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AVALIAQAO DO EFEITO TERAPEUTICO DO EXTRATO ETANOLICO DA
Pluchea sagittalis (Lam) CABRERA EM MODELO EXPERIMENTAL DE LESAO
MEDULAR
Anne Leandra Silva Lima; Laiany Lima da Cruz; Edna Aragao Farias Candido

RESUMO

A Pluchea sagittalis (Lam.) Cabrera (P. sagittalis) € uma planta medicinal
encontrada na América do Sul, raramente utilizada como opg¢éao terapéutica. Alguns
estudos evidenciam sua a¢ao antinoceptiva e anti-inflamatoria, e poucos estudos
analisam essa agao sobre o Sistema Nervoso Central (SNC). O objetivo foi avaliar
o efeito terapéutico do extrato etandlico da P. sagittalis em modelo experimental de
lesdo medular. Trata-se de um estudo pré-clinico randomizado, do tipo
intervencional, com abordagem analitica quantitativa. A pesquisa foi composta por
30 ratos Wistar, divididos em 5 grupos experimentais: grupo Lamsalina e Lesao
foram tratados com salina diluida em 5% Dimetilsulfoxido (DMSO) e os tratados
com o Extrato Etandlico da P. sagittalis (via oral), com concentracdo de 30% nas
doses de 10, 50, 100 mg/kg™. A inducdo da leséo foi por hemisseccéo direita na
medula. O teste comportamental foi realizado por meio da escala de Basso, Beattie
e Bresnahan (BBB), em seguida realizada a eutanasia para avaliagcdo histologica
guantitativa. Esta foi realizada no software ImageJ. A analise estatistica utilizou o
teste de normalidade de Shapiro-Wilk, para os dados paramétricos utilizou ANOVA
(one-way), seguida do pos teste de Tukey ou Kruskal-Wallis com Dunn’s para
dados nédo paramétricos, considerando p<0,05 como significativo. Em 24 horas, 0
grupo lesdo com dose a 50 mg/kg?, nos tempos 14 e 21 dias, aumentou
significativamente (p<0,05) a atividade locomotora em relacdo aos grupos com
dose de 10 mg/kg? e 100 mg/kg™:. Quando analisado em relagdo a protecéo
neuronal, o grupo da dose a 50 mg/kg* apresentou melhor resultado (p<0,05),
assim como na atividade metabdlica, os grupos com dose a 10 mg/kg™ e a 50
mg/kg ! apresentaram maior atividade (p<0,05) se comparados ao grupo lesdo com
dose a 100 mg/kg™. O extrato etandlico da P. sagittalis na dose de 50 mg/kg
apresenta acdo na melhora da capacidade motora e das alteracOes
histomorfoldgicas.

Palavras-chave: Lesdo Medular. Anti-inflamatorio. Antioxidante. Fitoterapia



EVALUATION OF THE THERAPEUTIC EFFECT OF THE ETHANOLIC
EXTRACT OF Pluchea. sagittalis (Lam) CABRERA IN AN EXPERIMENTAL
MODEL OF SPINAL INJURY
Anne Leandra Silva Lima; Laiany Lima da Cruz; Edna Aragao Farias Candido

ABSTRACT

Pluchea sagittalis (Lam.) Cabrera (P. sagittalis) is a medicinal plant found in South
America, rarely used as a therapeutic option. Some studies show its antinoceptive
and anti-inflammatory action, and few studies analyze this action on the Central
Nervous System (CNS). The objective was to evaluate the therapeutic effect of the
ethanolic extract of P. sagittalis in an experimental model of spinal cord injury. This
is a randomized, pre-clinical, interventional study with a quantitative analytical
approach. The research consisted of 30 Wistar rats, divided into 5 experimental
groups: Lamsalin and Lesion group were treated with saline diluted in 5%
Dimethylsulfoxide (DMSO) and those treated with P. sagittalis Ethanol Extract
(orally), with concentration of 30% at doses of 10, 50, 100 mg / kg™*. The lesion was
induced by right hemisection in the spinal cord. The behavioral test was performed
using the Basso, Beattie and Bresnahan (BBB) scale, followed by euthanasia for
quantitative histological evaluation. This was done using the ImageJ software. The
statistical analysis used the Shapiro-Wilk normality test, for parametric data used
ANOVA (one-way), followed by the Tukey or Kruskal-Wallis post test with Dunn's
for nonparametric data, considering p<0.05 as significant. In 24 hours, the injury
group with a dose of 50 mg/kg?, at times 14 and 21 days, significantly increased (p
<0.05) locomotor activity compared to groups with a dose of 10 mg/kg* and 100
mg/kgt. When analyzed in relation to neuronal protection, the 50 mg/kg' dose
group showed the best result (p<0.05), as well as in metabolic activity, the 10 mg /
kg? and 50 dose groups mg/kg* showed greater activity (p<0.05) when compared
to the injury group with a dose of 100 mg/kg™. The ethanolic extract of P. sagittalis
at a dose of 50 mg/kg! has an action in improving motor capacity and
histomorphological changes.

