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RESUMO

A isquemia cerebral, tanto causada por acidente vascular encefalico isquémico (AVEi) quanto
por parada cardiaca, ¢ uma das principais causas de morte e incapacidade, sendo motivo de
preocupacdo em saude publica mundialmente. Considera-se o AVEi como causador de
isquemia focal, por reduzir o aporte sanguineo a uma regido encefalica especifica, enquanto a
parada cardiaca leva a isquemia cerebral global, por promover redugao do fluxo sanguineo por
insuficiéncia cardiaca. O risco de ser acometido aumenta com o envelhecimento, mas pode
ocorrer em individuos de qualquer idade, afetando sua vida produtiva. Diversos mecanismos
sdo responsaveis pela lesdo cerebral decorrente de evento isquémico, como falha bioenerggética,
disfuncao da barreira hematoencefalica, excitotoxicidade, inflamacao e estresse oxidativo, os
quais podem levar a morte neuronal. As intervencdes sdo limitadas. Para o AVEi o unico
medicamento atualmente aprovado ¢ um trombolitico (Alteplase®), que possui curta janela
terapéutica e restricdes em sua utilizagdo. Além disso, foi demonstrada a efetividade da
trombectomia mecanica utilizando dispositivos como stent retrievers para remocao de
coagulos, com resultante melhora funcional do paciente e diminui¢do da mortalidade. Ja em
casos de parada cardiaca, a ressuscitagdo deve acontecer o mais rapido possivel. Plantas
medicinais sdo utilizadas pela humanidade desde os tempos antigos e sdo consideradas
importante fonte de compostos com atividade bioldgica. Em particular, a espécie Polygala
paniculata L. demonstrou efeitos protetores em modelos animais de diversas doengas. Portanto,
investigou-se o efeito do extrato hidroalcoolico dessa planta (EHPp) em modelos de isquemia
cerebral in vitro e in vivo. Culturas de neurdnios corticais foram tratadas com EHPp (10 — 100
png/mL) e expostas a privacdo de oxigénio e glicose por 90 min. Observou-se diminui¢cdo da
apoptose nos neuronios tratados com EHPp, em comparagdo ao grupo que recebeu veiculo.
Adicionalmente, camundongos machos C57bl/6 (8-12 semanas) foram submetidos a oclusao
bilateral das artérias carotidas comuns (BCCAo) por 30 min e posteriormente tratados com
EHPp (1 mg/kg). Os animais que passaram por BCCAo apresentaram déficits motores,
cognitivos € emocionais, os quais foram avaliados por um periodo de até seis dias. Apds 48h
de BCCAo, observou-se neurodegeneragdo hipocampal, aumento de expressdo de citocinas
inflamatérias no cortex e hipocampo e ativagdo microglial e astrocitaria. O tratamento com
EHPp reduziu os prejuizos motores, cognitivos e emocionais desencadeados pela isquemia
cerebral global, reduziu a inflamac¢do através da diminui¢do da expressdao de citocinas pro-
inflamatorias e da ativagdo microglial, mitigou parcialmente a expressdo do marcador
astrocitario GFAP, aumentou a expressao génica e proteica dos fatores neurotréficos BDNF e
GDNF e reduziu a morte de neurdnios hipocampais, demonstrando que o EHPp contém
compostos capazes de atuar em multiplos alvos e processos importantes no evento isquémico.
Assim, esse trabalho sugere o potencial neuroprotetor da P. paniculata, a qual pode vir a ser
opg¢ao eficaz para intervencgado terapéutica nessa condi¢ao patoldgica. Estudos clinicos devem
ser conduzidos objetivando demonstrar a utilizacdo dessa planta como tratamento coadjuvante
na isquemia cerebral.

Palavras-chave: Isquemia cerebral. Neuroprote¢ao. Plantas medicinais.



ABSTRACT

Cerebral ischemia, caused by both stroke and cardiac arrest, is a major cause of death and
disability worldwide. The risk of being affected increases with aging, but it can occur in
individuals of any age, affecting their productive life. Stroke causes focal ischemia, since it
reduces blood supply to a localized brain area, while cardiac arrest leads to global cerebral
ischemia for causing reduction in blood flow due to heart failure. Several mechanisms are
responsible for brain injury resulting from an ischemic event, such as bioenergetic failure,
blood-brain barrier dysfunction, excitotoxicity, inflammation and oxidative stress, which can
lead to neuronal death. Treatments are limited according to type of stroke. For ischemic stroke,
the only approved drug is a thrombolytic (Alteplase®), which has a short therapeutic window
and usage restrictions. In addition, the effectiveness of mechanical thrombectomy using devices
such as stent retrievers to remove clots has been demonstrated, resulting in functional
improvement and reduced mortality. For cardiac arrest, resuscitation should happen as soon as
possible. Medicinal plants have been used by mankind since ancient times and are considered
an important source of compounds with biological activity. In particular, Polygala paniculata
L. has shown protective effects on animal models of various diseases. Based on that, this work
investigated the effect of the hydroalcoholic extract of this plant (HEPp) in models of cerebral
ischemia in vitro and in vivo. Neuronal cultures were treated with HEPp (10 — 100 pg/mL) and
exposed to oxygen and glucose deprivation for 90 min. A decrease in apoptosis was observed
in neurons treated with HEPp, compared to the group that received a vehicle. Additionally,
male C57bl/ 6 mice (8-12 weeks) were submitted to bilateral common carotid arteries occlusion
(BCCAO0) for 30 min and subsequently treated with HEPp (1 mg/kg). Animals that underwent
BCCAo showed motor, cognitive and emotional deficits, which were evaluated for a period of
up to six days. After 48h of BCCAo, hippocampal neurodegeneration, increased expression of
inflammatory cytokines in cortex and hippocampus and microglial and astrocytic activation
were observed. HEPp treatment reduced motor, cognitive and emotional damage triggered by
global cerebral ischemia, reduced inflammation by decreasing the expression of pro-
inflammatory cytokines and microglial activation, partially mitigated GFAP expression,
increased gene and protein expression of factors neurotrophic BDNF and GDNF and reduced
hippocampal neurons death, demonstrating that HEPp contains compounds able to act on
multiple targets and important processes in the ischemic event. Thus, this work highlights the
neuroprotective potential of P. paniculata, which may become an effective option for
therapeutic intervention in this pathological condition. Clinical trials must be conducted aiming
to demonstrate benefits in using this plant as an adjunct treatment in cerebral ischemia.

Keywords: Cerebral ischemia. Neuroprotection. Medicinal plants.
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1 INTRODUCAO

A isquemia cerebral, tanto provocada por acidente vascular encefalico (AVE) quanto
por parada cardiaca, ¢ um dos principais motivos de preocupagdo em saude publica
mundialmente (ESCOBAR et al., 2019). O AVE ¢ apontado como a segunda maior causa de
morte pela Organizagao Mundial da Satude (OMS), atras apenas de doengas cardiacas (FEIGIN;
NORRVING; MENSAH, 2017; JOHNSON et al., 2016; OMS, 2020). J4 a parada cardiaca tem
alta incidéncia mundial todos os anos, sendo apontada como principal causa de coma e
admissdo na unidade de terapia intensiva (UTI) em hospitais (REIS et al., 2017).

Os fatores de risco que predispdem a um evento isquémico podem ser categorizados
como modificaveis e ndo-modificaveis (BOEHME; ESENWA; ELKIND, 2017). Idade, sexo,
raca/etnia sdo fatores ndo-modificaveis, enquanto hipertensao, tabagismo, dieta e sedentarismo
estdo entre os fatores modificaveis mais comuns. Modifica¢cdes comportamentais e no estilo de
vida, como alimentagdo saudavel e pratica de atividades fisicas, ndo apenas reduzem o risco de
AVE, mas também reduzem o risco de outras doencas cardiovasculares. Algumas estratégias
adicionais de preven¢do incluem identificar e tratar condi¢gdes médicas como hipertensdo e
diabetes (BOEHME; ESENWA; ELKIND, 2017).

O AVE ¢ causado pela falta de irrigagdo sanguinea em uma area do cérebro gerada por
obstru¢ao de uma artéria, no caso do AVE isquémico, ou ruptura, no caso do AVE hemorragico.
Ha poucos dados sobre a prevaléncia de AVE no Brasil, sendo que varios estudos foram
conduzidos em cidades ou regides isoladas e ndo refletem a realidade do pais como um todo,
evidenciando apenas realidades locais (BENSENOR et al., 2015). Bensenor et al. avaliaram os
dados epidemiologicos obtidos durante a Pesquisa Nacional de Satde (PNS) pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e estatistica (IBGE), em 2013. Os autores constataram que cerca de 2
milhdes de brasileiros sofreram AVE naquele ano (aproximadamente 1% da populagdo
nacional), dos quais mais de 500 mil permaneceram com sequelas graves ou limitagdes
funcionais importantes. Essa pesquisa evidenciou, ainda, que a prevaléncia de AVE no pais ¢
maior em idosos, em brasileiros menos escolarizados, em residentes da zona urbana, sem
diferencas pela cor da pele autodeclarada.

Ja no ano de 2016, cerca de 107 mil brasileiros sofreram AVE (0,05% da populacgao
nacional naquele ano) (DE SANTANA et al., 2018). Apesar dessa diminui¢do do numero de
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eventos, o risco de morte prematura devido ao AVE no Brasil ¢ um dos mais altos no mundo
(LOTUFO, 2015).

