo ao tronco, estabilidade de tronco e levantamento da cauda
(BASSO; BEATTIE; BRESNAHAN, 1995; 1996).

2.2.3 Avaliagéo histoldgica

Aos 21 dias ap6s a cirurgia, os animais foram novamente anestesiados com
ketamina/xilazina e eutanasiados em camera de gas CO, (Modelo CGSCO2G, Beira-mai, com
fluxo de 100% de COZ2, taxa de fluxo de 1 a 3 L/min durante 10 min, acrescidos de mais 5 min
para certificagcdo de morte). O tecido medular em torno da &rea cirargica (2 cm) foi retirado e
conservado em formalina por sete dias. As medulas foram entdo desidratadas em série
alcodlica crescente (70; 80; 90 e 100%), diafanizadas em série de xiléis (xilol 1; 2 e 3) e
incluidas em parafina sob a forma de blocos, que foram levados ao micrétomo para fornecer

os cortes transversais seriados com 5 ym. Foram obtidos cinco conjuntos contendo sete
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laminas com quatorze cortes em cada lamina, contendo o epicentro da lesdo, bem como as

porcdes rostrais e caudais da medula espinal, conforme mostra a Figura 1.
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Figura 1: Disposicao das sec¢Bes medulares aderidas as laminas de vidro. Os nimeros representam a
ordem em que cada sequéncia de secc¢des foi obtida.

As modificacbes histologicas decorrentes da hemisseccdo e da associacdo com 0s
tratamentos, foram analisadas por meio da coloracdo de hematoxilina e eosina (HE - EMERY
et al., 1998; WADA et al., 1999). A técnica da coloracdo consistiu em manter as sec¢des de
tecido em contato com a hematoxilina de Harris por 90 s, lavar em &gua corrente por 5 min,
submergir em solucdo de agua amoniacal, por 15 s, lavar em agua corrente por 5 min e corar
com a solucéo de eosina por 30 s. A seguir as laminas foram desidratadas e submetidas a

uma bateria de alcoois em concentragéo crescente (70, 80, 90 e 100%), a uma mistura de
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alcool e xilol e a xilol puro (3 mL cada) para entdo serem montadas com laminulas. Por meio
desta coloracdo foram avaliados o0s aspectos estruturais e o perfil das alteracdes

inflamatorias.

As caracteristicas histomorfolégicas associadas ao processo inflamatério foram
analisadas em toda a extensdo das secc¢des histoldgicas coradas em HE, observando-se os
critérios de intensidade e tipo do infiltrado inflamatério e hiperemia. A reacgdo inflamatéria foi
determinada quando a intensidade da reacdo de acordo com Pei et al. (2017). Para tal analise,
foram atribuidos escores de 0 a 3 conforme o grau da inflamacéo, de acordo com o seguinte
padréo:

0 — Auséncia do infiltrado inflamatorio;

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

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

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

medular.

As avaliacdes foram realizadas por meio de analise de imagens utilizando microscépio
Olympus CX31 acoplado a camera fotogréafica Olympus com aumento de 10 e 40x. Para que
a analise histologica fosse realizada as cegas quanto ao grupo experimental, os codigos de
identificacdo de cada lamina foram cobertos por outro analista antes do inicio da leitura e

revelados apds seu término.

Para quantificacdo dos neurdnios integros no tecido nervoso apés LME, foi realizada a
coloracdo de Nissl, conforme a metodologia descrita por Pei et al. (2017). As seccdes
passaram por desparafinizacdo em xilol (1, 2 e 3), desidratacdo em série alcodlica
decrescente, lavagem em agua por 30 minutos, coloracao em cresil violeta por 1 h, alcool 95%
por 10 min, alcool acético glacial por 5 min, alcool absoluto, banhos em xilol (1, 2 e 3) e

montagem da lamina com laminula de vidro e balsamo Canada.

A avaliacdo dos grupos estudados deu-se a partir da quantificacdo de neurbnios
integros que continham a substancia Nissl no citoplasma, cromatina solta e nucléolos
proeminentes, enquanto que os neurdnios danificados ndo apresentavam corpusculos de

Nissl, apresentavam cavitagdes aparentes em torno do ndcleo e nacleos homogéneos.

Para esta andlise, foram analisadas todas as sec¢fes colhidas para cada conjunto de
laminas correspondente as regides rostral, central e caudal. Os resultados foram expressos

como média do nimero quantidade de neurénios integros (nUmero de células marcadas em
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cada corno) + erro padrédo da média (EPM), em cada segmento do lado direito (homolateral a
lesdo) (TRUDRUNG et al., 2000).

2.2.4 Avaliagdo Imunohistoquimica

2.2.4.1 Marcacao da resposta astrocitaria (GFAP)

Para a realizacdo do ensaio imunohistoquimico, as laminas contendo seccdes da
medula espinal foram desparafinizadas, reidratadas, lavadas em tampao fosfato 0,1M, pH 7,4
e a recuperacao antigénica realizada com tampao citrato 0,1M, pH 6,0, por 10 min. em micro-
ondas com temperatura de 95°C. As seccOes foram lavadas novamente para posterior
realizacao do bloqueio da peroxidase enddégena com perodxido de hidrogénio a 1% em tampao
fosfato. As secgdes foram entdo incubadas com soro albumino-bovino (BSA) a 5% e com
anticorpo primario anti GFAP (Sigma Aldric), monoclonal obtido em coelho, com diluicdo de
1:200, a 4°C por 24 h. Foi utilizado anticorpo secundario biotinilizado anti-coelho (1:500) para
amplificar a reacdo, em soluc¢éo contendo BSA 1,5%, durante 1 h, além de complexo avidina
+ biotina (Kit ABC, Vectastain, Vector Laboratories®) por 1 h. A revelagéo foi realizada pela
adicdo de diaminobenzidina (DAB) 10 mg e perdxido de hidrogénio 30% por 15 min. As
[aminas foram lavadas, desidratadas, diafanizadas, montadas com laminula e balsamo
(RUZICKA et al., 2018).

A intensidade de marcacao reativa para GFAP foi quantificada pela determinacdo da
densidade Optica (DO) conforme a reacdo da coloragéo ao antigeno. Para esta avaliagéo foi
padronizada quatro areas com extensdo de 2 mm?, na regido dos cornos dorsal e ventral
direito da substancia cinzenta, além dos tratos da substancia branca, em cada sec¢do da
medula espinal (Figura 2). Para a analise foram atribuidos valores em uma escala de cinza

arbitraria, subtraindo-se estes valores de uma regiéo.

Corno Dorsal

Trato Dorsal

Corno Ventral

Figura 2. Representacdo da andlise de imagens por densidade Optica da marcacdo para GFAP na
medula espinal: Os quadrados nas substancias branca e cinzenta da medula espinal representam as
areas padronizadas para avaliagdo da reacao astrocitaria apés LME.
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2.2.4.2 Marcacao de células em apoptose pela coloracdo de TUNEL (Terminal
deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP - FITC nick end labeling)

A deteccéo de fragmentacdo de DNA, através da marcacao da ponta terminal de 4cidos
nucléicos, avaliando a apoptose neuronal in situ foi realizada utilizando o kit In Situ Cell Death
Detection (Roche, EUA), conforme as instru¢des recomendadas pelo fabricante e sugestfes

de Brito et al., (2017), com modificagdes.

Trés laminas de cada animal de cada grupo, contendo quatorze secc¢des histoldgicas (5
pMm de espessura) cada lamina, foram desparafinizadas em 3 series de xilol (trés min em cada
solucéo), reidratadas em alcool 90°, 80° e 70° (trés min cada). Em seguida, foi realizada a

recuperacao antigénica em micro-ondas por 10 min com tampao citrato (pH 6,0; 0,1M).

Apo6s o bloqueio da peroxidase enddgena a partir de peréxido de hidrogénio 3% e alcool
metilico por dez minutos em camara escura, as sec¢des foram incubadas durante a noite em
camara umida escura a 37°C com a solugcdo proteinase K (100 pL por lamina) e
posteriormente foram incubadas com a solucdo converter-POD (50 uL por lamina) em camara

Umida escura por 1 h a 37 °C.

Em seguida, uma solucédo contendo 3,3'-diaminobenzidina (DAB), tampéo fosfato e
peroxido de hidrogénio 0,3%, foi adicionada a cada secg¢éo, incubadas por 10 min a 25 °C em
camara escura. As seccdes foram entdo, desidratas em &lcool 70°, 80° e 90° (trés min em
cada) e diafanizadas em trés séries de xilol (trés min cada), montadas em laminulas de vidro

com balsamo do Canada.

As células apoptoticas foram identificadas como células com ndcleos corados em
marrom ou como corpos apoptéticos (fragmentos de células apoptéticas envolvidas por
células vizinhas), independentemente da intensidade da cor. A avaliagdo dos grupos
estudados deu-se a partir da semiquantificagdo (igualmente ao descrito para avaliacdo
inflamatoria) do indice de células TUNEL-positivas de cada secc¢do das laminas utilizadas no
ensaio. Foram utilizadas 3 laminas de 3 animais de cada grupo. Para tanto, utilizou-se escore
de 0 a 3 conforme Pei et al. (2017).

2.3 Andlise estatistica

Os dados foram expressos como média e erro padrao da média (EPM). Escores e dados
com distribuicdo ndo Gaussiana identificada pela analise de Shapiro-Wilk foram submetidos
ao teste Kruskal-Wallis com poés-teste de Dunn. As diferencas foram consideradas

significativas para valores de P < 0,05. Foi utilizado o programa GraphPad Prism versao 5.0.
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3 RESULTADOS
3.1 Caracterizacdo do EHPV

Neste estudo o rendimento da amostra de prépolis vermelha foi de 17,46% m/v. Nos
espectros de massa do EHPV foram identificados a liquiritigenina, formononetina, biochanina
A, medicarpina e retusapurporina. Os compostos identificados, acompanhados de suas
respectivas massas e dareferéncia usada para identificacdo estao expostos no quadro 2. Trés
dos principais marcadores também foram quantificados por CLAE-DAD, daidizeina com 4,16
+ 0,22 pg/mg, formononetina 9,21 + 0,10 pug/mg, e biochanina 7,08 + 0,09 ug/mg. Sendo
alguns destes valores apresentados também no quadro 2.