Keywords: Spinal cord injury. Anti-inflammatory. Antioxidant. Phytotherapy



1 INTRODUCAO

A lesdo medular (LM) € um trauma que pode resultar em compressao, lesédo
ou laceracdo da medula espinhal (NUNES; MORAIS; FERREIRA, 2017). Quanto
ao tipo, caracteriza-se como atraumdatica, traumatica ou congénita. A lesdo
traumatica € proveniente de traumas diretos na medula, como ferimento por armas
e acidentes automobilisticos, que podem gerar perda de alguns graus sensitivos e
motores, e resulta em implicagdo clinica (FEHLINGS et al., 2014; ONI-ORISAN et
al., 2016; DAVID et al., 2019).

A fisiopatologia da LM traumatica na sua fase primaria, e em sua forma
aguda, é chamada de choque medular. O comprometimento das funcdes
neurologicas é abaixo do nivel da lesdo. Na fase secundaria, ocorrem acumulos de
radicais livres e glutamato, peroxidacéo lipidica, migracao de células inflamatorias
e consequentemente producdo de mediadores dessa inflamacédo, que causam
danos teciduais (LIU et al., 2006; ALIZADEH et al., 2019; HIGUCHI et al., 2019).

Assim como na LM, os processos patoldgicos, em geral, tém como
consequéncia uma resposta inflamatéria, sendo necessaria a utilizacdo de alguns
farmacos em seu tratamento. Entre os possiveis alvos de pesquisa estdo 0s
fitofarmacos e os fitoterapicos. De acordo com dados da Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), cerca de 80% das pessoas em todos o0s paises sdo dependentes
das plantas para complementar suas necessidades medicinais (SIMOES, et al.,
2007; WHO, 2019).

Véarios estudos confirmam a acdo anti-inflamatoria e antinoceptiva de
plantas medicinais. Ademais, pesquisas que utilizam extratos de plantas sdo de
suma importancia para o desenvolvimento de medicamentos fitoterapicos como
terapia complementar. Nesse sentido, o extrato etandlico da P. sagittalis tem sido
alvo de estudos cientificos para observar seus efeitos, uma vez que sao relatadas
suas acoes terapéuticas (STEFFANI, 2003).



A P. sagittalis é uma planta medicinal encontrada na América do Sul, a qual
€ utilizada em forma de cha de suas folhas ou talos. Os compostos encontrados em
suas partes séo: 1,8 cineol-eucaliptol, copaeno, B- cariofileno, a- silenonafitaleno,
nafitalenol e fito. Estes possuem ac¢éo farmacoldgica na inibicdo da degradacédo de
corticbides e atividade corticomimética, que interfere no metabolismo de
mediadores inflamatoérios (SOUZA, 2004; SILVA et al., 2017).

Segundo Souza et al. (2004), o extrato etandlico P. sagittalis é utilizado
como opcéo terapéutica ou complementar contra doencas no aparelho digestivo e
inflamacg@es. Outros efeitos farmacoldgicos da P. sagittalis sdo sua acao ansiolitica
(RODRIGUES, 2011), anti-inflamatéria, antioxidante (PEREZ-GARCIA, 1996),
antinoceptiva (BARROS et al., 2006), analgésica e depressora central
(RODRIGUES, 2007).

O presente trabalho tem como justificativa esclarecer a relagédo dos efeitos
do extrato etandlico da P. sagittalis na lesdo medular em ratos, uma vez que ha
escassez em estudos que permitam a relacéo entre eles. Desta forma, o objetivo
desse estudo foi avaliar o efeito terapéutico do extrato etandlico da P. sagittalis em

modelo experimental de lesdo medular.