Sabe-se que, embora o risco de um evento isquémico aumente com a idade, de 10 a
15% de todas as pessoas acometidas mundialmente sdo consideradas adultos jovens (idade
inferior a 45-49 anos) (SMAJLOVIC, 2015), levando a grande impacto econdomico por afetar
individuos em seus anos mais produtivos. No Brasil, estatisticas mostram dados semelhantes,
em que individuos mais velhos sdao mais acometidos pelo AVE quando comparados aos
individuos jovens (BENSENOR et al., 2015; DE SANTANA et al., 2018). Entretanto, em 2013,
dos brasileiros que tiveram sequelas graves apos o AVE, cerca de 44% tinham entre 18-64 anos
de idade (BENSENOR et al., 2015) e, em 2016, a mortalidade maior aconteceu entre pessoas
de 15-49 anos (DE SANTANA et al., 2018).

E essencial que a intervengdo seja feita dentro do menor tempo possivel para tratar um
individuo acometido por essa doenca, sendo, portanto, fundamental que a populagdo em geral
saiba reconhecer os sinais € como agir quando estiver proximo a alguém sofrendo AVE. A
conscientizacdo da populagdao foi uma das principais medidas tomadas durante a luta para
melhoria desse quadro no Brasil. Em 2008, Pontes-Neto e colaboradores mostraram dados
alarmantes sobre AVE que foram coletados entre 2004-2005 em uma pesquisa conduzida em
locais publicos de Sao Paulo, Salvador, Fortaleza e Ribeirdo Preto. Nesse estudo, 801
individuos foram apresentados a um relato de caso ficticio, no qual um familiar idoso estaria
apresentando sinais claros de AVE, como subita dificuldade de falar e andar e fraqueza no lado
direito do corpo, e apds responderam a um questionario especifico. Dos entrevistados, cerca de
51% responderam que ligariam para o servico de resgate e emergéncia e 38% levariam o idoso
ao hospital; contudo, 22% ndo reconheceram os sinais como sendo AVE e sugeriram um
diagnostico alternativo; 2% levariam a uma clinica e 7% deixariam o paciente descansar ou
dariam medicagdes anti-hipertensivas. Ao serem questionados sobre os numeros de telefone de
servicos de resgate e emergéncia no Brasil, apenas 34% dos entrevistados responderam
corretamente (192 ou 193), enquanto 65% nao sabiam o nimero correto (PONTES-NETO et
al., 2008).

O manejo do AVE no Brasil passou por avangos nas ultimas décadas. O nimero de
centros especializados no pais aumentou de 35 em 2008 para 149 em 2017 (MARTINS et al.,
2013; SILVA etal., 2018). Diversos foram os desafios enfrentados para a implementagao desses

centros. Martins e colaboradores (2013) enumeraram os principais, como a superlotagdo de alas
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hospitalares de emergéncia, falta de leitos de UTI, caréncia de treinamento adequado para
profissionais da satide e estoque limitado de medicamentos na maioria dos hospitais publicos.

Todavia, mudangas significativas deste cenario de combate ao AVE foram obtidas por
meio da implantacdo do projeto de mobiliza¢do nacional para melhoria do manejo do AVE,
bem como pela aprovagdo do protocolo clinico e diretrizes terapéuticas para essa doenga pelo
Ministério da Saude, ocorrido em 2012. Hoje, os cuidados comegam na prevengao primaria,
com medicamentos para tratamento de diabetes e hipertensao sendo distribuidos gratuitamente
em todo pais através do programa do governo federal Farmacia Popular, além de terem sido
firmados acordos entre governo ¢ companhias farmacéuticas para a aquisi¢cdo do ativador do
plasminogénio tecidual recombinante (Alteplase®), medicamento de alto custo aprovado para
terapia de pacientes com AVE isquémico agudo. De grande importancia foi também a
ampliacao do orgamento para custear constru¢cdo de novos centros especializados e abastecé-
los com mais leitos de UTI, medicamentos e equipamentos necessarios para diagndstico,
intervengdo e reabilitagdo (MARTINS et al., 2013; SILVA et al., 2018). Na cidade de
Florianopolis/SC, o Hospital Governador Celso Ramos (HGCR) possui uma unidade
especializada para atendimento dos casos com AVE em sua fase aguda, com uma equipe
multidisciplinar que atende esses casos desde sua abordagem inicial (SANTA CATARINA,
2020).

Por outro lado, ndo se pode negligenciar a parada cardiaca como importante causa de
isquemia cerebral. E conhecido que sobreviventes de parada cardiaca sofrem com importantes
sequelas motoras, cognitivas e at¢ mesmo emocionais, como ansiedade e depressio (BOYCE
etal., 2019; LIM et al., 2004). A principal causa de parada cardiaca ¢ de origem cardiovascular
e ¢, frequentemente, imprevisivel. Em torno de 5 minutos apds cessarem os batimentos
cardiacos, células cerebrais comecam a sofrer danos que culminam em morte celular (KWON,
2019). A incidéncia global de parada cardiaca ¢ de 55 adultos a cada 100 mil pessoas por ano
(BERDOWSKI et al., 2010) e dessas 8,8% sobrevivem e recebem alta hospitalar (YAN et al.,
2020). Grande parte dos pacientes mostram problemas funcionais assim que recebem alta,
contudo, a maioria dos sobreviventes retorna aos niveis funcionais normais ou melhora
significativamente dentro de um ano (GRAVES et al.,, 1997; RISTO; LIFE, 1993). E
recomendado, todavia, que testes que detectam déficits cognitivos € emocionais sejam
incorporados a rotina médica. Essa conduta leva a um planejamento adequado do tratamento,

levando em conta as adaptacdes necessarias na vida didria do paciente e de seus familiares
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(BOYCE et al., 2019). Além disso, ao contrario da isquemia cerebral provocado por AVE, que
¢ normalmente classificada como focal, a isquemia provocada por parada cardiaca ¢ global,
havendo hipoperfusao sanguinea em todo o cérebro. Existem areas cerebrais mais susceptiveis
a lesdo isquémica, tais como hipocampo, cerebelo, talamo e estriado. Assim, ainda que tenha
duragdo breve, a parada cardiaca pode comprometer um grande nimero de neurdnios em quase
todo o encéfalo (STAMENOVA et al., 2018).

Stamenova et al. (2018) avaliaram os efeitos de hipdxia (< 7 min) provocada por
parada cardiaca na integridade cerebral e na performance cognitiva (aprendizagem e memoria)
e funcional de pacientes que aparentavam nao ter sequelas neurologicas durante a alta
hospitalar. Em 3-4 anos apos o evento, foi detectada reducao de 10-20% do volume hipocampal
nesses pacientes quando comparados a individuos controles, associada com pior desempenho
em testes de memoria. E importante ter em mente que déficits na memoria induzidos por parada
cardiaca sdo geralmente acompanhados por déficits motores e executivos, tornando-se essencial
uma abordagem do paciente em sua totalidade (GRAVES et al., 1997; LIM et al., 2004;
STAMENOVA et al., 2018).

Independentemente de sua origem, a isquemia cerebral ¢, juntamente com a Doenca
de Alzheimer, uma das causas mais comuns de deméncia e pesquisas relacionando essas duas
condig¢des focam nos fatores de risco vasculares compartilhados, os quais podem ser reduzidos
por atividades cotidianas mais saudaveis ou por medicacao (VIJAYAN; REDDY, 2016).

De grande relevancia clinica também € o fato de que sintomas de depressao e ansiedade
sdo comuns apos evento isquémico e estao associados a diminui¢ao da qualidade de vida e piora
em avaliagdes fisicas e sociais e, embora tenham alta prevaléncia e consequéncias negativas na
recuperacao do paciente, hd poucos estudos sobre esses transtornos psiquiatricos quando

comparados aqueles sobre disfuncdes fisicas apos isquemia (VICENTINI et al., 2017).

1.1 FISIOPATOLOGIA DA ISQUEMIA E REPERFUSAO

A isquemia cerebral leva a reducdo/perda do fluxo sanguineo ao encéfalo,
comprometendo o suprimento de substratos necessarios para a producdo de energia e
manuten¢do da integridade do tecido, tais como oxigénio e glicose. Essa falha bioenergética
desencadeia uma cascata de eventos moleculares prejudiciais, podendo resultar em morte e

dano celular caso o fluxo sanguineo nao seja restabelecido devido a diversos mecanismos, como
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excitotoxicidade, estresse oxidativo, producao de radicais livres de oxigénio (ROS) e nitrogénio
(RNS) e inflamacdo (BARONE; FEUERSTEIN, 1999; ESCOBAR et al., 2019; HUANG;
UPADHYAY; TAMARGO, 2006; KIM; KIM; YENARI, 2015; ROCHA, 2008). Por outro
lado, embora a reperfusdo restaure o fluxo sanguineo, ela pode levar a danos secundarios devido
ao influxo de células inflamatérias, aumento de ROS, edema cerebral, hemorragia e outras
condigdes associadas a lesio (HARUKUNI; BHARDWAJ, 2006; JIN; YANG; LI, 2010; KIM
et al., 2016).