Quadro 2. Identificacdo e quantificagéo dos principais compostos presentes no EHPV por HRMS-ESI e
CLAE-DAD respectivamente

: QUANTIFI-
PICOS | COMPOSTOS FORMULA CACAO MS MS+ MS-
MOLECULAR | média + DP
(n =3) ug/mg
1 Liquiritigenina C15H1204 - 256 257.0839 | 255.0738
2 Formononetina Ci16H1204 9,21 +£0,10 268 269.0820 267.073
3 Biochanina A C16H1404 7,08 £ 0,09 285 285.0815 284.069
4 Medicarpina C16H1404 - 270 271.0968 269.088
Retuzapurpu-
5 rina C32H2707 - 252 523.1759 -

MS(+)= Espectro de massa positiva; MS(-)= espectro de massa negativo. (FROZZA et al 2013; DE
MENDONCGCA et al, 2015).

3.2 Escala de BBB

No teste realizado 24h apoés as cirurgias, todos 0s grupos lesionados mostraram escores
significativamente menores do que o grupo LAM (p < 0,0001). Decorrida uma semana, apenas
0s grupos lesionados tratados com veiculo e EHPV a 30 mg/Kg apresentaram esta mesma
diminuicdo em relacdo a LAM (p = 0,0002), enquanto os grupos tratados com EHPV a 10
mg/Kg e Metil apresentaram escores estatisticamente similares ao LAM (p > 0,05). Ambas as
andlises aos 14 (p = 0,0002) e aos 21 dias (p < 0,0001) evidenciaram que apenas 0 grupo
lesionado tratado com veiculo mostrou escores médios inferiores aos do grupo LAM. N&o
foram observadas diferencas entre os tratamentos dos grupos lesionados em quaisquer dos
tempos analisados (p > 0,05, teste Kruskal-Wallis; valores do pés-teste de Dunn podem ser

observados na figura 3).
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Figura 3: Escore médio na escala BBB em 24h (A), 7 dias (B), 14 dias (C) e 21 dias (D) apds as cirurgias
nos grupos submetidos a laminectomia (LAM) e lesdo medular espinal (LME). As colunas representam
as médias e as barras o erro padrao da média. VC: veiculo (Tween 80 a 2% em agua destilada); EHPV:
extrato hidroetandlico de prépolis vermelha a 10 e 30 mg/Kg; Metil: metilprednisolona a 30 mg/Kg. *
indica diferenca significativa em relagdo a LAM com valor de p < 0,05; ** indica diferenca significativa
em relacdo a LAM com valor de p < 0,01 e *** indica diferenga significativa em relacdo a LAM com valor
de p < 0,001. Teste de Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn.

3.3 Quantificacdo de neurénios

A quantificacdo de neurdnios saudaveis aos 21 dias ap0s os procedimentos
cirurgicos, expressa como porcentagem em relagéo ao lado intacto, evidenciou que tanto no
corno dorsal (p < 0,0001) quanto no corno ventral (p < 0,0001) houve diminui¢&o significativa
de neurbnios no grupo lesionado tratado com veiculo (em torno de 50%) em rela¢éo ao grupo
controle. Embora os grupos lesionados tratados com EHPV em ambas as doses e com Metil
tenham mostrado aumento da porcentagem de neurbnios remanescentes, este efeito foi

menor no grupo tratado com EHPV a 30 mg/Kg, que apresentou médias significativamente
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distintas dos demais grupos avaliados (figura 4 C e D, teste Kruskal-Wallis com pds-teste de

Dunn). As imagens ilustrativas desses achados encontram-se na figura 4 A e B.
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Figura 4: (A) Fotomicrografia de secc¢do histolégica de tecido medular mostrando neurénios saudaveis
corados em Nissel (400 x). Maior detalhe da figura anterior destacando os corpusculos nucleares Nissels-
positivos (setas delgadas) (800 x). (C) Porcentagem média de neurbnios saudaveis Nissel-positivos aos 21
dias apés as cirurgias nos grupos submetidos a laminectomia (LAM) e lesdo medular espinal (LME), nos
cornos dorsal e (D) ventral da medula espinal, em relagao ao lado intacto. As colunas representam as médias
e as barras o erro padrao da média. VC: veiculo (Tween 80 a 2% em agua destilada); EHPV: extrato
hidroetandlico de prépolis vermelha a 10 e 30 mg/Kg; Metil: metilprednisolona a 30 mg/Kg. *** indica diferenca
significativa em relacdo a LAM com valor de p < 0,001; ### indica diferenca significativa em relagcédo a
lesionado tratado com veiculo com valor de p < 0,001; AAA indica diferencga significativa em relacdo aos
demais tratamentos em grupos lesionados com valor de p < 0,001. Teste de Kruskal-Wallis com pés-teste de
Dunn.

3.4 Resposta inflamatéria

Observou-se aumento significativo da porcentagem de tecido infiltrado por células
inflamatorias no grupo lesionado tratado com veiculo, EHPV 30 mg/Kg e Metil, de maneira
distinta dos grupos lesionado tratados com EHPV 10 mg/Kg e LAM (p < 0,0001). Ja a

hiperemia foi observada em todos os grupos lesionados, sendo que os tratamentos em EHPV
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em ambas as doses e com Metil atenuou significativamente este efeito. A dose de 30 mg/Kg
de EHPV teve um efeito ainda maior sobre a redugéo da hiperemia em animais lesionados (p
< 0,0001, teste Kruskal-Wallis; os valores do pos-teste de Dunn podem ser observados na

figura 6). As imagens ilustrativas desses achados encontram-se na figura 5.

Figura 5: Seccdes histoldgicas da medula espinal, coradas em HE, 21 dias apds a cirurgia. Aumentos
de 100 e 400x, nos diferentes grupos: LAM: laminectomia tratado com veiculo; LME/VC: grupo
lesionado tratado com veiculo; LME/EHPV10: grupo lesionado tratado com extrato hidroalcodlico de
propolis vermelha 10 mg / Kg; LME/EHPV30: grupo lesionado tratado com extrato hidroalcodlico de
propolis vermelho 30 mg / Kg. LME/Metil: grupo lesionado tratado com metilprednisolona 30 mg/kg. As
micrografias ilustram a infiltracdo celular em resposta a inflamacdo e mostram auséncia de infiltrado
inflamatdrio na substancia cinzenta em LAM/VC com detalhe da substancia cinzenta da medula
apresentando corpos celulares de neurénios motores. LME/VC, Infiltrado inflamatério intenso pode ser
observado na substancia cinzenta. Detalhe da substéncia cinzenta ao redor do canal medular atréfico,
mostrando menor quantidade de corpos celulares de neurdnios, infiltrado inflamatério crénico e profuso
(rico em linfocitos) e hiperemia de capilares sanguineos. LME/EHPV10, detalhe da substancia cinzenta,
mostrando apenas leve inflamacéo e hiperemia. Grupo LME/EHPV30, detalhe da substéncia cinzenta
mostrando infiltrado inflamatério moderado e corpos celulares em degeneracéo.
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Escores da resposta inflamatéria
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Figura 6: Escores médios atribuidos a resposta inflamatéria quanto a porcentagem de infiltrado celular
(A) e hiperemia (B), aos 21 dias ap6s as cirurgias nos grupos submetidos a laminectomia (LAM) e lesao
medular espinal (LME), nas hemimedulas do lado homolateral a lesdo. As colunas representam as
médias e as barras o erro padrdo da média. VC: veiculo (Tween 80 a 2% em agua destilada); EHPV:
extrato hidroetandlico de prépolis vermelha a 10 e 30 mg/Kg; Metil: metilprednisolona a 30 mg/Kg. ***
indica diferenca significativa em relacéo a LAM com valor de p < 0,001; ### indica diferenca significativa
em relacado a lesionado tratado com veiculo com valor de p < 0,001; & indica diferenga significativa em
relagdo ao grupo EHPV 10 com valor de p < 0,05. Teste de Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn.

3.5 Expressao de astricitos

Na substéncia cinzenta, observou-se aumento significativo da densidade da
marcagao para GFAP em ambos os cornos dorsal e ventral em grupos lesionados tratados
com veiculo. Este efeito foi atenuado pelos tratamentos com EHPV a 10 mg/Kg e pela Metil
(ambas as analises, corno dorsal e ventral, com valores de p < 0,0001, teste Kruskal-Wallis;
os valores do pés-teste de Dunn podem ser observados na figura 8). As imagens ilustrativas

desses achados encontram-se na figura 7.
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Figura 7: As micrografias ilustram a expresséo de GFAP na substancia cinzenta da medula espinal 21
dias apés cirurgia nos seguintes grupos: LAM: laminectomia tratado com veiculo; LME/VC: grupo
lesionado tratado com veiculo; LME/EHPV10: grupo lesionado tratado com extrato hidroalcodlico de

prépolis vermelha 10 mg / Kg; LME/Metil: grupo lesionado tratado com metilprednisolona 30 mg/kg.
Aumento de 400x.
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Figura 8: Densidade Gptica média na substéncia cinzenta da medula espinal, corno dorsal (A) e ventral
(B), aos 21 dias ap0s as cirurgias nos grupos submetidos a laminectomia (LAM) e lesdo medular espinal
(LME), nas hemimedulas do lado homolateral & lesdo. As colunas representam as médias e as barras
0 erro padrédo da média. VC: veiculo (Tween 80 a 2% em agua destilada); EHPV: extrato hidroetandlico
de propolis vermelha 10 e Metil: metilprednisolona a 30 mg/Kg. *** indica diferenca significativa em
relacdo a LAM com valor de p < 0,001; ** indica diferenca significativa em relacdo a LAM com valor de
p < 0,01; * indica diferenca significativa em relacdo a LAM com valor de p < 0,05; ### indica diferenca
significativa em relagdo a lesionado tratado com veiculo com valor de p < 0,001; ## indica diferenca
significativa em relagéo a lesionado tratado com veiculo com valor de p < 0,01. Teste de Kruskal-Wallis
com poés-teste de Dunn.
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J& na substancia branca, embora ambos os tratamentos (EHPV e Metil) tenham
revertido de forma significativa o0 aumento da expressdo de GFAP promovido pela leséo,
observou-se um efeito significativamente maior da Metil, inclusive em relagéo ao grupo EHPV
10mg/Kg (ambas as analises, tratos dorsais e ventrais, com valores de p < 0,0001, teste
Kruskal-Wallis; os valores do pés-teste de Dunn podem ser observados na figura 10). As
imagens ilustrativas encontram-se na figura 9.