2 METODOLOGIA

2.1 DESENHO DA PESQUISA
Trata-se de um estudo pré-clinico randomizado, do tipo intervencional com

abordagem analitica quantitativa.

OS PROCEDIMENTOS RELATADOS ABAIXO FORAM REALIZADOS NA
DISSERTACAO CONCLUIDA POR SANTOS (2014).



O estudo realizado por Santos (2014) foi iniciado no Laboratério de Estudos
Bioldégicos e Produtos Naturais (LBPN), mesmo grupo em que integram o0s
discentes do presente trabalho.

2.2 MATERIAL BOTANICO

A espécime de P. sagittalis foi coletada no Bairro Jap&ozinho, na Regido
metropolitana de Aracaju, estado de Sergipe. Ap0s a coleta e exsicata, foi realizada
a identificacdo e confirmacdo dessa espécime pelo herbario da Universidade
Federal de Sergipe (UFS), em registros de n° 02829 de 17/11/1982 e n° 03048 de
01/11/1988.

As folhas frescas foram selecionadas, limpas e secas em estufa com
circulacao de ar, a temperatura de 40°C, trituradas e colocadas em refluxo continuo
por 6h, com etanol 98% em aparelho do tipo Soxleht. Além disso, o extrato foi

rotaevaporado para obtencdo da amostra seca (RODRIGUES, 2011).

Na analise cromatografica gasosa, 0s compostos quimicos encontrados no
O0leo essencial da P. sagittalis extraido das folhas e caule, acoplada a
espectrometria de massa 1,8 cineol-eucaliptol, copaeno, B- -cariofileno, a-
silenonafitaleno, nafitalenol, fitol, todos tratados nas diferentes concentracfes de
50 a 12,5% Concentracao Inibitéria Minima (MIC). Foram utilizadas, no mesmo
estudo, doses de 1 e 2 g/kg™ do extrato etandlico (RODRIGUES, 2011).

2.3 ENSAIO BIOLOGICO

2.3.1 Comité de Etica no Uso de Animais

O presente estudo foi submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais

(CEUA) da Universidade Tiradentes, Aracaju/SE, e aprovado sob protocolo n°



010912 (ANEXO). A amostra foi composta por 30 ratos da raga Wistar (Rattus
norvegicus albinus) machos, com massa corporal de 250-300g, provenientes do
Biotério da Universidade Tiradentes. Os animais foram mantidos em ambiente
climatizado com controle de temperatura, com ciclo claro-escuro de 12 horas e com

livre acesso a agua e a comida.

2.3.2 Grupos Experimentais

A amostra foi composta por 30 ratos, divididos em 5 grupos (n=6)
experimentais e assim definidos:

- Grupo Lamsalina: tratados com Dimetilsulféxido (DMSO) a 5% (salina);
- Grupo Leséo: tratados com Dimetilsulfoxido DMSO a 5% (salina);

- Grupo Leséo: tratados com Extrato Etanolico da P. sagittalis (EEPS) na dose 10

mg/kg?;

- Grupo Leséo: tratados com Extrato Etanolico da P. sagittalis (EEPS) na dose 50

mg/kg?;

- Grupo Leséo: tratados com Extrato Etandlico da P. sagittalis (EEPS) na dose 100

mg/kg.

2.3.3 Inducédo da Lesdao

Os animais foram pesados e foram administrados cloridrato de ketamina
(100 mg/kg?), relaxante muscular, e cloridrato de xilazina (14 mg/kg), anestésico,
via intraperitoneal (i.p). Em seguida, os animais foram posicionados em decubito
ventral, e realizada a tricotomia na regido dorsal toracica. Posteriormente, foram
identificadas por meio da palpacéo do ultimo par das costelas flutuantes e seguiu-
se em dire¢c&o aos processos espinhosos de T12, contou-se de forma decrescente
até as apofises espinhosas das vértebras T8 — T10 e nessa regido foi realizada uma

incisdo de aproximadamente 5cm. Ao ser exposto, 0 processo espinhoso da
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vértebra T10 foi retirado com caneta de alta rotacdo com broca. Foi realizada a

exposicdo e hemiseccédo a direita da medula espinhal, com o auxilio do bisturi.