A redugdo dos niveis energéticos resultante do evento isquémico leva a perda neuronal
em regides mais susceptiveis (STAMENOVA et al., 2018; WAHUL et al., 2018) ¢ a area de
lesdo resultante (figura 1) pode ser dividida em nucleo isquémico, onde ocorre a perda mais
grave do aporte de suprimentos, em penumbra (HEISS, 2000; KIEWERT et al., 2010; LEE et
al., 2005) e em oligoemia (JUNG et al., 2017). A area de oligoemia consiste na faixa entre
penumbra e o tecido normal. Nessa area ocorre hipoperfusao sem, no entanto, desencadear lesao
tecidual. A area de penumbra é aquela em que o tecido cerebral ainda recebe irrigacao
sanguinea, entretanto, a quantidade de sangue pode ser limitada, o que pode gerar

comprometimento funcional ou da integridade morfologica (HEISS, 2000).

Figura 1. Area de lesdo cerebral apos evento isquémico.
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Legenda: Desenho esquematico exemplificando a area da lesdo cerebral dividida em nticleo, penumbra e
oligoemia. Fonte: BioRender.
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A penumbra isquémica ¢ uma area dindmica, potencialmente recuperavel e sua
extensao depende do fluxo residual e dura¢dao do evento, criando uma regido sensivel a uma
intervengdo terapéutica que promovera recuperacao do tecido com risco eminente de morte.
Com o tempo, caso o fluxo sanguineo ndo seja restabelecido, a morte neuronal que ocorre

principalmente por necrose no nucleo isquémico se estabelece (CAMPBELL et al., 2019).

1.1.1 Eventos celulares

A figura 2 mostra os eventos e as consequéncias celulares e moleculares que afetam
as funcdes de neurdnios e de células gliais, bem como as altera¢des vasculares e inflamatorias
(BROUGHTON; REUTENS; SOBEY, 2009; CAMPBELL et al., 2019; GEORGE;
STEINBERG, 2015).

A funcao neuronal depende da disponibilidade continua de ATP, a qual esta restrita ja
no inicio da isquemia e, assim, os neurdnios perdem seu gradiente iOnico transmembrana,
culminando na despolarizagdo dessas células. A progressiva despolarizacdo neuronal durante
estados de hipoperfusdo ¢ conhecida como despolarizac¢do anoxica e leva a liberagdo massiva
de neurotransmissores em terminais pré-sinapticos, especialmente de aminoacidos excitatorios.
A recaptacdo dos neurotransmissores excitatorios € um processo dependente de energia,
estando comprometido em situacdes isquémicas; portanto, os niveis extracelulares de glutamato

aumentam, levando a ativacao de seus receptores (LO; DALKARA; MOSKOWITZ, 2003).
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Figura 2. Eventos celulares envolvidos na fisiopatologia da isquemia cerebral.
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Legenda: A oclusdo de uma artéria cerebral inicia uma cascata de respostas. A redugdo do fluxo sanguineo leva a
redugdo da disponibilidade de glicose e oxigénio, ocasionando falha energética em neurdnios, células gliais e
endoteliais. A despolarizacdo andxica ¢ a reducdo da captagdo de glutamato levam ao aumento desse
neurotransmissor no espago extracelular, acarretando a ativagdo de seus receptores, o que culmina no influxo de
calcio. A disfunc¢do da barreira hematoencefalica e a liberagdo de moléculas de sinaliza¢do inicia a resposta
inflamatdria. A morte celular desencadeada por esses eventos ocorre tanto por necrose, quanto por apoptose.
eNOS, o6xido nitrico sintase endotelial; iNOS, 6xido nitrico sintase induzivel, nNOS, 6xido nitrico sintase
neuronal. Fonte: adaptada de George & Steinberg, 2015.
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O glutamato ¢ o principal neurotransmissor excitatorio do SNC e atua através da
ativacdo de seus receptores tanto ionotropicos quanto metabotrépicos. Existem trés tipos de
receptores glutamatérgicos ionotropicos (iGIluRs), os quais foram nomeados de acordo com os
agonistas que, originalmente, foram utilizados para ativa-los seletivamente: N-metil-D-
aspartato (NMDA), receptor acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico (AMPA)
e cainato (KEW; KEMP, 2005). Os iGluRs sdo canais de cations nao-seletivos, que permitem
apassagem de Na*, K" e Ca?", sendo compostos pela associacdo de varias subunidades proteicas
que se combinam de diferentes formas, produzindo um grande numero de isoformas (PURVES
et al., 2001).

Adicionalmente, at¢ o momento, foram identificados oito subtipos de receptores
glutamatérgicos metabotropicos (mGIuR 1-8), sendo expressos nas regides pré e pos-sindpticas
e em células gliais. Quando esses receptores sdo ativados pelos ligantes, ocorre a tradugdo
intracelular desse primeiro sinal via segundos mensageiros, levando a modulagao da fung¢do de
varias moléculas efetoras, como enzimas, canais i0nicos ¢ fatores de transcrigdo
(NISWENDER; CONN, 2010). Dados clinicos e pré-clinicos demonstram que, no SNC, esses
receptores modulam a neurotransmissao pré-sinaptica através de ajuste fino do disparo neuronal
e liberacdo de neurotransmissores de maneira dindmica e dependente da atividade (CRUPI;
IMPELLIZZERI; CUZZOCREA, 2019). Em adicdo a essas fungdes, mGluRs desempenham
outras fung¢des importantes, incluindo regulacdo do metabolismo, transcricio génica, e
multiplos aspectos da fun¢do glial e comunicacao glia-neurdnio (NISWENDER; CONN, 2010).
Durante a isquemia cerebral, a ativacdo de mGLURSs presentes na glia leva ao aumento de calcio
dentro dessas células, reduzindo a expressio de transportadores gliais de glutamato,
aumentando ainda mais os niveis extracelulares desse neurotransmissor (CAMPBELL et al.,
2019; KIM et al., 2016).

Assim, com a subsequente estimulagao dos receptores NMDA e AMPA, tem-se a
entrada excessiva de calcio na célula (WEILINGER et al., 2013). Ao mesmo tempo, ocorre
liberacdo de cdalcio de seus estoques intracelulares, levando ao aumento significativo da
concentragdo desse ion, o que inicia uma série de eventos citoplasmaticos e nucleares, como
ativacdo de enzimas proteoliticas, gerando ROS, cuja presenca altera o balango oxidativo
celular ocasionando disfun¢do mitocondrial (CAMPBELL et al., 2019).

O evento isquémico também gera uma resposta inflamatéria no tecido cerebral, a qual

pode ser ativada independentemente do tipo da lesdo. Muitos aspectos da inflamagdo sdo
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benéficos e levam a restauragdo da homeostase tecidual, entretanto, como dano colateral, a
resposta inflamatoria aguda pode contribuir para amplificar o dano tecidual (ANRATHER;
IADECOLA, 2016).

A presenga de células necréticas, debris celulares, e aumento de ROS e RNS podem
resultar na neuroinflamacao por ativarem micrdglia e astrdcitos, que sao as primeiras células de
defesa do tecido cerebral, as quais liberam mediadores quimicos que promovem a quimiotaxia
e infiltragdo de leucocitos da circulagdo sanguinea (DURUKAN; TATLISUMAK, 2007).
Minutos apos a oclusdo, ocorre um aumento da expressdo de genes pro-inflamatorios e
amplificagdo da producdo de mediadores da inflamagdo e ativacdo endotelial, com a
consequente expressdao de moléculas de adesao no endotélio vascular, atraindo neutrofilos do
sangue para o parénquima cerebral, seguidos de macrofagos e monocitos (BROUNS; DE
DEYN, 2009).

Em suma, existe uma série complexa de processos neuroquimicos que s30
desencadeados ao longo do tempo e espago pela isquemia (figura 3). Um evento dessa cascata
heterogénea pode causar e/ou ser causado por multiplos outros eventos. Esse processo pode
durar de horas a dias, mesmo ap0s a restauragdo do fluxo sanguineo (BECERRA-CALIXTO;
CARDONA-GOMEZ, 2017; XU et al., 2020).
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Figura 3. Perfil temporal dos principais mecanismos fisiopatologicos envolvidos na lesdo por
isquemia cerebral.
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Legenda: Grafico representando o perfil temporal dos principais mecanismos fisiopatologicos da isquemia
cerebral, mostrando a expansdo das areas de penumbra e nticleo isquémico com o decorrer do tempo. Fonte:
Adaptado de Brouns & Deyn, 2009.

1.1.2 Células gliais

1.1.2.1 Astrocitos

Os astrocitos participam de muitos processos criticos no sistema nervoso central
(SNC), incluindo a manutencao da homeostase, desenvolvimento de sinapses, suporte neuronal,
regulacdo do fluxo sanguineo cerebral, formacdo da barreira hematoencefilica (BHE) e
manutencao de sua integridade funcional, remogao do excesso de glutamato na fenda sinaptica,
limitando a atividade neuronal e liberagao de fatores troficos € moléculas antioxidantes

(BECERRA-CALIXTO; CARDONA-GOMEZ, 2017).
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Essas células s3o menos vulneraveis a excitotoxicidade glutamatérgica e a redugdo do
aporte de energia que os neurdnios durante a isquemia cerebral, entretanto, passam por
mudangas metabodlicas, morfologicas, bioquimicas e transcricionais, que levam ao estado
definido como astrogliose reativa, o qual ¢ um marcador fundamental de patologias e alteragdes
no SNC (BECERRA-CALIXTO; CARDONA-GOMEZ, 2017; CAMPBELL et al., 2019;
ESCARTIN et al., 2021; XU et al., 2020).