Figura 9: As fotomicrografias ilustram a expresséo de GFAP na substancia branca da medula espinal
21 dias ap6s cirurgia nos seguintes grupos: LAM: laminectomia tratado com veiculo; LME/VC: grupo
lesionado tratado com veiculo; LME/EHPV10: grupo lesionado tratado com extrato hidroalcodlico de
propolis vermelha 10 mg / Kg; LME/Metil: grupo lesionado tratado com metilprednisolona 30 mg/kg.
Aumento de 400x.
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Figura 10: Densidade éptica média na substancia branca da medula espinal, tratos dorsais (A) e
ventrais (B), aos 21 dias ap0s as cirurgias nos grupos submetidos a laminectomia (LAM) e lesao
medular espinal (LME), nas hemimedulas do lado homolateral a lesédo. As colunas representam as
médias e as barras o erro padrdo da média. VC: veiculo (Tween 80 a 2% em agua destilada); EHPV:
extrato hidroetandlico de prépolis vermelha a 10 e Metil: metilprednisolona a 30 mg/Kg. *** indica
diferenca significativa em relacdo a LAM com valor de p < 0,001; ** indica diferencga significativa em
relacdo a LAM com valor de p < 0,01; ### indica diferenca significativa em relacéo a lesionado tratado
com veiculo com valor de p < 0,001; ## indica diferenca significativa em relacdo a lesionado tratado
com veiculo com valor de p < 0,01; & indica diferenca em relacdo ao grupo EHPV10 com valor de p <
0,05. Teste de Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn.

3.6 Apoptose

Os escores médios indicativos da porcentagem de tecido com células marcadas para
TUNEL foram significativamente maiores na hemimedula do grupo lesionado tratado com
veiculo. Este efeito por atenuado de forma significativa tanto pelo tratamento com EHPV
guanto pela Metil, que apresentaram médias similares as do grupo LAM (p < 0,0001, teste
Kruskal-Wallis; os valores do pos-teste de Dunn podem ser observados na figura 11 D e
ilustracao dos achados figura 11 A, B e C).
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Figura 11. (A) Fotomicrografias mostrando visdo panoramica (40 x) de secg¢8es histoldgicas axiais de
tecido medular marcado pela técnica do TUNEL. (B) e (C) Maior detalhe (400 x) do tecido medular
destacando células da glia (quadrado vermelho) e neurénios (circulo vermelho) apoptoticos exibindo
positividade nuclear para o TUNEL. (D) Escores médios atribuidos a marcagdo de neurdnios em
apoptose marcados pela técnica de TUNEL, aos 21 dias ap0ds as cirurgias nos grupos: LAM; animais
submetidos a laminectomia tratados com Tween 80 a 2% em agua destilada, LME; animais submetidos
a lesdo medular espinal (LME), nas hemimedulas do lado homolateral a lesao, os animais receberam
Tween 80 a 2% em 4agua destilada, EHPV: extrato hidroetandlico de propolis vermelha a 10 As colunas
representam as médias e as barras o erro padrdo da média; e Metil: metilprednisolona a 30 mg/Kg. *
indica diferenca significativa em relagdo a LAM com valor de p < 0,05; ### indica diferenca significativa
em relacéo a lesionado tratado com veiculo com valor de p < 0,001;. # indica diferenca significativa em
relacdo a lesionado tratado com veiculo com valor de p < 0,05. Teste de Kruskal-Wallis com pds-teste
de Dunn.
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4 DISCUSSAO

Neste estudo o rendimento da amostra de PV foi de 17,46% m/v, apresentando
rendimento de extracdo acima do valor minimo especificado pelo Ministério da Agricultura
(BRASIL, 2001) que é de 11% m/v. Por outro lado, em trabalho anterior com a mesma
metodologia obteve-se 42% m/v (SANTOS, 2013). O menor rendimento no presente estudo
pode ser justificado pela época de coleta da prdopolis, visto que sua composi¢cao quimica e
seus constituintes ativos dependem principalmente da sazonalidade e da vegetacdo
disponivel (RISTIVOJEVIC, et al., 2015).

O resultado do rendimento corrobora com o trabalho de Aguiar et al. (2018), em que
a extracdo etandlica da PV atingiu rendimento de 19% e ainda assim, obteve os melhores
resultados frente a atividade antioxidante em comparagdo com outras fracdes da prépolis,
além de demonstrar a¢ao anticolinesterasica, a qual segundo os autores se deu pela presenca

de isoflavonas em sua composigao.

Para este estudo a amostra foi coletada durante o més de novembro e, no estudo de
Mendonca et al. (2015), a diminuigdo no rendimento da extragdo da PV sergipana, coletada
durante esse periodo j4 havia sido relatada. Apesar disso, amostras da prépolis vermelha
sergipana coletadas na mesma época tém apresentado concentracdes importantes de
flavonoides em sua composi¢cdo (MENDONCA et al., 2015). Além disso, Jug, Koncic, Kosalec,
(2014) perceberam em seu estudo que a qualidade da prépolis independe do seu rendimento
de extracdo, tendo em vista que uma amostra pode apresentar rendimento minimo e

demonstrar eficiente atividade bioldgica.

A analise quimica do extrato mostrou uma composicdo complexa do EHPV e
identificou a presenca de flavonoides na amostra, a saber: liquiritigenina (1), formononetina,
biochanina A, medicarpina e retusapurporina. Alguns destes compostos ja haviam sido
identificados anteriormente em amostras de PV sergipana (RIBEIRO et al., 2015). Além
desses, outros constituintes quimicos também ja foram encontrados em analises quimicas da
PV sergipana, dentre eles pinobanksina, isoliquiritigenina (LOPES et al., 2014), pinocembrina,
vestiol, propilgalato, catequina, epicatequina (PINHEIRO et al., 2015). Dentre todos esses
compostos, a formononetina, isoliquiritigenina e liquiritigenina sdo considerados os principais
flavonoides presentes na PV sergipana (LOPES et al., 2014). Na Figura 17, encontra-se as

estruturas moleculares das isoflavona identificadas no EHPV.

A técnica ESI de identificagdo dos compostos utilizada nesse estudo permitiu a
identificacdo de compostos, como citado. Os valores dos principais compostos majoritarios

foram 9,21 £ 0,10 para a formononetina e 7,08 + 0,09 para a biochanina. Estudos anteriores
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realizados com este mesmo tipo de propolis, como o de Ribeiro et al. (2015), mostram que o
EHPV apresentou concentra¢gdes de 23,29 mg/g, 0,38 mg/g e 0,67 mg/g de formononetina,
daidzeina e biochanina A, respectivamente. No estudo de Lima Cavendish et al. (2015), em
que autores do mesmo grupo também utilizaram a PV sergipana, a formononetina foi
gquantificada com 21,62 mg/g de EHPV. O teor de flavonoides totais encontrados no estudo
de Bitencourt et al. (2014), foi de 2% (20 mg/g de EHPV da PV sergipana), bem acima da
preconizada pela legislacdo que determina que a quantidade minima de flavonoides para
extrato seco da propolis deve ser de 0,25% (BRASIL, 2001).

HaCO

o)
0 OH S
3)
HO

1) OCH3

H4CO .

Figura 12. Estrutura quimica dos compostos identificados no EHPV: 1-Liquiriteginina, 2-
Formononetina, 3-Medicarpina, 4-Biochanina A e 5- Retusapurporin (B). Fonte: Frozza et al. (2013).

R=H (2)
R=OH (4)

OH

Além da identificacdo dos marcadores quimicos, que permite verificar as caracteristicas
fisicas e quimicas compativeis com o 13° tipo de propolis descrito, conhecida como PV, a
presenca de tais compostos pode ser importante para explicar os efeitos encontrados no
presente trabalho, ja que a¢des biolégicas neuroprotetoras foram descritas, por exemplo, para
a formononetina (LI et al., 2017) e liquiritigenina (YANG et al., 2016; KO et al., 2017).

A hemisseccdo medular, em ratos tratados com veiculo, induziu déficit funcional do
primeiro até o 21° dia apds cirurgia em relagdo ao grupo submetido a laminectomia. Este
achado esta de acordo com estudos prévios, em que foi observada diminuicdo dos escores
na escala BBB que ocorrem em decorréncia de LME, em que ha perda de neurdnios no lado
homolateral a leséo (LESZCZYNSKA etal. 2016: FRIEDLI et al. 2015: KJELL; OLSON, 2016).
Em concordancia os dados da avaliagdo locomotora e com os estudos citados, os resultados

da quantificacdo de neurdnios marcados pela coloracéo de Cresil violeta para a substancia
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de Nissl nos cornos ventral e dorsal mostraram diminuicdo do nimero de células ap6s LME

ainda aos 21 dias.

No presente trabalho, tanto o tratamento com EHPV em ambas as doses, como com a
metilprednisolona, promoveram melhora na recuperacdo funcional a partir da segunda
semana apos a lesdo, sendo que a dose de 10 mg/Kg de EHPV mostrou efeito significativo ja
na primeira semana. Tal resultado indica que o EHPV teve efeito neuroprotetor ap6s LME,
tanto nas fases subaguda como aguda. A resposta aguda (inflamatéria) se inicia horas apés
a lesdo, em decorréncia do trauma com hemorragia e edema, e atinge um pico dentro de
poucos dias; ha infiltracao de células polimorfonucleares seguida por mondcitos e macrofagos
e as respostas mediadas por essas células se sobrep6em e influenciam a chamada lesao
secundaria (subaguda), que tem papel chave no processo patofisiolégico e relacdo com o
prejuizo funcional e que é modulada, em grande parte, por respostas imunes (SHIBUYA,
YAMAMOTO, ITANO 2009).

Corroborando a hipotese de neuroprotecdo, houve diminuicdo da perda de neurfnios
quando administrados os tratamentos com EHPVY com ambas as doses e pela
metilprednisolona, tanto no corno ventral (neurénios motores, POPOVIC et al 1997) como no
corno dorsal (neurdnios sensoriais, POPOVIC et al 1997) da medula espinal. No corno dorsal,
o EHPV na dose de 10 mg/Kg promoveu efeito significativamente maior do que os demais
tratamentos. Considerando-se que as diferengas entre as doses sdo mais pronunciadas no
corno dorsal (no corno ventral os efeitos foram similares entre todos os tratamentos), onde
estdo localizados neurdnios sensoriais, pode ser sugerido que a melhora funcional promovida
pela menor dose, observada ao sétimo dia na avaliagdo BBB, esteja relacionada a uma
diminuicao da dor, que nao foi aferida no presente trabalho, mas é relatada consistentemente
apés LME em ratos (MIRANPURI et al., 2017: YANG et al., 2018). Tal sugestdo pode ser
fundamentada ainda pelo tralho de Lima-Cavendish et al. 2015, que reportou as agdes anti-
inflamatdria e antinociceptiva do EHPV.