Logo apés, foi realizada sutura com fio 3.0 de poliamida monofilamento
absorvivel e, ao final da cirurgia, foi aplicada injecéo intramuscular de pentabiotico
(Forte Dodge Saude Animal LTDA, 0,5 mL) via intramuscular e foram colocados em
um ambiente aquecido por uma lampada de 60 W até arecuperacdo da anestesia.
O analgésico buprenorfina (0,01 mg/kg, s.c) foi administrado por dois dias a cada
12 horas (SCHAAL et al., 2012).

2.3.4 Tratamento

Os animais foram submetidos aos respectivos tratamentos apos a leséo

durante 21 dias subsequentes.

Para os animais tratados com o extrato etandlico da P. sagittalis, foi
utilizada a concentracéo de 30% nas doses de 10, 50, 100 mg/kg, ja os animais
dos grupos Lamsalina e Lesdo foram tratados com salina diluida em 5%
Dimetilsulfoxido (DMSO). Os tratamentos foram administrados por gavagem (via

oral) com a seringa ideal para o procedimento utilizando 1 mL por dose.

2.4 PROTOCOLO DE AVALIACAO COMPORTAMENTAL

A avaliacdo comportamental foi realizada antes do procedimento cirdrgico
e no 1°; 79 14° e 21° dia pGs operatério (D.P.O).

2.3.1 Avaliacédo da capacidade locomotora

Avaliacdo da capacidade locomotora pds-lesdo medular. a escala de
Basso, Beattie e Bresnahan (BBB) foi desenvolvida e validada para avaliar a
capacidade locomotora ap6s lesdo medular. Possui como vantagens: a facilidade
de execucdo, auséncia de ambiguidades dos termos e observacdo da funcao
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motora do animal, desde a paralisia completa a movimentagao normal. Para tanto,
o animal foi colocado em uma arena de campo aberto durante 4 minutos, e foi
avaliado por mais de um examinador. No caso de discordancia de resultados, foi
adotado o menor escore (SANTOS et al., 2011). O teste apresenta escores que
variam de 0 a 21, para quantificacdo da recuperacao motora apés LM (MOLINA et
al., 2015).

Os itens avaliados foram: os movimentos das patas, sua coordenacao,
firmeza e comportamento do tronco. J& seus subitens foram: movimento do
membro posterior, posicdo do tronco, abdome, posicdo da pata, caminhada,
posicao predominante da pata, instabilidade do corpo e rabo (BASSO et al., 1995).

25 EUTANASIA
Apoés o teste comportamental no 21° dia os animais foram levados para
eutanasia emcamera de dioxido de carbono (CO3) e, posteriormente, foi colhido o

material histolégico da medula para analise.

2.6 PROCEDIMENTO HISTOLOGICO

A medula foi posta no formol a 10% para a fixacao e melhor subsequéncia
do processamento e, em seguida, foi fixada na parafina para os cortes histologicos.
Desparafinar com xiléis I, 1l e 1ll; desidratar com os alcoois (absoluto, 95%, 80% e

70%); agua para reidratar.

Foi utilizada a coloracdo de Hematoxilina-Eosina (HE), para a visualizacao
do nucleo e citoplasma, respectivamente, das células neuronais Hematoxilina,
Eosina e, para a finalizacao, retorna para os banhos nos alcoois e xiléis; por fim, a
montagem da lamina (VIOTTI et al., 1995).

PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS RECENTEMENTE REALIZADOS
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2.7  ANALISE QUANTITATIVA DAS IMAGENS

As imagens foram capturadas das laminas por meio de uma camera
fotografica Olympus C-7070, com aumento de 10X e/ou 40X acoplada a
miscroscopio Olympus CX3. Posteriormente, as imagens foram transferidas para o

microcomputador.

O primeiro uso dessas imagens foi na demarcacado de perimetro da area

das estruturas histologicas para contagem de neurdnios. A realizada da marcacgao

foi em pmz pelo software AxioVision.

No software ImageJ e as imagens foram quantificadas com padronizacao
Threshold Colour, passaram por macros que dependem do campo devisualizacao
previamente uniformizadas. Foi feita a marcacdo da imagem e quantificou-se o
numero de neurdnios vivos, mediante a diferenciacdo das estruturas presentes no
tecido de acordo com a coloracédo utilizada. Também foi realizada analise por
intensidade da cor cinza na escala preto e branco com o valor da média de pixels,
gue variam do 0% (cinza escuro) e o valor proximo a 255% (cinza claro),
denominado densidade integrada. Por meio da contagem de particulas por
background, as células neuronais foram contadas em um tamanho de 20 ym até
infinito, na area do local de lesdo medular, uniformizada para os grupos (CALVI et
al., 2011).