Os astrocitos se tornam reativos dentro de 48-96h apods a isquemia, tornando-se
hipertréficos, se proliferando e regulando o processo de formagao da cicatriz glial, uma barreira
fisica que separa a area de tecido lesionado de areas saudaveis, impedindo a difusdo e ampliacao
da neuroinflamacdo (SOFRONIEW, 2009, 2015). Esses astrocitos exibem expressdo
aumentada de proteinas de filamentos intermediarios, incluindo o GFAP (do inglés glial
fibrillary acidic protein, traduzido como proteina glial fibrilar dcida), vimentina e nestina, assim
como expressao alterada de muitos outros genes (LIU, 2014).

Embora o GFAP seja amplamente utilizado como marcador astrocitario, o aumento
dessa proteina nos astrocitos reativos geralmente ¢ paralelo com a gravidade da lesdo, mas nem
sempre € proporcional em todas as areas cerebrais, devido a diferengas entre subpopulagdes
dessas cé€lulas que incluem, por exemplo, o contetido inicial dessa proteina (ESCARTIN et al.,
2021). Para exemplificar, no cérebro de um camundongo sauddvel, astrocitos hipocampais
apresentam maior contetido de GFAP que astrocitos corticais, taldmicos e estriatais, mas 1SS0
ndo os torna mais reativos (ESCARTIN et al., 2021). Dessa forma, considerando que cada area
cerebral possui um microambiente diferente, ¢ plausivel que haja divergéncias na
susceptibilidade e nos padrdes de tolerancia a lesdo entre elas. Sabe-se que existem regides
cerebrais mais susceptiveis a danos isquémicos, € que mesmo entre essas areas ha uma resposta
diferenciada (WAHUL, 2018).

Existe um consenso na literatura que a astrogliose e a formacao de cicatriz glial sdo
respostas predominantemente prejudiciais e devem ser inibidas. A astrogliose pode exacerbar
a inflamag¢do, aumentando os niveis de citocinas pro-inflamatérias, como IL- 6, TNF-a, IL-1a,
IL-1B e IFNYy, e de radicais livres, como NO, superdxido e peroxinitrito, bem como interferir
do brotamento sindptico ou no crescimento e regeneracao axonal (SOFRONIEW, 2009, 2015;
XU et al., 2020). Contudo, pesquisas mais recentes t€ém descrito que os astrocitos sdo capazes
de exercer tanto func¢des pro-inflamatorias quanto anti-inflamatdrias, como contencdo da lesao,

reparo da BHE, protecdo neuronal, resolucao dos danos, entre outros (XU et al., 2020).
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Liddelow e colaboradores (2017), descreveram que a neuroinflamacdo e a isquemia
induzem dois diferentes tipos de astrdcitos reativos, os quais denominaram Al e A2 em
analogia a nomenclatura M1/M2 de macréfagos (LIDDELOW et al.,, 2017). Varios
pesquisadores utilizam esse conceito binario de fendtipos dos astrocitos, definindo como Al o
fenotipo adotado por essas células quando expostas a citocinas inflamatdrias secretadas pela
microglia, assumindo potencial de danificar sinapses, ¢ o fenotipo A2 adotado mediante
exposi¢ao a fatores neurotroficos, sendo neuroprotetor (CAMPBELL et al., 2019; LIDDELOW
et al., 2017).

Em artigo publicado em 2021, 81 pesquisadores alcancaram consenso em varios
conceitos amplamente utilizados sobre classificagdes bindrias de astrocitos “bons/maus”,
fornecendo definicdes e recomendagdes atualizadas para futuros estudos sobre astrocitos
reativos (ESCARTIN et al., 2021). Essa divisdo foi desencorajada por varios motivos, dentre
eles o fato de que muitos dos genes utilizados como marcadores de cada fendtipo nao tem sua
funcdo bem conhecida, além de que existe diversidade entre os fendtipos assumidos pelos
astrocitos entre as diversas doencas que acometem o SNC.

Por executarem fungdes cruciais como suporte a0 metabolismo energético, efeitos
antioxidantes, modulagdo da resposta imune, participagdo da neurogénese, regeneragao
tecidual, liberagdo de fatores troficos e protecdo aos neurdnios, os astrocitos sdo importantes

alvos de manipulagdo terapéutica.

1.1.2.2 Oligodendrocitos

Oligodendrocitos, as células formadoras de mielina no SNC, formam uma unidade
funcional com os axonios desempenhando papel crucial na integridade axonal (MIFSUD et al.,
2014). Essas células sdao vulneraveis na fase aguda da isquemia e, em fases cronicas, formam
bainhas de mielina nos ax6nios em regeneracdo. A nivel basal, a substancia branca recebe
menor aporte sanguineo que a substincia cinzenta, o que a predispde a danos isquémicos
mesmo com variagdes minimas no fluxo sanguineo (MIFSUD et al., 2014; SOMMER, 2017;
XU et al., 2020). Embora o destino dos oligodendrocitos apds isquemia ndo seja tdo bem
estudado quanto o destino das demais células gliais (MIFSUD et al., 2014), sabe-se que grande
nimero de oligodendrocitos morre dentro de 3h apds a isquemia e ndo possuem capacidade de

autorregeneracdo; entretanto, sdo derivados principalmente de células precursoras localizadas
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no corpo caloso, estriado e zona subventricular, as quais se proliferam apds evento isquémico
e migram aos locais de lesdao, contribuindo para geragao de oligodendrocitos maduros, o que
facilita a recuperacao neuronal (MIFSUD et al., 2014).

Os mecanismos celulares que levam a morte dos oligodendrocitos sao semelhantes aos
que ocorrem no neurdnio, como superativacdo de receptores glutamatérgicos e purinérgicos,
estresse oxidativo e disfuncdo mitocondrial. A consequente desmielinizagdo acarreta graves
defeitos no transporte, estrutura, metabolismo e sobrevivéncia axonal (MIFSUD et al., 2014).
Estratégias terapéuticas que visam a prote¢do dos oligodendrocitos t€ém o potencial de atenuar
lesdes a substancia branca. Portanto, a terapia restaurativa ndo deve focar apenas nos neuronios,

mas deve alcancar também as células da glia.

1.1.2.3 Microglia

Células microgliais sdo moduladores importantes da resposta imunologica e
consideradas as células imunes do SNC. Embora envolvidas primariamente com poda sinéptica
e reparo, podem transformar rapidamente sua morfologia em caso de lesdo, passando de um
estado de repouso caracterizado pela presenca de muitas ramificagdes e prolongamentos, para
um estado ativado, caracterizado por morfologia ameboide e movel, a qual ndo se distingue de
macrofagos provenientes da circulagdo sanguinea (IADECOLA; ANRATHER, 2011;
KREUTZBERG, 1996).

A ativagdo de microglia geralmente precede as reagdes de quaisquer outros tipos de
células no cérebro. Ela responde ndo apenas a mudangas na integridade estrutural do cérebro,
mas também as alteracdes sutis no microambiente cerebral, como desequilibrios da homeostase
de ions, que precedem mudangas patoldgicas que sao histologicamente detectaveis (KIM et al.,
2016; KIM; KIM; YENARI, 2015). Dados mostram que a micréglia ativada apresenta
predominantemente efeitos deletérios nas fases agudas de isquemia cerebral, enquanto seus
efeitos benéficos aparecem em fases mais tardias (JIN; YANG; LI, 2010; KIM; KIM; YENARI,
2015; ZHENG; YENARI, 2004).
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1.1.3 Neuroinflamacio

A neuroinflamagao secundaria a isquemia promove tanto lesdo, resultando em morte
celular, quanto efeitos benéficos, promovendo recupera¢ao. Células neurais no ntcleo
isquémico morrem como resultado da reducdo abrupta no fluxo sanguineo, enquanto neurdnios
localizados na regido de penumbra sdao afetados pelo rapido influxo de células imunes
(neutrofilos, mondcitos/macrofagos, diferentes subtipos de células T e outras células
inflamatorias), espécies reativas de oxigénio e mediadores inflamatérios (JAYARAIJ et al.,
2019).

No SNC saudavel, a entrada de componentes celulares e moleculares provenientes da
circulagdo periférica ¢ regulada pela BHE. Apos lesdo, as jungdes entre células endoteliais da
BHE se tornam permeaveis, permitindo a infiltragdo de células inflamatorias ao parénquima
cerebral. O processo inflamatério ¢ amplificado gracas a células imunes residentes,
principalmente microglia.

Dentre os principais mediadores de processos inflamatérios estdo as citocinas,
pequenas proteinas secretadas por diversas células cerebrais e imunologicas, as quais
influenciam a interagdo € a comunicagao entre células. Sua sinalizacao contribui para alteragao
da permeabilidade da BHE, recrutamento de outros tipos celulares inflamatorios e pode
influenciar o metabolismo de neurotransmissores como as monoaminas, serotonina, dopamina
e glutamato (CHAMORRO et al., 2012; IADECOLA; ANRATHER, 2011; KIM et al., 2016;
TOBIN et al., 2014). O aumento dessas moléculas ¢ suficiente para induzir apoptose, ampliando
a lesdo. Ainda, em presenga dessas moléculas, hda aumento da liberagdo de NO, que ¢
neuroprotetor quando em baixos niveis, mas pro-apoptdtico em niveis elevados por aumentar a

producdo de ROS (BROUNS; DE DEYN, 2009).