Os diferentes efeitos com melhor perfil para a menor dose de EHPV poderiam ser
explicados também pelo duplo papel da resposta da inflamatoria para reparo tecidual no
sistema nervoso, benéfico ou deletério, dependendo das substancias liberadas e de tipos
celulares atraidos para o local da lesdo (AHMED et al., 2017). Assim, a resposta inflamatoria
nao deve ser totalmente suprimida (pela utilizacdo de maiores doses de HEPV ou outros anti-
inflamatérios) na medida em que é parcialmente necessaria para desencadear eventos de
reparo tecidual. Por exemplo, a interleucina pré-inflamatéria TNF-a liberada por macrofagos
infiltrados apés LME, que esta comumente associada ao dano tecidual, exibe também um

papel neuroprotetor na medida em que tem efeito estimulador do crescimento axonal e ainda
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promove o aumento da sintese de IL-10, a qual é anti-inflamatéria e elimina os radicais livres
gerados na LME (CHEN et al., 2015).

Os dados obtidos para a metilprednisolona foram compativeis com o esperado, com
base na literatura (CAVUS et al., 2014: EVANIEW et al., 2016). Vale destacar, porém, que
efeitos adversos foram descritos em ensaios clinicos pela utilizacdo deste medicamento de
forma continua (TATOR, 2006: HURLBERT et al., 2013: BOWERS et al., 2016).

Comparativamente, em estudo realizado por Silva et al. (2015), foi observado que o
EHPV a 10 mg/Kg administrado durante 28 dias por via oral ndo promoveu toxicidade e,
segundo os autores, a DL50 do EHPV pode ser estimada acima de 3.000 mg/Kg, enquanto
gue doses repetitivas acima de 200 mg/Kg deveriam ser administradas com cautela.
Adicionalmente, enquanto a MP administrada em longo prazo apresenta efeitos
imunossupressores (LEGOS et al., 2001), por exemplo, o EHPV mostrou agbes positivas
sobre o sistema imune (BUENO-SILVA et al., 2017), além de ter uma a¢des anti-inflamatorias
(LIMA-CAVENDISH et al., 2015; BEZERRA et al., 2017) com o beneficio de mostrar atividade

gastroprotetora.

A acado anti-inflamatéria do EHPV também foi observada no presente estudo: Nos
grupos lesionados tratados com veiculo houve aumento dos escores para a resposta
inflamatoria, de leve a moderada no grupo LAM para severa no grupo LME e novamente para
leve no grupo EHPV10, sem modificagéo do efeito da LME pelo tratamento com as doses de
30 mg/Kg de EHPV e de Metilprednisolona. Esta acdo do EHPV pode ter contribuido para a
neuroprotecao (recuperagdo funcional e menor perda de neurdnios motores e sensoriais), ja
que o processo inflamatdrio esta presente ap6s LME e é causador de efeitos deletérios como
necrose e apoptose (VISAVADIYA et al., 2016; HAYTA, ELDEN, 2018).

Embora o infiltrado inflamatério tenha sido quantificado de forma indiscriminada quanto
ao tipo celular, a analise qualitativa exibiu predominio de células compativeis com a micréglia
reativa (com formato ameboide, em contraposicdo ao formato ramificado observado em
condicdes fisiologicas) (NAKAJIMA, KOHSAKA 2004). Embora a infiltragdo de microglia e
macrofagos seja comumente relatada nos primeiros dias apos a LME — com efeitos deletérios
como a producao de espécies reativas de oxigénio e producao de citocinas neurotdxicas e
participacdo na degeneracdo Walleriana (CHAO et al. 1992) - outros autores reportaram um
pico de expressao de marcadores de micréglia reativa e macréfagos em quatro semanas apos
LME que pode estar relacionado aos déficits motores concomitantes aferidos por meio da
escala BBB (WU et al. 2005).
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Curiosamente, o tratamento com MP n&o produziu modificacdes no escore (%) de
infiltracao inflamatdria no tecido. A MP atua nas vias inflamatérias mediadas por TNF-a - NK-
kKB — iINOS (XU et al., 1998) e que induzem apoptose em neurénios (BRU'NE, KNETHEN,
SANDAU 1999). Se, por um lado, a apoptose em neurdnios lesionados induzida por iINOS
pode ser benéfica no estdgio agudo da lesdo, sua expresséo crénica pode induzir apoptose
em neur6nios saudaveis e, desta forma, tornar-se prejudicial (SATAKE et al 2000), o que
explicaria ao menos parcialmente o efeito neuroprotetor da Metilprednisolona.

Os diferentes efeitos para a MP e EHPV observados no presente estudo poderiam ser
explicados ou porque tais tratamentos atuam em distintas vias e tipos celulares da cascata de
eventos deletérios pés LME, ou porque os efeitos da MP sobre o processo inflamatério teriam
sido melhor apreciados se o tecido fosse obtido em tempos de eutanasia anteriores a primeira
semana do estudo. Por outro lado, todos os tratamentos diminuiram a hiperemia decorrente
da lesdo e ndo se pode descartar um efeito da MP, ainda que parcial, sobre a resposta
inflamatéria. E valido esclarecer que o procedimento de laminectomia, per se, produz resposta

inflamatéria e hiperemia leve, dado coerente com a literatura da area (SENTURK et al.; 2017).

A atividade anti-inflamatéria descrita para o0 EHPV pode ser explicada também pela
presenca de flavonoides em sua composicdo quimica, evidenciados pela andlise
cromatografica da amostra utilizada neste estudo, que contém formononetina, biochanina A,
daidzeina, liquiritigenina e retusapurporina. Essas substancias apresentam acfes que podem
ser favoraveis a neuroprotecao e neurorregeneracdo. A exemplo, a formononetina teve efeito
neuroprotetor apds les@o encefélica traumética e os mecanismos subjacentes encontrados
foram a diminuicdo de TNF-a, IL-6 e COX-2 (LI et al. 2013).

A liquiritigenina também diminuiu a expresséo de TNF-a e IL-6 em modelo de depresséo
em ratos pela administracdo de lipopolissacarideo (SU et al., 2016) e resultado similar (contra
o efeito de lipopolissacarideo) também foi observado para a biochanina A, que protegeu
neurdnios dopaminérgicos e diminuiu a ativacao microglial e os niveis de 6xido nitrico e TNF-
a (WAGN et al., 2016). Em modelo de lesdo medular por isquemia, a administracdo de
daidzeina foi neuroprotetora, diminuindo os marcadores inflamatérios TNF-a e NK-kB, ao
mesmo tempo em que diminuiu os marcadores de apoptose (ZANG et al. 2017). Trabalhos

relatam os efeitos da daidzeina sobre células microgliais in vitro (SUBEDI et al 2017).

Dentre as atividades que conferem acdo neuroprotetora aos flavonoides supracitados,
também é frequente encontrar trabalhos mostrando diminuicdo de apoptose, in vitro e in vivo.
Frente a lesdo cerebral traumética, a formononetina diminuiu a expressao de TUNEL e de

genes de resposta pro-oxidantes (LI et al., 2017). Diminui¢do da expressao de BAX e Caspase
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3 pela formononetina também foram observados pelo tratamento com formononetina (TIAN et
al.,2013) e liguiritigenina (YANG, PARK, SONG, 2013) em neurbnios corticais

hiperestimulados por glutamato.

Neste sentido, os resultados da quantificacdo de células imunorreativas para TUNEL
sao coerentes com a diminuicdo da perda neuronal causada pela lesdo, nos grupos tratados
com EHPV e MP, uma vez que ocorreu aumento de apoptose induzido pela leséo e diminuicdo
deste efeito pelos tratamentos. Uma vez que os dados anteriores sdo consistentes em
apontam a dose de 10 mg/Kg de EHPV como uma estratégia mais promissora, as
investigacdes realizadas por imunohistoquimica priorizaram o esclarecimento dos possiveis

mecanismos de acdo neste mesmo grupo (EHPV10 preferencialmente a EHPV30).

Além da diminuicdo da morte celular, inclusive por apoptose, e da infiltracdo de células
inflamatérias apés LME, os tratamentos com EHPV e MP também diminuiram a resposta
astrocitaria, em relagédo a animais que receberam veiculo. Os astrocitos sdo os componentes
mais abundantes da cicatriz glial (SOFRONIEW; VINTERS, 2010) apés LME, que por sua vez
pode ser parcialmente benéfica (impedindo a expanséo da lesdo para outras areas do sistema
nervoso) e parcialmente deletéria (inibe a reconexao axonal e reparo neuronal) (ANDERSON
et al., 2016). Os astrdcitos produzem a proteina glial fibrilar acida (GFAP), um filamento
intermediario componente do citoesqueleto (dai a relevancia da proliferacéo e astrocitos para
a cicatriz glial), e apresentam estreita relacdo com macrofagos, sendo mutuamente
influenciados: os astrécitos atuam no recrutamento de macréfagos e neutrdfilos, por meio da
MCP-1 (PINEAU et al., 2010), e modulam a diferenciacéo de subtipos de macrofagos (HANN
et al., 2015).

No presente estudo, observou-se aumento da expressdo de GFAP no grupo lesionado
tratado com veiculo e a modificacao deste efeito tanto pelo EHPV quanto pela MP, em ambas
as substancias branca (astrécitos fibrosos, quando da gliose) e cinzenta (protoplasméticos).
O aumento da expressao de GFAP apds LME é bem conhecido (FAROOQUE et al., 1995), e
os efeitos dos tratamentos ora empregados ndo necessariamente refletem uma interferéncia
direta com a funcao astrocitaria, mas sim uma prevencao dos efeitos da LME. Ao mesmo
tempo, a diminuigdo da formacao da cicatriz glial poderia ser til para promover a reconexao

dos tratos axonais entre areas do sistema nervoso, com melhora no perfil funcional.

Em sintese, os resultados mostraram que o EHPV teve efeito neuroprotetor sobre a
recuperacao funcional, com diminuicdo da resposta inflamatdria, de forma téo efetiva quanto

ou mais significativa que o medicamento padréo utilizado para tratamento desta condigc&o
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clinica. Os indicios de mecanismos de acao sugeridos perpassam a diminuicdo de apoptose

e da reacao astrocitaria apés LME.
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CAPITULO 3

ACAO NEUROPROTETORA DA FORMONONETINA APOS LESAO MEDULAR ESPINAL
EXPERIMENTAL

1 INTRODUCAO

A lesdo da medula espinal (LME), apresenta fisiopatologia complexa, quase sempre
relacionada a danos neuroldgicos permanentes (AHUJA et al 2016; EVANIEW et al., 2016:
PEI et al., 2017; ZHANG et al.,, 2017) e mortalidade estimada em 24,1% dos casos
(CHAMBERLAIN et al., 2015), que segundo dados da OMS (2013), chega a 500 mil novos
casos anualmente em todo o mundo. Desse nimero, menos de 1% dos pacientes lesionados
recuperam a fungao neuroldgica total até a alta hospitalar, enquanto para a maioria, os déficits
neuroldgicos sao eternos (EVANIEW et al., 2016).