2.8 ANALISE ESTATISTICA

Para realizar as analises estatisticas foi utilizado o programa GraphPad
Prism 6.01, e utilizou-se o teste Shapiro-Wilk para normalizar os dados. ApGs o
teste de normalidade, foi utilizado ANOVA (One-way) com o pés-teste Tukey para
os dados paramétricos ou Kruskal-Wallis com o pés-teste Dunn’s para os dados

nao paramétricos. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente
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significativos.

3 RESULTADO

Para avaliar as alteragcfes referentes as perdas motoras induzidas pelaleséo
medular, foram utilizados tratamentos com trés doses diferentes do EEPS: 10
mg/kgt, 50 mg/kg?t e 100 mg/kg™t. Apés 21 dias de tratamento foram avaliados:
capacidade locomotora, numero de neurbnios vivos e densidade integrada de

atividade neuronal.

Na avaliagdo BBB entre grupos nos tempos 24 horas, 7, 14 e 21 dias
(Figura 1), foi possivel observar melhora da atividade locomotora de forma
significativa (p<0,05) do score do BBB do grupo Lamsalina nos dias 7, 14, 21 em
comparacao a 24 horas. No grupo Leséo, a funcdo motora melhorou em 14 e 21
dias em relacdo a 24 horas de forma significativa (p<0,05). No grupo EEPS 10
mg/kg?, aumentou significativamente (p<0,05) a locomogdo em 21 dias em
comparacdo a 24 horas. No grupo EEPS 50 mg/kg™, nos tempos 14 e 21 dias
aumentou significativamente (p<0,05) a atividade locomotora em relacdo a 24
horas. Enquanto isso, no grupo EEPS 100 mg/kgt, houve melhora da funcdo motora
em 21 dias quando comparado a 24 horas (p<0,05). Desse modo, percebe-se que

0 grupo EEPS 50 mg/kg apresenta melhor dose na avaliacdo deste parametro.

As figuras das analises histologicas representam o tecido medular dos
grupos Lamsalina, Lesdo, e tratados EEPS 10, 50 e 100 mg/kg™. E possivel
observar na imagem la do grupo Lamsalina a preservacao das celulas neuronais
guando comparada com a imagem 1b do grupo Lesé&o. O grupo tratado com EEPS
50 mg/kg?, representado na imagem 1d, apresentou maior preservacdo neuronal

em comparacao aos demais grupos tratados.
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Figura 1: Analise da atividade locomotora apés lesdo medular, por meio da escala Basso Beattie e Bresnahan (BBB). A linha

superior representa as médias dos escores referentes a locomocao apos 21 dias tratamento com Extrato Etandlico da P.
sagittalis. A linha inferior apresenta as imagens da medula em corte transversais (400X) correspondentes nos grupos Lamsalina
(Figuras 1A e 1a), Lesdo (Figuras 1B e 1b), e nas doses de 10 mg/kg™ (Figuras 1C e 1c), 50 mg/kg? (Figuras 1D e 1d) e 100
mg/kg! (Figuras 1E e 1le). Legenda: Lamsalina: Laminectomia Salina; EEPS: Extrato Etandlico da P. sagittalis. Teste Anova
One-Way com pos teste Tukey, onde *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001.
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Na figura 2, observa-se que os grupos Leséao (73,00£28,93), EEPS 100
mg/kgt (90,73+40,20) e EEPS 10 mg/kg™! (69,53+24,72) apresentaram reducdo
significativa do niumero de neurbnios motores em relacdo ao grupo Lamsalina
(134,70£73,71; **p<0,01 e **p<0,001, respectivamente). Entretanto, o grupo EEPS
50 mg/kg? (111,0+53,86) encontra-se semelhante ao grupo Lamsalina. Isso
demonstra, portanto, que a dose intermediaria possivelmente apresentou melhor

resultado de protecéo neuronal em relagéo aos demais grupos lesionados.
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Quantitativo de neur6nios ap6s 21 dias tratamento com P. sagittalis

Figura 2: Andlise da contagem de neurdnios apos 21 dias de tratamento com
Extrato Etandlico da P. sagittalis nas doses de 10 mg/kg?, 50 mg/kg* e 100 mg/kg?.
Legenda: LAMSALINA: Laminectomia Salina; EEPS: Extrato Etandlico da P.
sagittalis. Teste Anova One- Way com pos teste Tukey, onde *p<0,05; **p<0,01 e
***n<0,001.