1.1.4 Excitotoxicidade

Excitotoxicidade ¢ o dano secundéario causado pela excitabilidade anormal dos
neurdnios gerada pela ativagdo intensa de receptores ionotrdpicos e consequente aumento do
influxo de célcio que culmina com a liberacdo anormal de neurotransmissores excitatdrios por
células em processo de morte (BROUNS; DE DEYN, 2009; DIRNAGL; TADECOLA;
MOSKOWITZ, 1999; WEILINGER et al, 2013). Como dito anteriormente,
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neurotransmissores excitatorios, especialmente o glutamato, acumulam-se no espago
extracelular, ocasionando superestimulacdo de receptores glutamatérgicos ionotropicos em
neuronios vizinhos, com consequente influxo de cations, despolarizando esses neurénios —
processo conhecido como despolarizagdo andxica —, causando influxo desregulado de calcio,
perda da capacidade de produgdo de ATP pelo neurdnio e maior liberacdo de glutamato. Ha,
portanto, amplificacdo local do insulto isquémico inicial. O aumento de Ca?" intracelular inicia
uma série de eventos citoplasmaticos e nucleares, nos quais ha geracao de radicais livres e
ativagio de enzimas dependentes de Ca®’, incluindo enzimas proteoliticas que degradam
proteinas do citoesqueleto e proteinas da matriz extracelular, fosfolipase A», calpaina,
endonucleases, ATPase, ciclooxigenase, e NO sintase, resultando em dano celular extenso.
Esses processos promovem rapidamente a morte celular através de necrose, mas os mecanismos
excitotoxicos também ativam eventos moleculares que levam a apoptose.

A demonstragdo de efeitos neuroprotetores de antagonistas glutamatérgicos contra os
efeitos deletérios de hipoxia/isquemia tanto in vitro quanto in vivo, juntamente com a
identificacio da superativagio de receptores NMDA e influxo excessivo de Ca?" como
mediadores primarios de toxicidade aguda, encorajaram pesquisas e testes de drogas
antagonistas de NMDA em varios modelos animais de isquemia cerebral e desenvolvimento de
drogas para uso humano (CHOI, 2020).

Os receptores NMDA sdo canais i0nicos com diversas fungdes fisioldgicas cruciais,
espalhados por todo SNC. Sua ativagdo contribui para a plasticidade da forca sindptica e
contribui com mecanismos de algumas formas de aprendizagem e memoria (CHOI, 2020).
Embora ensaios pré-clinicos tenham sido bem-sucedidos, os testes clinicos com antagonistas
desses receptores apresentaram varias limitagdes, principalmente envolvendo dose e a janela
temporal de administracdo apds inicio da isquemia. Algumas drogas precisavam ser
administradas em baixas doses para evitar importantes efeitos adversos, como por exemplo
alucinagdes, ou s6 eram administradas tardiamente, devido a dificuldade de acesso aos
pacientes no inicio do evento isquémico (CHOI, 2020). Em testes clinicos, todas essas drogas
com esse mecanismo falharam, tanto por ndo serem eficazes como por possuirem efeitos
adversos graves (WEILINGER et al., 2013).

Ademais, ¢ indiscutivel que existem efeitos benéficos em reduzir a necrose decorrente
de excitotoxicidade aguda e a ativagdo de vias que levam a apoptose, contudo, o bloqueio

prolongado de receptores NMDA aumenta o risco de manter a concentragio intracelular de Ca?*
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abaixo do nivel necessario para sobrevivéncia celular, considerando, por exemplo, que muitas
vias de sinaliza¢do que promovem sobrevivéncia necessitam de niveis moderados de Ca** para
acontecer (figura 4). Dessa forma, se antagonistas de NMDA sao benéficos ou prejudiciais ao
cérebro isquémico depende do tipo de insulto e especificidade do tratamento, como tempo,
localizacdo e reducdo dos niveis de Ca’' intracelular promovido pela droga (CHOI, 1995,

2020).

Figura 4. Lesdo e concentragio intracelular de Ca®".

Lesio b Apoptose
/

OK

Normal [Ca2*]

Legenda: Diagrama ilustrando a relagdo entre gravidade da lesdo, concentragdo intracelular de Ca®" e a triade
sobrevivéncia/apoptose/necrose. Um tUnico insulto pode levar tanto a apoptose quanto a necrose, ou mesmo aos
dois processos simultaneamente. A gravidade da lesdo pode determinar qual dos processos de morte celular
predomina. Insultos moderados ou baixo influxo de Ca?" favorecem apoptose. Niveis 6timos de Ca** podem
favorecer processos de regeneracgdo. Fonte: Adaptado de Choi, 1995.

A perda do suprimento energético aos neurdnios induz a despolarizagcdo andxica, a
qual resulta em estresse fisiologico nessas células devido a desregulacdo do fluxo idnico.
Muitos outros receptores ionotrdpicos € canais i0nicos contribuem para a despolarizagao
anoxica e, subsequentemente, para a ativacdo de cascatas de sinalizagdo que levam a morte
celular. Os receptores ionotropicos de glutamato e ATP que funcionam como canais para
influxo de cations sdo criticos na morte e disfun¢ao de neurdnios. Interessantemente, tem-se
demonstrado que dois desses receptores (P2X7 e NMDAR) estdo acoplados ao canal i6nico
panexina-1 (Panx1). Os receptores de canais de potencial transitorio (TRPs) e canais i6nicos
sensiveis a acidos (ASICs) também possuem papel importante em respostas a isquemia

(WEILINGER et al., 2013).
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Um desafio atual ¢ elucidar interrelagdes mecanisticas e temporais desses canais
10nicos para completo entendimento de seu impacto nos neuronios durante isquemia. O que se
sabe ¢, como descrito anteriormente, que a isquemia desencadeia o aumento de liberagdo de
glutamato no espago pré-sinaptico, aumentando dramaticamente a sinalizacdo glutamatérgica
via receptores NMDA e AMPA. O influxo de calcio por meio destes pode estimular a producao
de NO através da nNOS Ca?"-dependente, o qual interage com ROS, formando intermediarios
altamente prejudiciais (peroxinitrito, por exemplo). NO e produtos da reagdo ROS-NO podem
ativar os canais TRPM2/7 e panexina-1. A difusdo do NO para o meio extracelular pode
aumentar a liberagdo de glutamato, exacerbando a excitotoxicidade. Durante esse processo, o
pH do meio extracelular diminui levando a abertura de ASICs e maior influxo de Ca**, o que
contribui ainda mais para a morte celular. Aumentos das concentragdes de ATP extracelulares
estimulam a abertura de receptores purinérgicos P2X7, possibilitando ativacdo de canais Panx1
via familia de cinases Src, assim como estimulando ERK1/2, induzindo morte celular. A
ativagdo de quaisquer/todos esses canais i0nicos mencionados levardo ao aumento dos niveis
intracelulares de Ca*", estando intimamente associados em disfuncdo neuronal, apoptose e/ou
necrose (WEILINGER et al., 2013).

Choi (2020) comenta em seu artigo que a inibi¢ao de fases individuais de inducdo da
excitotoxicidade, ou a diminuicdo da ativagdo/amplificacdo de uma via molecular especifica,
sdo abordagens protetoras em modelos animais de isquemia cerebral, porém podem ser a maior
causa de falha no desenvolvimento de drogas na industria farmacéutica. A transla¢do para
clinica de drogas que possuem um Unico alvo farmacologico € questiondvel, pois outras vias e
moléculas ndo bloqueadas podem se sobrepor, tornando a abordagem ineficaz, especialmente
devido a variabilidade de apresentagdes de isquemia cerebral em humanos. Para alcangar efeito

neuroprotetor robusto em humanos, a terapia deve inibir multiplos mecanismos.

1.1.5 Fatores neurotroficos

No SNC viérios fatores de crescimento tém emergido como candidatos com
interessante potencial neuroprotetor e com fungao restaurativa importante no tratamento de
desordens psiquiatricas e neuroldgicas (MARQUES et al., 2019; NAGAHARA; TUSZYNSKI,
2011), sendo amplamente estudados devido a sua participagdo no processo de neurogénese

durante a fase embriondria e recuperagdo apds dano patologico NAGAHARA; TUSZYNSKI,



36

2011). Esses fatores e seus receptores estdo expressos no SNC de adultos, além de crescentes
evidéncias de sua efetividade em modelos animais de doengas, nos quais previnem morte
celular e estimulam a fun¢ao neuronal (IADECOLA; ANRATHER, 2011).

Apbs a isquemia cerebral, a producdo de fatores de crescimento auxilia no
estabelecimento de um ambiente favordvel ao brotamento neural, neurogénese, angiogénese,
gliogénese e reorganizacao tecidual. Tanto células inflamatorias, quanto neuronios e astrocitos
sdo capazes de produzir grande variedade dessas moléculas (MARQUES et al., 2019). Dentre
os diversos fatores que tém sido identificados por exercerem essa fungdo de proteger células
tronco neurais ¢ melhorar a neurogénese apds isquemia cerebral encontram-se o fator de
crescimento de fibroblasto basico, o fator de crescimento epidermal, o fator neurotrofico
derivado do cérebro (BDNF), a proteina morfogenética dssea (BMP), o fator neurotréfico
derivado da glia (GDNF), entre outros (ZHOU et al., 2018).