A complexidade fisiopatolégica da LME esta associada a cascata de eventos
neurotoxicos em resposta a inflamacdo seguida da lesdo priméria, que geralmente se
propaga intensificando os sintomas locais, expandindo e agravando ainda mais a leséo (PEI
et al. 2017). Além disso, o farmaco padréo autorizado para utilizag&o clinica em pacientes
com LME, a metilprednisolona, apresenta acdo nem sempre eficiente e efeitos colaterais
graves (CAVUS et al. 2014: EVANIEW et al., 2016).

Terapias que objetivem minimizacdo da progressdo do quadro neuroldgico,
resultante da les@o priméria (PEI et al., 2017; ZHANG et al., 2017) bem como, conter ou
reduzir a resposta inflamatéria e a producao de espécies reativas de oxigénio parece ser a
mais eficiente estratégia terapéutica neuroprotetora para a minimizacao dos efeitos
secundarios a lesdo, como a inflamacéo, formacao da cicatriz glial causada por astrogliose
(HARA et al., 2017) e a apoptose celular (TIAN et al. 2013).

E possivel que mecanismos neuroprotetores na LME aguda, baseie-se na reducéo
de células apoptéticas e inibicdo da resposta inflamatéria (DU, et al., 2013; ZHU, et al., 2014).
Neste sentido, a formononetina (FN) é um isoflavonoide com acdo antioxidante e anti-
inflamatéria j& demonstrada, sobretudo no SNC: Em experimentos com lesao cerebral, a FN
mostrou agao neuroprotetora diminuindo a exacerbagéo do influxo de calcio e a formagéode
peroxido de oxigénio (OCCHIUTO et al. 2009), além de inibir processos apoptéticos e regular
genes responsaveis pela inflamagdo (BRANN, et al., 2012; LIANG, et al., 2014) e déficit
neuroldgico (LIANG, et al., 2014).
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N&o foram encontradas evidencias de estudos com a FN para tratamentos da LME.
Porém, esclarecer mecanismos subjacentes a acédo neuroprotetora da FN sobre a LME, é
uma proposta interessante, visto que que sua acao nos traumas do SNC tem mostrado
resultados promissores. Desta forma, a proposta desta pesquisa foi avaliar a resposta
neuroprotetora e investigar indicios de mecanismos de acéo da FN apds a lesdo medular

espinal em ratos por hemissecc¢éao torécica.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Aquisicao e avaliacdo de pureza da FN

A FN foi obtida através da empresa Xi’na Olin Biological Technology CO. LTDA. O grau
de pureza da FN foi avaliado por Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), para
tanto,10 mg de FN foi diluida em 50 mL de metanol, obtendo-se uma solu¢do com uma
concentracdo de 0,2 mg/mL. A solucao foi filtrada em filtros de membrana PTFE 0.45 um
(Millipore-HVHP, MA, USA). A solugdo foi inserida em cromatografo liquido Shimadzu®,
equipado com um degaseificador DGU-20A3, um autosampler SIL-20A, duas bombas (A e
B) LC-20AD, detector de arranjo de diodos SPD-M20Avp (DAD) com interface CBM-20A. A
coluna utilizada foi a analitica Phenomenex C18 de fase reversa de 250 x 4,6 mm (5 um de
tamanho de particula). Taxa de fluxo de 1 mL/min, tempo de corrida de 45 minutos, volume
de injecdo de 20 pL. Sistema gradiente de eluicdo realizado em fase movel constituida de
Metanol (B) / Agua mili-q (A) (v/v), iniciando com 40% de B aumentando até 65% (apds 24
minutos), aumentando para 70% de B (35 minutos), aumentando para 80% de B até os 45

minutos.

Para administracao farmacolégica da FN, a mesma foi agregada a uma formulacao que
favorecesse sua disperséo, a fim da obtencdo de maior seguranca da dose administrada. A
formulagdo desenvolvida na Farmécia Cientifica na Universidade Tiradentes (UNIT/SE),

apresentou a composi¢cao descrita na tabela 1.
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Tabela 1: Composicdo quimica da formulacéo contendo FN.

Substancias Concentracéo (%) Funcéo
Formononetina (FN) 25a75 Ativo
Nipagin 0,2 Conservante
Goma Xantana 0,1 Agente Suspensor
Acido Citrico 0,1 Ajuste de pH = 4.5/5.0
Sorbitol g.s.p 100 mL Veiculo

m/V= massa por volume; g.s.p= quantidade suficiente para; pH= potencial hidrogenibnico.

2.2 Ensaio Biol6gico

Os procedimentos para experimentacdo animal seguiram 0s principios éticos de
experimentagdo animal, de acordo com o Conselho Nacional de Controle em Experimentagéo
Animal (CONCEA). Foram aprovados pelo Comité de ética em uso de animais (CEUA-UNIT),
sob parecer consubstanciado emitido e protocolado com o numero 040514 (parecer em
anexo). O estudo foi realizado nas dependéncias do Biotério da UNIT/SE e dos Laboratorios
LMPE e de Biomateriais (LBmat) do ITP.

Foram utilizadas 40 ratas Novergiccus albinus, da linhagem Wistar, provenientes do
Biotério da Universidade Tiradentes, com idade entre 2 e 3 meses, pesando entre 200 e 300
g. Assim que recebidos, os animais foram avaliados através da escala locomotora para
descarte de ratos debilitados, pesados, separados em grupos e acondicionados em caixas
plasticas padronizadas, mantidos em ambiente com temperatura controlada em 22°C e com
ciclos de claro-escuro de 12 horas. Os animais foram distribuidos em grupos experimentais

de forma randomizada conforme descri¢gao do quadrol:
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GRrL]J(Z()JS TRATAMENTOS CIRURGIA
LAM *Suspensdo veiculo Laminectomia
VC *Suspensao veiculo Lesédo
FN10 *Formononetina 10 mg/Kg diariamente por 21 dias | Cirurgia com
(LIMA-CAVENDISH et al., 2015). hemissec¢do do lado
direito da medula
FN30 *Formononetina 30mg/Kg diariamente por 21 dias | espinal, apés lami-
(LIMA-CAVENDISH et al., 2015). nectomia.
Metil
Metilprednisolona 30mg/k 1h apds a cirurgia e 5,4
mg/Kg 23h apos a lesédo (CAVUS et al., 2014:
CHAMBERLAIN et al., 2015: NASCIS-II).

Quadro 1. Distribuicdo dos grupos experimentais e farmacos utilizados. *Animais receberam 1 ml de
suspenséo veiculo ou 1 ml de tratamento diariamente via gavagem. F10 e F30: Grupos de animais
lesionados tratados com FN 10 e 30 mg/Kg respectivamente; Metil: metilprednisolona 30 mg/Kg.

2.3 Grupos Experimentais

Os animais foram distribuidos de forma randomizada em 5 Grupos, mantidos em
namero de até cinco por caixa retangular padronizada de tamanho médio devidamente
identificada, receberam racdo padrdo Labina® e agua ad libitum. A distribuicdo em grupos

dos animais pode ser observada no Quadro 2.

2.4 Procedimentos Cirargicos

Os animais foram anestesiados com uma mistura de 0,05 mL de ketamina (cetamin
10% - dose de 75 mg/Kg - administrados 18,75 mg) e 0,05 mL de cloridrato de xilazina (xilasin
2% - dose de 14 mg/Kg - administrados 3,5 mg), para cada 100 g de peso corporal,
administradas por via intraperitoneal (i.p.- no quadrante medial inferior abdominal). Em
seguida, foi realizada tricotomia e assepsia da regido dorsal toracica e identificacdo das
vértebras, uma incisédo na regido correspondente a coluna toracica foi efetivada. Os animais
foram ent&o submetidos a laminectomia, onde tiveram a musculatura divulsionada, expondo
as vértebras T9 — T12, identificadas por apalpacgéo das apdfises espinhosas. Seguidamente
a apofise espinhosa e lamina da vértebra T10 e T11 foram cuidadosamente retiradas,
usando-se uma lupa cirargica, com aumento de 10X, expondo a medula espinal. Os animais
correspondentes aos grupos lesdo tiveram a hemimedula do lado direito seccionada com
auxilio de uma microtesoura e bisturi. Para anestesia local foi utilizada cloridrato de lidocaina
com epinefrina subcutanea do laboratdrio Pearson®. Ao término destes procedimentos os

animais tiveram a musculatura suturada com 2 pontos (lagada dupla). Em seguida colocado
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o tecido adiposo sobre a musculatura recobrindo-a, para depois realizar a sutura da pele.

Finalmente foi realizada antissepsia com alcool e iodopovidina.

Imediatamente apés a cirurgia todos 0os animais receberam uma dose intramuscular
com 0,5 mL de Pencivet® plus ppu. Os animais foram entdo, acondicionados em caixas
apropriadas, acomodados em sala climatizada para recuperacao poés-cirtrgica, onde foram
constantemente monitoradas as condigcbes de alimentacdo, hidratacdo, massagens
abdominais para favorecer a excrecdo de fezes e urina, além de inspecionados diariamente
a procura de sinais de autotomia e infec¢des, até a restauracdo das condi¢des normais de
micgao e defeccéo.

ApOs a recuperagéo anestésica total, os animais receberam 1 mL da suspensdao veiculo
(grupos LAM e VC) e grupos tratados com FN receberam 1 mL de suspenséo contendo FN
10 ou 30 mg/Kg, via oral (LIMA-CAVENDISH et al 2015), por 21 dias. Para os animais do
grupo Metil foi utilizado a metilprednisolona em dose fragmentada: 30mg/k 1h apés a cirurgia
e 5,4 mg/Kg 23h apos a lesdo (CAVOS et al., 2013). Os animais foram entdo devolvidos a

sua sala de origem no biotério, onde receberam agua e racdo a vontade.

2.5 Avaliagao Funcional (BBB)

Para a avaliagdo da funcdo locomotora e sensorial dos animais foram fixados
momentos pré-teste (um dia antes da cirurgia); 24 horas, 7, 14 e 21 dias apés a cirurgia,
através da escala de Basso, Beattie e Bresnahan (1995; 1996 - documento em anexo),
denominada escala BBB. Esta escala tem por objetivo avaliar a evolugcdo da recuperacao
funcional motora dos animais. Para tanto, os animais foram colocados um a um em uma
arena de testes e observados durante 4 minutos, enquanto se locomoveram livremente. A
avaliacdo foi realizada através da observacdo de parametros comportamentais, a saber: o
movimento do membro, a posi¢do da pata, o tipo do passo, a coordenacdo da passada, a
abertura dos dedos, a rotagdo predominante da pata, a estabilidade do tronco e a posicao da
cauda. Os parametros colhidos em cada teste foram anotados em tabelas individuais e

posteriormente classificados por meio de uma escala com valores entre 0 e 21 pontos.