Na figura 3, observa-se que os grupos Lamsalina (3,570e+006+98024);
EEPS 10 mg/kg* (3,000e + 006+195711); EEPS 50 mg/kg (3,000e + 006+£158202)
reduziram significativamente o parametro da densidade integrada e evidenciaram
maior atividade metabdlica quando comparados como grupo Lesao (4,450e +
006+381252; ***p<0,001), uma vez que esse apresenta-se com menor atividade
metabdlica, menor coloracdo em hematoxilina e consequentemente maior escala
de cinza claro. Os grupos EEPS 10 mg/kg? (3,000e + 006+195711) e EEPS 50
mg/Kg?! (3,000e+006+158202), respectivamente, (*p<0,05 e **p<0,01)
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apresentaram melhor atividade metabdlica quando comparados ao grupo EEPS 100
mg/kg* (3,690e + 006+£129858).

1910 °7
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*kk

- pixels

LAMSALINA

*%

EEPS 10 mg/kg ™"

EEPS 50 mg/kg ™"

I00OEN

EEPS 100 mg/kg "

Densidade Integrada

] ]
Densidade Integrada de atividade neural
ap6s 21 dias tratamento com P. sagittalis

Figura 3: Analise da densidade integrada em relacdo a atividade neuronal apés
21 dias de tratamento com Extrato Etandlico da P. sagittalis, nas doses de 10
mg/kg?, 50 mg/kg? e 100 mg/kg:. Legenda: Lamsalina: Laminectomia Salina;
EEPS: Extrato Etandlico da P. sagittalis. Kruskall-Wallis com poés teste Dunn’s,
onde *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001.

4 DISCUSSAO

A lesdo medular causa danos estruturais no tecido neuronal, que causam
alteracdes parciais ou totais nas vias de conducao sensoério-motoras (WANG et al.,
2018). Além disso, provoca comprometimentos na inibicdo de impulsos nervosos
ao aparelho musculo-esquelético em relacdo ao movimento e, ainda, ocasiona

disfuncdes na capacidade locomotora (YIN et al., 2019).

Em estudos experimentais de lesdo medular, Arvanian et al. (2009) e Dias
et al. (2018) afirmam que, lesdes em nivel medular toracico geram declinio
siginificativo na atividade das vias motoras, associado a desmieliniza¢ao de axénios
e degeneracgdo neuronal. Em consequéncia, ha perda do potencial de regeneragéo
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dos neurdnios motores, que promove reducao da funcdo motora e desempenho em

teste comportamental.

Segundo Rodrigues et al. (2012), dois dias ap6s lesdo medular o teste
comportamental BBB apresenta baixa pontuacdo, o que significa que houve
reducédo do desempenho da capacidade locomotora. Este dado assemelha-se ao
presente estudo, posto que foi observado déficit locomotor em 24 horas apds lesédo

medular.

De acordo com Jia et al. (2015), ap6s 7 e 14 dias de lesdo medular, na
escala BBB, houve reducao da funcdo motora das patas traseiras. No atual estudo,
foram observados resultados semelhantes no grupo Lesao. Em contrapartida, apos
14 dias, o grupo tratado com EEPS 50 mg/kg™! apresentou recuperacao funcional.
Esse efeito parece ocorrer devido ao mecanismo de acdo anti-inflamatoria e
antioxidante da P. sagittalis em amenizar os danos causados pelos radicais livres
(SILVA et al., 2017), que podem desempenhar melhora funcional apos lesao

medular.

Conforme os resultados, apés 21 dias, os grupos tratados com EEPS 10
mg/kg?, 50 mg/kg? e 100 mg/kg? apresentaram melhores habilidades locomotoras
dos membros posteriores. Estas doses se mostraram eficazes com maior tempo de
tratamento; e segundo Rodrigues et al. (2011) € possivel que tenha havido melhora
neuroprotetora a nivel do SNC nas doses 1 e 2 g/kg. Consoante ao estudo de
Bouchard et al. (2015), apos 21 dias de lesdo medular, o grupo Lesao apresentou
limitacdes importantes do desempenho locomotor, dado que se relaciona ao

presente estudo com 0 mesmo periodo de lesao.