Estudos demonstram que a administracdo sist€émica de BDNF apos evento isquémico
melhora a recuperagao sensoriomotora sem afetar o tamanho da area de infarto e sugerem que
essa melhora funcional se deve a mudancas no inicio do evento e tardias (SCHABITZ et al.,
2004, 2007). Inicialmente, durante a isquemia, hd um desbalanco entre os sistemas de
neurotransmissao excitatoria e inibitoria, o qual pode ser prevenido pela administragdo exdgena
de BDNF, enquanto mudangas tardias incluem regeneragdao axonal, brotamento sinaptico e
melhora das fungdes motoras e cognitivas (SCHABITZ et al., 2004).

O processo de neurogénese também ¢ conhecido por sua importancia na recuperagao
do SNC ap6s uma lesdo. A neurogénese em adultos ocorre apenas em regides especificas, sob
condigdes especificas. Evidéncias mostram que isquemia cerebral induz a neurogénese nas
zonas subgranular do hipocampo (SGZ) e subventricular (SVZ). Entretanto, a neurogénese
endogena nao ¢ suficiente para realizar o reparo tecidual e funcional. A maioria dessas células
sofre morte celular programada nos periodos de proliferacdo, migracao ou integracao, € iSSo
pode ser devido a falta de suporte troéfico apropriado, bem como microambiente desfavoravel
devido as lesdes e falha na sinalizagdo com outros neuronios (KOH; PARK, 2017; LU;
MANAENKO; HU, 2017; ZHANG; ZHANG; CHOPP, 2005; ZHOU et al., 2018). Melhorar a
neurogénese desencadeada pela isquemia cerebral e promover sobrevivéncia celular sao alvos

interessantes na busca por alternativas terapéuticas.
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1.2 MODELOS EXPERIMENTAIS DE ISQUEMIA CEREBRAL

Modelos pré-clinicos de isquemia cerebral contribuem significativamente para a
compreensdo de mecanismos de a¢do de novas abordagens terapéuticas, assim como seus
potenciais efeitos em parametros fisiologicos. Atualmente, a pesquisa pré-clinica agrega
modelos tanto in vivo quanto in vitro. Alguns aspectos da isquemia sdo impossiveis de
mimetizar em modelos animais, como as estratégias de prevencao primadria, entretanto, essa ¢
uma ferramenta que permite regular variaveis especificas, como duragdo da isquemia, tempo
desde o inicio da lesdo, gravidade, as quais sdo impossiveis controlar em humanos
(HOLLOWAY et al., 2016; NEUHAUS et al., 2017).

A utilizag¢do de modelos in vivo permitiu grandes descobertas sobre a fisiopatologia de
doencas humanas. Roedores sdo normalmente a espécie mais utilizada em pesquisas, entretanto,
mesmo com a pouca variacdo genética em relagdo aos humanos, hé profundas discrepancias
estruturais, celulares e moleculares. Até mesmo primatas ndo-humanos apresentam diferencas
bioquimicas importantes. Dessa forma, sistemas humanos in vitro podem agregar valiosas
informacdes sobre a seguranga de um determinado fdrmaco, por exemplo, assim como
possibilitar ensaios pré-clinicos iniciais a custo relativamente baixo (HOLLOWAY et al., 2016;
TASCA; DAL-CIM; CIMAROSTI, 2015).

Adicionalmente, avancgos recentes em bioinformadtica e sistemas bioldgicos tém
possibilitado o modelamento e simulacao de processos celulares e doencgas utilizando métodos
teoricos. Nessa abordagem, a interacdo entre todos os componentes de um sistema ¢ descrita
matematicamente e modelos computacionais sao estabelecidos, permitindo codificar e testar
hipoteses sobre fungdes celulares e patogénese de diversas doengas, contribuindo para
identificar novas drogas e alvos terapéuticos (BARH et al., 2014). Através de modelos
estatisticos que descrevem os principais achados clinicos na maioria dos pacientes que sofreram
isquemia cerebral, € possivel gerar pacientes virtuais, os quais podem receber o tratamento a
ser pesquisado, estimando os efeitos (KONDURI et al., 2020). Modelos computacionais in
silico tém sido criados como alternativa a estudos in vivo, contribuindo de forma significativa

no desenvolvimento de produtos biomédicos em ensaios pré-clinicos.
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1.2.1 In vitro

Condigdes isquémicas podem ser mimetizadas in vitro pela remogao de oxigénio e
glicose ou por inibicdo enzimatica do metabolismo. A condicdo de anoxia pode ser obtida
substituindo o meio de cultura equilibrado com niveis normais de O>/CO; por meio equilibrado
com N»/CO> e mantendo as células em camara de hipoxia, causando alteragdes dramadticas no
citoesqueleto de células endoteliais e em modelos de barreira hematoencefalica. Contudo, a
relevancia fisioldgica da anoxia em auséncia de deplecdo de glicose ¢ mais relevante em
condi¢des em que o fluxo sanguineo ¢ mantido, como o que ocorre durante o envenenamento
por monoxido de carbono (HOLLOWAY et al., 2016; TASCA; DAL-CIM; CIMAROSTI,
2015).

Com objetivo de mimetizar a interrup¢do do suprimento de oxigénio e nutrientes ao
cérebro que ocorre durante um evento isquémico, linhagens celulares, células primarias, fatias
organotipicas e fatias de tecido cerebral sdo tipicamente incubadas em meio celular sem glicose,
em camara de hipoxia (TASCA; DAL-CIM; CIMAROSTI, 2015). Os experimentos de priva¢ao
de oxigénio e glicose (POG) podem ser seguidos por uma fase de reoxigenacdo, em que as
culturas retornam as condigdes padronizadas, simulando a reperfusao que acontece em eventos
de isquemia transitoria, quando o fluxo sanguineo cerebral € restabelecido (HOLLOWAY et
al., 2016). A excitotoxicidade também pode ser estudada isoladamente em sistemas in vitro,
através da aplicagdo de agonistas glutamatérgicos, por exemplo (HOLLOWAY et al., 2016).

Sommer et al. (2017) defendem que, embora apresentem limitagcdes quanto a
replicacao da complexidade do evento isquémico, quando utilizados apropriadamente estudos
in vitro auxiliam a compreensdo de mecanismos bioquimicos e celulares e respondem diversas
perguntas cientificas, sendo importante ferramenta de descoberta de novas moléculas com

potencial terapéutico.

1.2.2 In vivo

Devido a complexidade do encéfalo e de sua resposta a danos, a isquemia cerebral e
suas consequéncias nao podem ser avaliadas em modelos in vitro isoladamente e, por isso,
modelos animais sdo de extrema importancia (WANG-FISCHER, 2008). No inicio da pesquisa

experimental, espécies maiores eram utilizadas para mimetizar isquemia cerebral. Atualmente,
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camundongos e ratos sao escolhidos mais frequentemente como modelos in vivo, devido ao seu
baixo custo de aquisi¢ao e manutencao, facilidade de monitoramento, técnicas de manipulagao
mais simples (BACIGALUPPI; COMI; HERMANN, 2010; CARMICHAEL, 2005;
SOMMER, 2017) e semelhangas anatdmicas e neuroquimicas (WANG-FISCHER, 2008)
(figura 5).

Figura 5. Esquema evidenciando semelhanca entre a estrutura vascular de humanos e
roedores.
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Legenda: Mamiferos em geral e humanos possuem estruturas vasculares e neurais similares, bem como
mecanismos bioquimicos e moleculares semelhantes. Fonte: WANG-FISCHER, 2008.

Os modelos in vivo de isquemia cerebral podem ser divididos em modelos focais e
globais. A isquemia focal ¢ caracterizada por uma reducao do fluxo sanguineo em uma regiao
especifica do cérebro, enquanto na isquemia global a redu¢do do fluxo sanguineo afeta o
cérebro inteiro. A isquemia focal pode ser realizada através de diferentes técnicas, como a
oclusdo mecanica tanto da artéria cerebral média (ACM) proximal quanto da distal, ou por
oclusdo trombotica por inje¢dao de coagulos sanguineos ou trombina diretamente na ACM, ou
por fototrombose apods injecdo do corante fotossensivel rosa de bengala (BACIGALUPPI;
COMI; HERMANN, 2010; CARMICHAEL, 2005; SOMMER, 2017).

A isquemia global pode ser induzida através do método de oclusdo de quatro vasos
(4VO), que consiste na oclusdo reversivel das artérias cardtidas comuns juntamente com a
oclusdo permanente das artérias vertebrais por eletrocoagulagdo, ou pelo método de oclusdo de
dois vasos (2VO), o qual ¢ produzido pela oclusdo bilateral das artérias cardtidas comuns

(BCCAo0) (BACIGALUPPI; COMI; HERMANN, 2010).
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1.3 ABORDAGEM TERAPEUTICA ATUAL

O restabelecimento do fluxo sanguineo em uma artéria obstruida ¢ fundamental para
salvar o tecido neuronal em risco. Em caso de isquemia cerebral iniciada por parada cardiaca,
¢ essencial que seja feita ressuscitagdo cardiopulmonar apropriada para que haja retorno da
circulacao (YAN et al., 2020).