Os pontos refletem a condicdo motora dos animais, onde zero representa paralisia total
do membro e 21 pontos representa funcdo motora normal do membro (BASSO; BEATTIE;
BRESNAHAN, 1995). Pontuacgdes entre 0 e 7 indicam o retorno de movimentos isolados de
até trés articulacdes (quadril, joelho e tornozelo). Pontuagdes entre 8 e 13 indicam o retorno
dos passos plantares e coordenacdo dos movimentos entre patas posteriores e anteriores.

Por fim, pontuagbes entre 14 e 21 mostram o retorno da abertura dos dedos durante a
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passada, posi¢cdo predominante da pata em paralelo ao tronco, estabilidade de tronco e

levantamento da cauda.

2.6 Avaliacao Histoldgica

Aos 21 dias apdés a cirurgia, os animais foram novamente anestesiados (com
ketamina/xilazina) e eutanasiados em camera de gas CO; (por ser esse um método menos
traumatico e indolor). O tecido medular em torno da area cirargica (2 cm) foi retirado e
conservado em formalina por sete dias. As medulas foram entdo desidratadas em série
alcodlica crescente (70; 80; 90 e 100%), diafanizadas em série de xilis (xilol 1; 2 e 3) e
incluidas em parafina sob a forma de blocos, que foram levados ao micr6tomo para fornecer
os cortes transversais seriados com 5 ym. Foram obtidos cinco conjuntos contendo sete
laminas com quatorze cortes em cada lamina, contendo o epicentro da lesdo, bem como as

porcdes rostrais e caudais da medula espinal, conforme mostra a Figura 1.
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Figura 1- Disposicéo das sec¢fes medulares aderidas as laminas de vidro. Os ndmeros representam

a ordem em que cada sequéncia de secc¢@es foi obtida.

As modificagdes histoldgicas decorrentes da hemissec¢do e da associacdo com 0s
tratamentos foram analisadas por meio da coloracdo de hematoxilina-eosina HE (EMERY et
al., 1998; WADA et al., 1999). A técnica da coloracdo consiste em manter as seccbes de
tecido em contato com a hematoxilina de Harris por 90 segundos, lavar em agua corrente por
5 minutos, submergir em solugdo de agua amoniacal, por 15 segundos, lavar em agua

corrente por 5 minutos e corar com a solu¢ao de Eosina por 30 segundos. A seguir as laminas

2.6.1 Coloracado Hematoxilina-Eosina
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foram desidratadas e submetidas a uma bateria de alcoois em concentracdo crescente, a
uma mistura de alcool e xilol e a xilol puro (3 minutos cada) para entdo serem montadas com
laminulas. Por meio desta coloracdo foram avaliados os aspectos estruturais e o perfil das

alterac@es inflamatérias.

Neste experimento todas as avaliacbes foram realizadas as cegas, as avaliacdes
microscopicas foram realizadas por meio de andlise de imagens utilizando microscopio
Olympus CX31 acoplado a camera fotografica Olympus com aumento de 10x e 40x. Para que
a andlise histolégica fosse realizada as cegas quanto ao grupo experimental, os cédigos de
identificacdo de cada lamina foram cobertos por outro experimentador antes do inicio da
andlise e revelados apo6s o término. Para a quantificacdo de neurénios, foram analisadas
todas as seccdes colhidas para cada conjunto de laminas correspondente as regides rostral,
central e caudal. Os resultados foram expressos como média do niumero de neurbnios
integros (nUmero de células marcadas em cada corno) * erro padrdo da média (EPM), nos
lados direito -homolateral a lesédo (TRUDRUNG et al., 2000).

Para analise das caracteristicas histomorfoldgicas associadas ao processo inflamataorio,
foram analisadas as seccdes histologicas coradas em HE, observando-se os critérios de
intensidade e tipo do infiltrado inflamatoério e hiperemia. A reacéo inflamatoria foi determinada
guando a intensidade da reacdo de acordo com Pei et al.,, 2017. Para tal analise, foram
atribuidos escores de 0 a 3 conforme o grau da inflamagé&o, de acordo com o seguinte padréo:

0 — Auséncia do infiltrado inflamatério no tecido medular;

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

2 - (moderado) — Quando houve a presenca do infiltrado inflamat6rio e hiperemia entre
10 e 50 % do tecido medular;

3 - (severo) — Quando o infiltrado de células inflamatérias e hiperemia ocorre em mais

de 50% do tecido medular.

2.6.2 Coloracao Cresil Violeta para a substancia de Nissl

Para a quantificacdo de neurbnios integros no tecido nervoso apés LME, foi realizada
a coloracéo de Nissl conforme metodologia descrita por Pei et al. (2017). Resumidamente as
seccOes passaram por desparafinizacdo, reidratacdo, coloragdo em cresil violeta por 30
minutos, Hematoxilina de Harris por 5 minutos, &lcool acético glacial por 5 minutos, séries
alcodlicas decrescentes, xilol e montagem da lamina com laminula de vidro e balsamo
Canada. A avaliacdo se deu em todas as seccbes colhidas em cada conjunto de laminas

correspondente as regides central, rostral e caudal, a partir da quantificacdo de neurbnios
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integros que continham a substancia Nissl no citoplasma, cromatina solta e nucléolos
proeminentes, enquanto que os neurbnios apoptoticos ndo apresentavam corpusculos de

Nissl, apresentavam cavitacdes aparentes em torno do nucleo e nicleos homogéneos.

2.7 Marcacéo da resposta astrocitaria (GFAP)

Para a realizagdo da técnica imunohistoquimica e marcacdo da proteina GFAP, as
laminas contendo sec¢bes da medula espinal foram desparafinizadas em xilol (1,2 e 3),
reidratadas em séries alcoolicas (100°, 90°, 80°), lavadas em tampéao fosfato (PBS 0,1M, pH
7,4). A recuperacgéo antigénica realizada com tampao citrato 0,1M, pH 6,0, por 10 minutos em
micro-ondas com temperatura de 95°C. Depois de frias as secc¢des foram lavadas em PBS
novamente para posterior realiza¢do do bloqueio da peroxidase endégena com perdxido de
hidrogénio a 1% em PBS. As secc¢des foram entdo incubadas com soro albumino-bovino
(BSA) a 5%, seguida com anticorpo primario monoclonal obtido em coelho, com diluigdo de
1:200, por 24 h (a 4°C). No dia seguinte, foi utilizado anticorpo secundario biotinilizado anti-
coelho (1:500) para amplificar a rea¢éo, em solucéo contendo BSA a 1,5%, durante 1 h, além
de complexo avidina + biotina (ABC) por 1 h. A revelagéo foi realizada pela adigdo de
diaminobenzidina (DAB) 10 mg e peréxido de hidrogénio 30% por 15 min. Seguidamente as
laminas foram lavadas em agua destilada, desidratadas em solu¢des alcodlicas (70°, 80°,
90°, 100°), diafanizadas em xilol (1 e 2), montadas com laminula e Balsamo do Canada
(RUZICKA et al., 2018).

2.8 Estimativa da densidade astrocitaria marcadas para GFAP

Para tal, o campo visualizado foi registrado, ajustado pelo sistema de edi¢édo, a imagem
foi entdo transferida para o microcomputador para andlise. As secc¢des escolhidas para
analise foram previamente selecionadas, de forma que correspondessem sempre as mesmas
areas. Para a quantificacdo da densidade de fibras positivas para GFAP na medula espinal,
foi estabelecida uma escala arbitraria com diferentes niveis de cinza e foram pré-

estabelecidos valores para comparacdes e respectivas leituras da densidade oOptica (DO).

A intensidade de marcacéo reativa de GFAP foi quantificada pela determinacédo da
densidade 6ptica (DO) conforme a reacdo da coloracdo ao antigeno. Para esta avaliacao foi
padronizada quatro areas com extensdo de 2 mm?, na regido dos cornos dorsal e ventral
direito da substancia cinzenta, além da substancia branca, em cada sec¢do da medula
espinal (Figura 2). Para a analise foram atribuidos valores em uma escala de cinza arbitraria,

subtraindo-se estes valores de uma regiéo.
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Corno Dorsal

Trato Dorsal

Corno Ventral

Figura 2. Representacdo da analise de imagens por densidade 6ptica da marcacao para GFAP na
medula espinal: Os quadrados nas substéncias branca e cinzenta da medula espinal representam as
areas padronizadas para avaliac@o da reacdo astrocitaria apés LME.

2.9 Teste de TUNEL

O teste de TUNEL para a detecgéo de células apoptoticas foi realizado utilizando um
kit In Situ Cell Death Detection (Roche, EUA), conforme as instru¢cdes recomendadas pelo
fabricante e sugestfes de Pei et al., (2017), com modificagfes. Para tal, as secc¢des da
medula espinhal foram desparafinizadas com xilol e reidratadas em concentragdes alcodlicas.
Seguidamente realizada a recuperagéo antigénica em micro-ondas por 10 minutos. Bloqueio
da peroxidase enddgena com peréxido de hidrogénio 3% e alcool metilico. Incubadas durante
a noite em camera Umida escura a 37 °C com a solugéo proteinase K (100 uL), posteriormente
incubadas com a solugéo Converter-POD (50 pyL) em camara umida escura por 1h a 37 °C.
Uma solucéo contendo 3,3'-diaminobenzidina (Dab), PBS e peréxido de hidrogénio 0.3%, foi
adicionado a cada seccdo, incubada por 10 minutos a 25 °C. As secc¢bes foram contra
coradas com hematoxilina, desidratas em solucdes alcodlicas e diafanizadas em xilol,

montadas em laminulas de vidro e balsamo do Canada.

2.10 Analise Estatistica

Os dados foram expressos como média e erro padrdo da média (EPM). Escores e
dados com distribuicdo ndo Gaussiana identificada pela analise de Shapiro-Wilk foram
submetidos ao teste Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn. As diferencas foram
consideradas significativas para valores de P < 0,05. Foi utilizado o programa GraphPad

Prism versédo 5.0.
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3 RESULTADOS
3.1 Avaliacao do grau de pureza da FN

Na avaliacado cromatogréafica a FN apresentou indice de pureza de 96%, com pico de
0.947486 e Limiar de 0.962675, conforme mostra a figura 3.
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Figura 3. Cromatograma da andlise de pureza da FN obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE).