No estudo de Zheng et al. (2019), o composto 1,8 cineol apresenta efeitos
anti-inflamatério, antioxidante e acdo na dor neuropatica central e periférica. O

mesmo composto é encontrado no extrato etandlico da P. sagittalis, e parece

apresentar 0os mesmos efeitos, de forma significativa, apds lesdo medular.
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Em estudo experimental de Espirito Santo et al. (2019), os animais do grupo
Lamsalina apresentaram medula espinhal perservada, sem prejuizo locomotor nos
periodos de 7, 14, 21 dias, como esperado, enquanto no grupo Lesao houve perdas
motoras consideraveis. No mais, observa-se que ao 7° e 14° dias, no periodo do
processo de recuperacao, houve melhoras simultaneas, mas ainda com baixa

eficacia motora, da mesma forma que no presente estudo.

No experimento de Abdanipour et al. (2018), evidencia-se que 0s animais
do grupo Lesdo apresentaram grandes numeros de neurdnios apoptoéticos,
degeneracao neuronal, que reduz o quantitativo de neurénios motores vivos. No
presente estudo, isso também é evidenciado no grupo lesdo. Em contraste,

observa-se que ha pouca morte neuronal no grupo tratado EEPS 50 mg/kg™.

Segundo Liu et al. (2011), as alteracdes patologicas decorrentes da LM a
nivel celular podem induzir a apoptose excessiva de neurdnios e oligodendrdcitos,
ocorrendo degeneracdo neuronal. Quando progressiva, afeta diretamente a
excitacdo dos impulsos nervosos devido a ativacao excessiva dos receptores de
glutamato no local da lesdo, aumentando as disfun¢des neurolégicas que podem
repercutir em disfungcées motoras ao nivel dalesédo. Outrossim, Dumont et al. (2019)
afirmam que, quando esse processo ativo que ocorre a nivel molecular e celular
pode ser reversivel e modificavel, ha restauracdo da funcdo neuronal com os
neurdnios que ainda estdo presentes, resultando na melhora da capacidade

locomotora.

Segundo Duan et al. (2019), ap0s seis semanas de lesdo medular, a
guantidade de neur6nio esta relacionada a extensao e ao tamanho da leséo para
recuperacédo funcional. O grupo Lesé&o reduziu a quantidade de neurbnios, assim
como no presente estudo com 21 dias pdés-cirargico, que também reduziu a

guantidade de neurdnios.
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Ademais, de acordo com Xu et al. (2016), ap6s 28 dias de lesdo medular,
na transicao entre a fase subaguda e cronica, houve reducdo da quantidade de
neurdnio motor. Os efeitos apresentados pelos grupos tratados em fase subaguda
apos 21 dias de lesdo, nas doses de EEPS 10 mg/kg™* e 100 mg/kg?, parecem
assemelhar-se com o estudo supracitado, que apresenta perdas em nimeros de
neurdnios. Em contraste, o grupo Lamsalina se apresenta sem alteracdes
morfolégicas, com preservacao na sua quantidade de neurénio. O grupo EEPS 50
mg/kg? parece se comportar da mesma forma que o grupo Lamsalina, de modo
gue essa condicao pode ter influéncia na protecdo neuronal em relacédo aos demais

grupos tratados.

Segundo Jia et al. (2015), a falta de fluxo sanguineo afeta o metabolismo
celular da densidade integrada. Esse metabolismo influencia os mecanismos das
atividades celulares para manté-las em funcionamento. Abraham e Brewer (2001)
afrmam que a densidade integrada do tecido medular pds-lesdo apresenta
caracteristicas de intensidade de cor na escala de cinza mais préxima ao branco.
Mediante isso, ha uma reducéo na atividade das células neuronais. Da mesma
forma, o grupo Lesdo do presente estudo apresentou aumento da densidade

integrada, que torna o desempenho da sua atividade comprometedora.