Em casos de AVE agudo, a agéncia de regulacdo de drogas e alimentos dos Estados
Unidos da América (FDA), aprovou o uso do ativador do plasminogénio tecidual recombinante
(tPA, Alteplase) como trombolitico em 1996 (KULKENS; HACKE, 2007). Entretanto, existe
uma janela terapéutica de poucas horas para intervir nos processos patologicos desencadeados
pela isquemia cerebral, no sentido de minimizar o dano ao SNC e, consequentemente na
sobrevivéncia e na presenca de sequelas (MICIELI; MARCHESELLI; TOSI 2009).
Adicionalmente, nem todos os individuos podem fazer uso do Alteplase, embora sua agao
anticoagulante seja bastante eficaz (FONAROW et al., 2011; TADECOLA; ANRATHER,
2011). A administracao endovenosa do trombolitico tPA deve ser feita nas primeiras 34,5
horas apds o inicio dos sintomas, com a exclusdo de hemorragia intracraniana através de
técnicas de imageamento como a tomografia computadorizada e ressonancia magnética de
cranio (CAMPBELL; KHATRI, 2020) . As suas contraindicagdes sdo para casos em que haja
risco aumentado de hemorragia. Todos esses fatores contribuem para que o tPA seja utilizado
em apenas 5% dos pacientes que sofrem AVE (MICIELI; MARCHESELLI; TOSI, 2009).

Em 2003, a Associacdo Americana de AVE (American Stroke Association), em
parceria com a Associacdo Americana do Coragdo (American Heart Association), iniciou uma
campanha denominada “Get with the Guidelines”, a qual inclui o programa “Target Stroke”
(FONAROW et al., 2011, 2014; XIAN et al., 2014). O objetivo ¢ a melhora dos cuidados aos
pacientes, incentivando a redu¢do do tempo entre a sua chegada ao servigo de satde e o
tratamento com o tPA — processo chamado originalmente door-to-needle 60, traduzido como
tempo porta-agulha. No Brasil, o Hospital Israelita Albert Einstein adotou o programa e
demonstrou, nos ultimos anos, eficiéncia em diminuir o tempo médio porta-agulha, mantendo-
o abaixo de 60 minutos desde 2015 (Hospital Israelita Abert Einstein, 2018).

Além do trombolitico Alteplase, o medicamento Edaravone (Mitsubishi Tanabe
Pharma Corporation, Toquio, Japao) foi a primeira droga neuroprotetora implantada para

tratamento de pacientes com AVE agudo (AMARO; CHAMORRO, 2011; KIKUCHI et al.,
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2010; LAPCHAK, 2010). Essa droga tem sido utilizada em alguns paises asiaticos,
principalmente no Japao desde 2001. Embora seu uso no AVE nao esteja aprovado em paises
ocidentais, que o utilizam no tratamento de esclerose lateral amiotrofica (ENOMOTO et al.,
2019), apresenta como principal mecanismo de ag@o a sua atividade antioxidante. Edaravone ¢
uma molécula hidrofobica, que atravessa rapidamente a BHE e ¢ capaz de atuar em diversos
alvos farmacologicos, regulando vérias vias de sinalizagao, além de suprimir a morte neuronal
tardia, conter a neurotoxicidade induzida pela ativacdo microglial, reduzir a neuroinflamagao,
inibir a enzima lipoxigenase e atenuar os efeitos deletérios de cascatas que culminariam no
aumento do edema cerebral apds isquemia (AMARO; CHAMORRO, 2011; KIKUCHI et al.,
2013, 2017).

Adicionalmente, desde 2014, uma série de estudos foram realizados na Europa,
América do Norte e Australia demonstrando a efetividade da trombectomia mecanica utilizando
dispositivos como stent retrievers para remog¢ao de coagulos com resultante melhora funcional
do paciente e diminui¢ao da mortalidade. As evidéncias sugerem que a janela de tratamento
pode ser estendida por aproximadamente 24h ap6s o inicio dos sintomas (BHOGAL et al., 2018;
SAVITZ et al., 2017).

E urgente, portanto, o desenvolvimento de novos farmacos neuroprotetores que
melhorem a qualidade de vida de pessoas acometidas pela isquemia cerebral. Atualmente,
existem poucas terapias adjuvantes aprovadas para o tratamento dessa enfermidade. Tais
terapias focam na reducdo de danos secundarios ao tecido na area da penumbra, minimizando
a lesdo tecidual antes e apds a reperfusdo, enquanto promovem recuperacao e plasticidade
neuronal (RAJAH; DING, 2017). Apesar da identificacdo de muitos alvos terapéuticos e da
demonstragdo de efeito neuroprotetor em modelos animais de isquemia cerebral de diversas
drogas, o sucesso em ensaios clinicos permanece impreciso (CAMPBELL et al., 2019). Sendo
assim, esfor¢os tém sido feitos para assegurar que os modelos animais estudados reflitam a
realidade de ensaios clinicos tanto quanto possivel, utilizando medidas funcionais/

comportamentais relevantes na avaliacao do potencial benéfico (STAIR, 1999).

1.4 DA BANCADA PARA OS LEITOS HOSPITALARES

Por defini¢do, o termo neuroprotegdo se refere a “qualquer estratégia, ou combinacao

de estratégias, que antagonize, interrompa ou retarde a sequéncia de eventos bioquimicos e
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moleculares prejudiciais que, sem intervencdo, podem levar a dano isquémico irreversivel”
(GINSBERG, 2008). Enquanto a trombolise permite a restauragdo do fluxo sanguineo ao local
afetado, a neuroprotecao visa limitar o dano por prevenir a morte de neuronios principalmente
na area da penumbra isquémica. De acordo com essa defini¢do, a neuroprotecao se origina na
célula neuronal, ndo englobando, portanto, agentes teraputicos que agem na vasculatura
cerebral, como tromboliticos, antitromboticos e antiplaquetdrios, os quais apresentam
mecanismos de agdo relacionados ao sistema vascular e nao ao parénquima cerebral diretamente
(GINSBERG, 2008).

Muitos agentes e estratégias neuroprotetoras foram estudados durante anos, incluindo
antioxidantes, antagonistas de receptores glutamatérgicos, hipotermia, barbituricos,
bloqueadores de canais de calcio, fatores de crescimento e outros, sendo considerados efetivos
em estudos pré-clinicos. Entretanto, nenhum deles demonstrou conclusivamente ser efetivo em
seres humanos (STROKE THERAPY ACADEMIC INDUSTRY ROUNDTABLE (STAIR),
1999). Algumas possiveis razdes para essa falha estdo relacionadas as propriedades inerentes
aos farmacos utilizados e/ou ao modelo animal especifico utilizado em sua avaliagdo
(NEUHAUS et al., 2017; STROKE THERAPY ACADEMIC INDUSTRY ROUNDTABLE
(STAIR), 1999; SUTHERLAND et al., 2012).

Inicialmente, os estudos clinicos eram planejados para avaliar a neuroprotecao
induzida por monoterapias, e ndo para determinar se a intervengdo poderia aumentar a janela
terapéutica para reperfusdo ou mitigar as consequéncias desta. Atualmente, os protocolos
disponiveis para reperfusdo sdo altamente efetivos e experimenta-se nova era, utilizando-se
trombolise intravascular pela agdo do ativador do plasminogénio tecidual recombinante e/ou,
adicionalmente, trombectomia mecanica (BHOGAL et al., 2018; SAVITZ et al., 2017). Com o
avango de técnicas de imageamento, ¢ possivel avaliar os pacientes em detalhes, permitindo
que agentes neuroprotetores possam ser testados como terapias adjuntas a recanalizagao
(NEUHAUS et al., 2017). Um dos modelos propde que se inicie a terapia de neuroprotecdo o
mais rapido possivel apds inicio da isquemia, tanto na ambuldncia ou no pronto-atendimento
do hospital, para estender a janela temporal da terapia intravenosa ou intra-arterial. Um segundo
modelo propde a terapia durante, apds inicio ou assim que completa a reperfusao, para reduzir
as consequéncias das lesdes provocadas pelo evento (SAVITZ et al., 2017).

E necessario um planejamento adequado na comunidade cientifica, de modo que

terapias neuroprotetoras sejam investigadas de maneira mais colaborativa para aumentar a
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reprodutibilidade, melhorar a qualidade das publicagdes na &rea, e adotar modelos
experimentais mais proximos ao que acontece na pratica clinica (NEUHAUS et al., 2017).
Nesse contexto, um grupo de especialistas em avaliagdes pré-clinicas de terapias para
isquemia cerebral criou o modelo STAIR, propondo recomendagdes de como otimizar a
pesquisa pré-clinica e de avaliar drogas neuroprotetoras e restauradoras para o tratamento de
isquemia (STROKE THERAPY ACADEMIC INDUSTRY ROUNDTABLE (STAIR), 1999).

As recomendagdes da STAIR para estudos de novas drogas se referem a realizacao de
curva dose-resposta adequada, defini¢do da janela temporal em um modelo animal bem-
caracterizado, realizacao de estudos randomizados reprodutiveis cegos, realizacao de avaliagdo
funcional e histoldgica a curto e longo prazo, considerar o uso de espécies giroencefalicas apos
realizagdo do estudo em roedores ¢ diferenciar intervengdes em oclusdes permanentes e
transitorias (FISHER et al., 2009; STROKE THERAPY ACADEMIC INDUSTRY
ROUNDTABLE (STAIR), 1999).