3.2 Avaliacdo locomotora

Em todos os tempos analisados, a avaliacdo funcional evidenciou diminuicdo do
desempenho locomotor em animais lesionados tratados com veiculo em relagdo a animais
do grupo LAM. Este resultado ndo foi modificado por quaisquer tratamentos em 24h e 7 dias
apos os procedimentos cirlrgicos (ambas as analises com valores de p < 0,0001). Decorridos
14 dias, apenas os grupos lesionados tratados com veiculo e FN a 10 mg/Kg mostraram

escores significativamente menores que o grupo LAM (p = 0,0182), enquanto 0s grupos
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lesionados tratados com FN30 e Metil mostraram médias estatisticamente semelhantes. Aos
21 dias, somente o grupo lesionado tratado com veiculo apresentou escores inferiores aodo
grupo LAM e o grupo tratado com FN a 30 mg/Kg alcancou média significativamente superior
ao grupo lesionado tratado com veiculo (p = 0,0020, figura 4).
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Figura 4. Escore médio na escala BBB em 24h (A), 7 dias (B), 14 dias (C) e 21 dias (D) ap6s as
cirurgias nos grupos submetidos a laminectomia (LAM) e lesdo medular espinal (LME). As colunas
representam as médias e as barras o erro padrdo da média. VC: veiculo; FN: formulagédo contendo
formononetina a 10 e 30 mg/Kg; Metil: metilprednisolona a 30 mg/Kg *** indica diferenca significativa
em relacdo a LAM com valor de p < 0,001; # indica diferenca significativa em relacdo ao grupo
lesionado tratado com veiculo com valor de p < 0,05. Teste de Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn.

3.3 Quantificacdo de neurénios

No corno dorsal da medula espinal, a LME promoveu diminuicdo significativa na
porcentagem de neurdnios saudaveis. Esse efeito foi modificado pelo tratamento com FN em
ambas as doses, mas nao pela Metil. Esse grupo (lesionado tratado com veiculo) apresentou
médias significativamente menores que os grupos tratados com FN (p < 0,0001, figura 5A).

No corno ventral houve diminuicdo da porcentagem de motoneurdnios em relacdo ao lado
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intacto em todos os grupos lesionados. Este efeito foi diminuido pela FN em ambas as doses
e a FN a 30 mg/Kg teve resultados significativamente distintos do grupo tratado com Metil (p
< 0,0001, figura 5B).

A B
< 150- ‘_E 1501
2 =
.g —— 0>J
o o
< 1004 c 1001 E
S 3
g 4 HitH HHH
o
‘c  50- it HHH c 50, Fekk ek &&&
© *kk Sk ©
a *kk — 8 i x
2 : AAA 3
OQ 0__::_,_,,I o | |..I..1 : 7 s O\o oLE = m. . ,
LAM VC FN10 FN30 Metil LAM VC FN10 FN30 Metil
I | I |
LME LME
Tratamentos Tratamentos

Figura 5: Porcentagem média de neurdnios saudaveis aos 21 dias apés as cirurgias nos grupos
submetidos a laminectomia (LAM) e lesdo medular espinal (LME), nos cornos dorsal (A) e ventral (B)
da medula espinal, em relacdo ao lado intacto. As colunas representam as médias e as barras o erro
padrdo da média. VC: veiculo; FN: formulagdo contendo formononetina a 10 e 30 mg/Kg; Metil:
metilprednisolona a 30 mg/Kg. *** indica diferenca significativa em relacdo a LAM com valor de p <
0,001; ### indica diferenca significativa em relacédo a lesionado tratado com veiculo com valor de p <
0,001; AAA indica diferenca significativa em relagdo a outros grupos lesionados exceto o grupo tratado
com veiculo tendo valor de p < 0,001; &&& indica diferenca significativa em relagéo ao grupo lesionado
tratado com FN30 tendo valor de p < 0,001. Teste de Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn.

3.4 Resposta inflamatéria

A LME produziu aumento do infiltrado inflamatdrio, aferido por meio de escores, em
todos os grupos lesionados, independentemente do tratamento, em relagéo ao grupo LAM.
Contudo, os grupos lesionados tratados com FN30 e Metil mostraram médias
significativamente menores que o grupo leséo e FN10 (p < 0,0001). Ja com relacao ao escore
atribuido a hiperemia tecidual, apenas o grupo lesionado tratado com veiculo apresentou
escores significativamente menores que o grupo LAM e este efeito foi atenuado por todos os
tratamentos: FN em ambas as doses e Metil (p < 0,0001). Os dados estéo expressos na figura
6.
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Figura 6: Escores médios atribuidos a resposta inflamatéria quanto a porcentagem de infiltrado celular
(A) e hiperemia (B), aos 21 dias ap6s as cirurgias nos grupos submetidos a laminectomia (LAM) e
lesdo medular espinal (LME), nas hemimedulas do lado homolateral a lesdo. As colunas representam
as médias e as barras o erro padrdo da média. VC: veiculo; FN: formulacdo contendo formononetina
a 10 e 30 mg/Kg; Metil: metilprednisolona a 30 mg/Kg. *** indica diferenca significativa em relagcéo a
LAM com valor de p < 0,001; ### indica diferenca significativa em relagéo a lesionado tratado com
veiculo com valor de p < 0,001; AAA indica diferenga significativa em relagdo a outros grupos
lesionados exceto o grupo tratado com veiculo tendo valor de p < 0,001. Teste de Kruskal-Wallis com

pés-teste de Dunn.

3.4 Resposta astrocitaria

Foi observado aumento da expressdo de GFAP nos grupos lesionados tratados com
veiculo, em ambos os cornos dorsal e ventral da medula espinal. No corno dorsal, osgrupos
lesionados tratados com FN10 e FN30 mostraram valores médios significativamente menores
que o grupo tratado com veiculo, efeito este ndo observado para o grupo tratado com Metil.
Em adig&o, o grupo lesionado tratado com FN10 mostrou valores semelhantes ao do grupo
LAM e diferentes dos demais tratamentos (p < 0,0001). Resultados semelhantes foram
encontrados no corno ventral (aumento da expressdo de GFAP no grupo lesionado tratado
com veiculo e diminui¢do significativa deste efeito com os tratamentos com FN), porém, o
tratamento com Metil também mostrou médias significativamente menores que as
observadas para o tratamento com veiculo e também em relacdo aquelas do grupo tratado
com FN30 (p < 0,0001, figura 7).
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Figura 7: Densidade Optica média da expressdo de GFAP na substancia cinzenta da medula espinal,
corno dorsal (A) e ventral (B), aos 21 dias apés as cirurgias nos grupos submetidos a laminectomia
(LAM) e lesdo medular espinal (LME), nas hemimedulas do lado homolateral & lesdo. As colunas
representam as médias e as barras o erro padrdo da média. VC: veiculo; FN: formulagéo contendo
formononetina 10 e 30 mg/Kg; Metil: metilprednisolona a 30 mg/Kg. *** indica diferenca significativa
em relagdo a LAM com valor de p < 0,001; ### indica diferenca significativa em relagéo a lesionado
tratado com veiculo com valor de p < 0,001; # indica diferenga significativa em rela¢éo a lesionado
tratado com veiculo com valor de p < 0,05; (- -) indica diferenca em relagcdo ao grupo FN30 com valor
de p <0,01; (-) indica diferenca em relagédo ao grupo FN30 com valor de p < 0,05; +++ indica diferenca
em relacdo ao grupo FN10 com valor de p < 0,001; ++ indica diferenca em relacdo ao grupo FN10 com
valor de p < 0,01. Teste de Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn.

Nos tratos dorsais (substancia branca) houve aumento da expressdo de GFAP nos
grupos lesionados tratado com veiculo e com FN10, enquanto os grupos FN30 e Metil
apresentaram médias semelhantes ao grupo LAM. Ambos os tratamentos com FN e Metil
promoveram diminui¢cdo significativa em animais lesionados quando comparados ao
tratamento com veiculo e ndo houve diferenca entre as doses de FN ou desta para com a
Metil (p < 0,0001). Nos tratos ventrais, apenas 0s grupos lesionados tratados com veiculo e
Metil mostraram aumento significativo da expressdo de GFAP em comparagdo com 0 grupo
LAM. Novamente, ambos os tratamentos com FN (10 e 30 mg/Kg) e Metil diminuiram
significativamente as médias apds LME em relacéo ao grupo lesionado tratado com veiculo

(p < 0,0001). Os dados podem ser observados na figura 8.
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Figura 8: Densidade éptica média da expressdo de GFAP nos tratos dorsais (A) e ventrais (B) da
medula espinal, aos 21 dias apds as cirurgias nos grupos submetidos a laminectomia (LAM) e lesédo
medular espinal (LME), nas hemimedulas do lado homolateral a les&o. As colunas representam as
médias e as barras o erro padrdo da média. VC: veiculo; FN: formulagdo contendo formononetina a 10
e 30 mg/Kg; Metil: metilprednisolona a 30 mg/Kg. *** indica diferenca significativa em relacdo a LAM
com valor de p < 0,001; * indica diferenca significativa em relagdo a LAM com valor de p < 0,05; ###
indica diferenca significativa em relacéo a lesionado tratado com veiculo com valor de p < 0,001; ##
indica diferenca significativa em relagéo a lesionado tratado com veiculo com valor de p < 0,01. Teste
de Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn.

3.5 Apoptose

A imunomarcacao positiva para TUNEL mostrou-se significativamente aumentada na
hemimedula do grupo lesionado tratado com veiculo. Nos grupos lesionados tratados com
FN (10 e 30 mg/Kg) e Metil, ndo somente foi observada diminuicao dos escores como também
os valores foram estatisticamente semelhantes aos do grupo LAM (p < 0,0001). Os dados

podem ser observados na figura 9.
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Figura 9: Escores médios atribuidos & marcacéo de neurdnios em apoptose marcados pela técnica de
TUNEL, aos 21 dias ap6s as cirurgias nos grupos submetidos a laminectomia (LAM) e lesdo medular
espinal (LME), nas hemimedulas do lado homolateral a les&o. As colunas representam as médias e as
barras o erro padréo da média. VC: veiculo; FN: formulacdo contendo formononetina a 10 e 30 mg/Kg;
Metil: metilprednisolona a 30 mg/Kg. *** indica diferenca significativa em relagdo a LAM com valor de
p < 0,001; ### indica diferenca significativa em relacdo a lesionado tratado com veiculo com valor de
p < 0,001. Teste de Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn.

4 DISCUSSAO

Nesse estudo a avaliacdo funcional mostra a efetividade da leséo e fornece indicios da
capacidade de regeneracdo limitada do SNC ap6s uma lesdo, dado que os animais
lesionados tratados com veiculo, em todos os tempos, apresentaram 0S menores escores na
escala de avaliacdo locomotora (DEFINO, 1999; YU et al., 2012; DAS et al., 2012; SHARP et
al., 2012; KUSHCHAYEYV et al., 2016). Outros autores observaram reducdo dos escores
médios causados pela hemisseccdo medular e mostraram que tratamentos efetivos em
melhorar os indices funcionais acompanham redug&o no volume da lesédo, reducéo de cicatriz
glial, preservacdo de neurbnios e modulacdo da resposta inflamatoria apés LME (KASAI et
al., 2011; LIN et al., 2011; SHI et al., 2014; RUZICKA et al., 2018). No presente estudo, os
tratamentos (FN e Metil) foram eficazes em elevar os escores ja a partir de 14 dias, porém,
apenas o tratamento com a FN a 30 mg/Kg promoveu diferenca significativa em relacéo ao
grupo lesionado tratado com veiculo aos 21 dias, sendo que valores obtidos com FN a 30

mg/Kg foram igualados ao grupo laminectomia mais rapidamente.