Em contrapartida, o grupo Lamsalina apresenta reducdo da densidade
integrada, portanto, a sua intensidade de cor estd mais proxima de cinza mais
escuro (mais perto do zero) e a atividade de suas células, conservada. Em
conformidade, os grupos tratados com EEPS 10 mg/kg™, 50 mg/kg? e 100 mg/kg?
também obtiveram reducdo da atividade metabdlica (com pixels de cinza mais
claro) e parece que a P. sagittalis pode apresentar um papel neuroprotetor na
atividade metabdlica, se considerarmos as habilidades expressadas no estudo pré-

clinico.

5 CONCLUSAO
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Dado o andamento do presente trabalho, conclui-se que o extrato etandlico
P. sagittalis melhora a capacidade motora e as alteragfes histomorfolégicas por
suas acdes anti-inflamatéria e antioxidante. E parecem atuar diretamente
potencializando a neuroprotecéo na lesédo, destacando-se a dose intermediaria de
EEPS 50 mg/kg* com melhor eficacia. Diante dos resultados, faz-se necessario que

sejam realizados mais estudos a fim de elucidar os efeitos em nivel SNC.
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ANEXOS

Parecer Consubstanciado de Projéto de Pesquisa

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

| Pesquisador Responsavel Margarete Zanardo Gomes

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

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

Sumario do Projeto

A les&o da medula espinal € um:problema clinico sério que impde responsabilidades e custos &
sociedade, pois atinge principalmente a populag&o jovem, no auge de sua produtividade. Para o
individuo com les&o medular, o trauma inicial & caracterizado por rompimento dos tratos axonais,
desconectando o sistema nervoso central (SNC) com as estruturas alvo, os quais n&o regeneram no
adulto. No entanto, os chamados eventos secundarios (a leséo progressiva da microvasculatura e a
cascata de eventos bioguimicos como inflamaco e oxidagso que levam & morte celular) s&o
especialmente importantes, pois contribuem para instalagéo de deficiéncias permanentes. O estudo
da les&o medular se focaliza, portanto, (i) na elucidag&o dos processos fisiopatolégicos, (i) no
desenvolvimento de terapéutica para interrupg&o do processo secundério de les&o e (jii) reversao
dos fatores que impedem o-crescimento axonal no SNC adulto. O extrato da planta Pluchea sagittalis
apresenta propriedades antinflamatéria e antioxidante com agéo no sistema nervoso central. Assim,
a administragéo de extratos da Pluchea sagittalis pode representar uma nova estratégia para
tratamento de doengas neurodegenerativas, que pode retardar a progresséo da Les&o espinal. Neste
trabalho nos propomos a testar os efeitos do tratamento com extratos da Pluchea sagittalis, produto
com potencial biotecnol6gico, sobre a degenerago da morte celular decorrente da Les&o espinal.
Neste trabalho nos propomos a testar os efeitos do tratamento com o extrato etanélico da Pluchea
sagittalis, sobre a les&o medular em ratos. Os efeitos serso caracterizados ap6s les&o medular por
hemissecgéo em nivel toracico, seguida da avaliagso comportamental (recuperagéo funcional
motora) e da analise histolégica do tecido (modificagdes no SNC). O trabalho sera desenvolvido no
Instituto de Tecnologia e Pesquisa na Universidade Tiradentes, junto ao laboratério de Morfologia e
Biologia Estrutural e Laboratério de Biomateriais.

Comentérios sobre a Introdugdo
da e com referéncias atuais e pertil

 Comentarios sobre os Objetivos
Objetivos claros e pertinentes




Comentéarios sobre os itens de Pacientes e Métodos
A quantidade de animais utilizados no experimento justifica-se devido ao
desenho elaborado. Serdio 10 grupos de 6 animais dividos em dois gupos
(controle e lesionados) e cada subgrupo com tratamento oral diferenciado.
As lesdes serdo realizadas por hemissecgdio da medula em nivel toricico,
apés anestesia por ketamina e xilazina A recuperagdo pés cirlrgica sera
realizada em local adequado. Os animais apés o periodo de recuperagdo e
tratamento serdo eutanasiados por detloeamento cervical para a realizagdo
das andlises histol6gi

Comentarios sobre o Cronograma e o Orgamento

Referéncias atuallzadas e pertinentes com o tamn pmposto

- Recomendacdo

*  Comentérios Gerais sobre o Projeto
O projeto visa testar o extrato de Pluchea sagittalis sobre a degeneragdo da mom
celular decorrentes delesdes medulares em modelos murinos. Projeto bem
fundamentado e dimensionado adequadamente para o tempo proposto no
cronograma.
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