Apesar de ndo haver relatos anteriores na literatura da utilizagdo da FN em

experimentos com LME, sua acdo neuroprotetora no SNC ja havia sido descrita (LIANG et
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al., 2014; FEI et al., 2017), inclusive com resultados positivos na avaliacdo funcional em
animais com lesdo cerebral traumatica (LI et al., 2017). Neste estudo, os resultados da
gquantificacdo neuronal mostraram protecdo do tecido medular pelo tratamento com FN e
Metil, com preservacao de neurdnios integros apos a LME em comparacdo ao grupo tratado
com veiculo. Os mecanismos subjacentes a protecédo exibida podem envolver a modulacéo
de moléculas responsaveis pela minimizacdo da inflamacéo, estresse oxidativo e apoptose
ja descritos no estudo de Li et al. (2017).

Em consonancia com tais observacfes, no presente estudo a LME promoveu
diminuicdo no numero médio de neurbnios, induziu aumento da resposta inflamatéria e
elevagdo da expresséo de astrécitos, enquanto os tratamentos com FN e Metil diminuiram a
apoptose decorrente da LME e observou-se maior preservacao de neurénios motores (corno
ventral) e sensoriais (corno dorsal). A FN a 30 mg/Kg mostrou, portanto, efeito neuroprotetor.

De fato, estudos tem mostrado a acao neuroprotetora da FN nas vias que regulam apoptose.

Em modelos de isquemia cerebral, a FN parece bloquear a apoptose através
fosforilagdo de moléculas de sinalizag&o, incluindo inativagdo genética do membro da familia
Bcl- (PRU, et al., 2012; LIANG, et al., 2014). Colaborando, no estudo de Tian et al, (2013), a
FN regulou a expressao de proteinas relacionadas com a apoptose através do aumento dos
niveis de Bcl-2 e pré-caspase-3, além de diminuir os niveis de Bax e caspase-3 protegendo
0s neurbnios da lesdo excitotoxica. A FN exibiu uma regulacdo positiva em receptor
estrogénico tipo alfa e sobre proteinas quinases P-Akt ou PKB, que inibem processos de
apoptose, ao mesmo tempo em que regulou o balanco genes Bax e Bcl-2, os quais séo
responsaveis pela ativacao ou inativacdo da permeabilidade mitocondrial aos ions célcio e
hidrogénio. No mesmo trabalho, sua acgéo foi associada a modulagéo do pH e a liberacdo de
citocromo C no citosol de neurénios, que pode induzir a apoptose pela ativagéo das caspases
pro-apoptoticas 3 e 9 (PRU, et al., 2012).

A FN pode ter atuado na modulagdo das vias associadas a dor inflamatéria na fase
subaguda da lesdo, uma vez que sua agao anti-inflamatéria ja foi previamente descrita (LIMA-
CAVENDISH et al., 2015) e também foi observada no presente trabalho. Estudos reportam a
acdo da FN diante da modulagdo da expressdo de moléculas envolvidas em processos
inflamatorios. No estudo de Xu; An (2017), a FN reduziu os niveis de histamina, calcio
intracelular, TNF-a, IL-18 e IL-6, minimizou a ativacdo de NF-kB, através da degradagao de
IkKa, além de inibir a ativagdo da caspase-1. A inibicdo da secrecdo destas moléculas
melhora os sintomas inflamatérios e sugerem que o mecanismo de acao anti-inflamatério da

FN esta associado a regulacéo de citocinas inflamatérias.

87



Nao foram encontrados estudos anteriores relacionando a a¢cao neuroprotetora da
FN a expressao de GFAP no sistema nervoso. Sabe-se que, apds a LME, ocorre a astrogliose
reativa que contribui para a formacéo da cicatriz glial, que por sua vez inibe a recuperacao
axonal, constituindo o principal impedimento para a regeneracéo axonal do SNC e que resulta
em recuperacao funcional limitada (DEPAUL et al., 2017; HARA et al., 2017). Cabe destacar
gue a acdo da FN sobre a expressdo de GFAP deu-se tanto na substancia branca, onde
estdo localizados os feixes de axdnios ascendentes e descendentes e observam-se astrocitos
fibrosos (pelo que pode ser sugerida a hipotese de um desimpedimento para a
neurorregeneracao), quanto na substancia cinzenta, onde estdo localizados o0s corpos
celulares e encontram-se astrocitos protoplasmaticos (pelo que sugere-se uma diminuicdo da

neuroinflamacdo como mecanismo subjacente a neuroprotecao.

As acdes benéficas da FN no presente trabalho ndo foram, na maioria das analises
realizadas, significativamente diferentes das observadas para a metilprednisolona, o que
sugere que os mecanismos de agdo de ambas sejam similares. Contudo, enquanto a
metilprednisolona apresenta efeitos adversos importantes, a FN tem mostrado amplo
espectro de atividades biolégicas benéficas, além das ja citadas para o sistema nervoso, tais
como protecdo contra a nefrotoxicidade (HUANG et al., 2017) colite ulcerativa (BARBOSA et
al., 2017), e lesao pulmonar (CHENG et al., 2016).

Em suma, os achados do presente estudo mostraram que a FN apresentou agao
neuroprotetora apés LME em ratos, especificamente por meio da reducdo da resposta

inflamatdrio, da astrogliose e de apoptose na medula espinal lesionada.
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CONCLUSAO GERAL

Os resultados do presente estudo mostraram que tanto o EHPV quanto a
formononetina tiveram efeito neuroprotetor apés LME causada por hemissec¢do em ratas.
Ambos os tratamentos com EHPV, principalmente na dose de 10 mg/Kg, e com
formononetina na dose de 30 mg/Kg, promoveram melhora na recuperacdo funcional e
modificacBes no perfil histopatolégico apés LME, com preservacdo do niumero médio de
neurbnios remanescentes. Os mecanismos subjacentes ao efeito neuroprotetor incluiram a

diminuicdo da resposta inflamatoria, da reacao astrocitaria e de apoptose.

92



ANEXO - Parecer CEUA

UNIVERSIDADE TIRADENTES
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. DECISAO DA CEUA-UNIT

O projeto, “Sintese, Caracterizagio e ‘avaliagio da atividade neuroprotetora de -
nanopartlculas contendo. propolis vermelha”, processo n° 050514, foi submendo a
avaliagdo na 'CEUA-UNIT, pela pesqulsadora Margarete Zanardo Gomes onde

recebeu o parecer de Aprovado, dos membros dessa comissdo, na reunio realizada no

| dia 22 de maio de 2014.
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+ O projeto, “Avaliagido des efeitos neuroprotetores . da ' formononetina
nanoencapsulada na lesdo medular experimental”,

processo n° 040514 foi
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ANEXO - Escala de avaliacdo motora

Categorias de pontuacdo da Escala BBB de avaliacdo locomotora*.

00- Sem movimento do membro posterior;

01- Movimento discreto de uma ou duas articulacdes

02- Movimento amplo de uma articulacdo, ou movimento amplo de uma articulacao e discreto
de outra articulagéo;

03- Movimento amplo de duas articulagées;

04- Movimento discreto das trés articulacbes do membro posterior;

05- Movimento discreto de duas articulacdes e amplo da terceira;

06- Movimento amplo de duas articula¢cdes e discreto da terceira;

07- Movimento amplo das trés articulages do membro posterior;

08 - Movimento em “varredura” do membro posterior, ou posicionamento plantar da pata,
ambos sem sustentacao de peso;

09- Posicionamento plantar da pata com sustentagdo do peso na posi¢ao estatica, ou passos
dorsais com sustentagdo de peso ocasional, frequente ou constante e sem passos plantares;
10- Passos plantares ocasionais, com sustentacéo de peso, mas sem coordenacgao;

11- Passos plantares com sustentacdo de peso de frequente a constante e sem coordenacao;
12- Passos plantares com sustentacdo de peso de frequente a constante e coordenacgdo
ocasional;

13- Passos plantares com sustentacdo de peso de frequente a constante e coordenacao
frequente;

14- Passos plantares com sustentacdo de peso constante, ¢/ coordenacdo constante; posicao
da pata predominantemente rodada (externamente ou internamente) no contato inicial ou final
da fase de apoio, ou passos plantares frequentes, coordenagéo constante e passos dorsais
ocasionais;

15- Passos plantares e coordenagdo constantes, sem abertura dos dedos, ou abertura
ocasional dos dedos; posi¢do da pata predominantemente paralela ao corpo no contato inicial;
16- Passos plantares e coordenagdo constantes; abertura dos dedos frequente; posicao da
pata predominantemente paralela ao contato inicial, e rodada ao final da fase de apoio;

17- Passos plantares e coordenacgdo constantes; abertura dos dedos frequente; posicdo da
pata predominantemente paralela ao contato inicial e ao final do apoio;

18- Passos plantares e coordenacéo constantes; abertura dos dedos constante; posicao da
pata predominantemente paralela ao contato inicial e rodada ao final da fase de apoio;

19- Passos plantares e coordenacdo constantes; abertura dos dedos constante; posicao da
pata predominantemente paralela ao contato inicial e ao final da fase de apoio, cauda
abaixada durante a caminhada;

20 - Passos plantares e coordenacgdo constantes; constante abertura dos dedos; posicao da
pata predominantemente paralela ao contato inicial e ao final da fase de apoio; cauda
constantemente erguida e tronco instavel,

21 - Passos plantares, coordenacao e abertura dos dedos constantes; posicéo da pata
predominantemente paralela em todas as posic¢des; estabilidade do tronco e cauda erguida.
Obs.: O item coordenacdo refere-se a coordenacao entre 0s membros anteriores e
posteriores.

* BASSO; BEATTIE; BRESNAHAN, 1995.
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Até aqui me ajudou o SENHOR!!

“Ha um tempo em que é preciso abandonar as roupas usadas, que ja tem a forma do
NOSSO COrpo, e esquecer 0S Nossos caminhos, aqueles que nos levam sempre aos
mesmos lugares. E o tempo da travessia: e, se ndo ousarmos fazé-la, teremos ficado,

para sempre, a margem de n0s mesmos”.

Fernando Pessoa
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