Outro esclarecimento importante trazido pela STAIR é que nenhum modelo animal
mimetiza a clinica completamente (FISHER et al., 2009). Os principais estudos utilizam
animais sauddveis para induzir a isquemia cerebral que, naturalmente, ndo sofreriam esse
evento, enquanto nos humanos a isquemia resulta habitualmente da progressao natural de
doencas pré-existentes ou fatores de risco. Geralmente, em humanos, a isquemia acontece no
contexto de envelhecimento, hipertensao, diabetes, doengas cardiacas como fibrilacdo atrial, e
o uso concomitante de medicamentos. Outro fator importante ¢ o género, que influencia tanto
os mecanismos da lesdo quanto as respostas a intervengao (FISHER et al., 2009).

Embora os estudos in vivo e in vitro demonstrem a eficacia de varios agentes
neuroprotetores, em sua maioria focam apenas na sobrevivéncia neuronal. Entretanto, multiplos
tipos celulares cerebrais devem ser considerados. Nao apenas neuronios, mas células gliais e
elementos vasculares devem ser preservados, bem como a comunicagao entre esses elementos.
Assim, multiplas avaliacdes sdo consideradas importantes para STAIR e, principalmente, a
conducdo de avaliagdes histologicas e comportamentais por, pelo menos, 2 a 3 semanas sao

encorajadas (FISHER et al., 2009).
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1.5 PLANTAS MEDICINAIS NA TERAPEUTICA DA ISQUEMIA CEREBRAL

A utilizagao das plantas como medicamento para o tratamento das enfermidades que
acometem a espécie humana remonta a idade antiga. O uso da papoula (Papaver somniferum),
por exemplo, tem sido relatado hé muitos anos, culminando no isolamento da morfina, em 1806,
da codeina, em 1824, e do alcaloide anti-espasmodico papaverina, em 1848, todos da mesma
planta (DUTRA et al., 2016).

O emprego de plantas medicinais na recuperacdo da saude tem evoluido ao longo dos
tempos desde as formas mais simples de tratamento local, com aplicagdes topicas, até as formas
tecnologicamente sofisticadas. Vasto campo com potencial ac¢do teraplutica pode ser
encontrado nas plantas medicinais. Além de ser uma alternativa facilmente acessivel e barata
quando comparada com medicamentos sintéticos, tem-se mostrado a efetividade de plantas
medicinais em alterar fungdes imunologicas ¢ modular processos inflamatdrios sem causar
efeitos colaterais como imunossupressao (DUTRA et al., 2016; HORINOUCHI et al., 2013).

Nos ultimos tempos, multiplicaram-se as informacgdes sobre as vantagens das plantas
medicinais e fitoterapicos e o desenvolvimento de fitoterapicos tem recebido muita atengdo
tanto por parte da comunidade cientifica, quanto pelas industrias farmacéuticas. Apesar da
grande aceitacdao e seu extenso uso terapéutico pela populagdo em geral, principalmente a de
baixa renda, as plantas medicinais tém sido relativamente pouco avaliadas cientificamente,
sendo, dessa forma, necessarios estudos mais detalhados no sentido de verificar e assegurar sua
qualidade, seguranca e eficacia (DUTRA et al., 2016).

Em paises como o Brasil, esses aspectos revestem-se de singular importancia por
varios motivos, dentre eles a grande biodiversidade e que uma grande parcela da populagdo nao
tem acesso a medicamentos e pelo fato de o pais ser extremamente dependente de importagdes
de matérias-primas farmacéuticas (DUTRA et al., 2016). O governo brasileiro tem adotado
medidas para encorajar a utilizagdo da fitoterapia pelo Sistema Unico de Satde (SUS), de
maneira a aumentar o acesso publico a essa forma de tratamento, de maneira segura (LEITE;
CAMARGOS; CASTILHO, 2021; MINISTERIO DA SAUDE, 2012; RODRIGUES, 2006).
Baseado no uso racional de plantas medicinais e do uso sustentavel da biodiversidade brasileira,
a fitoterapia pode melhorar a qualidade de vida da populacdo, a economia nacional e o

desenvolvimento tecnolégico do pais.
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Assim, considerando o limitado tratamento preconizado para o AVE, as plantas
medicinais se apresentam como valiosa alternativa e fonte de novos compostos com atividade

biologica.

1.5.1 Familia Polygalaceae e plantas do género Polygala

As plantas da familia Polygalaceae sdao predominantemente encontradas em regioes
tropicais e sdo conhecidas por conter grande diversidade de compostos quimicos, muitos dos
quais exibem significante atividade bioldgica. Entre as plantas desta familia, incluem-se as do
género Polygala, que compreende cerca de 500 espécies, apresentando-se a maior parte das
vezes na forma de arbustos ou de pequenas trepadeiras que cobrem galhos de arvores
(GENTRY, 1996). Investigagdes fitoquimicas em diferentes espécies de Polygala revelaram
varios compostos, incluindo lignanas citotoxicas (DALL’ACQUA et al., 2002), saponinas
(CHUNG etal., 2002; DESBENE et al., 1999; ESTRADA et al., 2000), xantonas (CRISTIANO
et al., 2003; DALL’ACQUA et al., 2002; EL SAYAH et al., 1999; MAK et al., 2001),
cumarinas e flavondides (CRISTIANO et al., 2003).

Sabe-se que Polygala paniculata L. (figura 6) € a espécie mais amplamente distribuida
do género, originaria da América tropical, América Central até o México e Texas (EUA)
(LUDTKE; SOUZA-CHIES; MIOTTO, 2013). Encontrada em beiras de estradas, em solos
umidos, secos, arenosos, em restingas, beiras de matas de planicie, no interior e na orla de
capoeiras, campos arbustivos e, mais raramente, em banhados, P. paniculata L. apresenta-se
como uma erva ereta, bastante ramificada, de aparéncia delicada e ¢ conhecida popularmente
como barba-de-sdo-jodo, barba-de-sdo-pedro, bromil, arrozinho e alecrim-de-santa-catarina.
Vem sendo utilizada na medicina popular em doengas estomacais como vomitiva e purgativa,
diurética, bem como no tratamento da asma, bronquite cronica e demais afec¢des do aparelho
respiratorio (LORENZI; MATOS, 2002). Além disso, as raizes dessa planta possuem forte
aroma devido a presenca de salicilato de metila, o que permite o uso de seu extrato alcoolico
em aplicagdes locais em casos de torceduras, machucados ou reumatismos das articulagdes

(LORENZI; MATOS, 2002).
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Figura 6. Polygala paniculata.

1

Fonte: Reflora — Herbario virtual; Flora do Brasil 2020; Tiago Tizziani (arquivo pessoal).

Alguns estudos cientificos demonstraram a¢do importante dessa planta, incluindo
potenciais efeitos benéficos no SNC (Tabela 1). Utilizando-se um modelo animal de
neurotoxicidade induzida por metilmerctrio, Farina et al. (2005) avaliaram o efeito do extrato
hidroalcoodlico de P. paniculata (EHPp) sobre atividade das enzimas antioxidantes glutationa
peroxidase e glutationa redutase, responsaveis pela detoxificacdo endogena de produtos gerados
pelo estresse oxidativo, no cortex cerebral e cerebelo de camundongos expostos a esse tipo de
envenenamento, bem como seu desempenho motor (FARINA et al.,, 2005). Os autores
demonstraram que a administragdo oral do EHPp preveniu as alteragdes provocadas pelo
envenenamento causado pelo metilmercurio. Adicionalmente, avaliou-se in vitro a atividade de
trés compostos isolados de espécies de Polygala (FRANCO et al., 2007), destacando-se a
quercetina como molécula crucial contra a toxicidade induzida por metilmercurio por sua
capacidade de conter a formacao de peréxido de hidrogénio, o qual contribui com o mecanismo

molecular de protegao.
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O EHPp também apresentou efeito tipo-antidepressivo em animais submetidos ao teste
do nado for¢ado, aparentemente mediado por uma interagdo entre os sistemas serotoninérgico,
noradrenérgico ¢ dopaminérgico (BETTIO et al., 2011). Foi encontrada, ainda, atividade
antitumoral importante do EHPp, juntamente com o extrato de outras espécies de Polygala
encontradas no sul do Brasil (TIZZIANI et al., 2017).

Estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa demonstraram efeito antinociceptivo
de EHPp em modelos de nocicepg¢ao provocada por estimulos quimicos e térmicos em
camundongos, no qual destacou-se sua maior poténcia e eficicia na prevengdo da nocicepgao
induzida por glutamato e por inibir a agdo de citocinas pro-inflamatorias, como o TNF-a e a IL-
1B (LAPA et al., 2009). Os mesmos autores demonstraram que a administragdo via oral de
EHPp a ratos normotensos causou uma reducdo significativa dose dependente da pressdao
arterial, quando comparada ao nivel basal. Ao observar o comportamento do tecido isolado,
relatou-se também um efeito vasorrelaxante de concentragdes acumulativas do extrato apenas
na preparacao com o endotélio intacto (LAPA et al., 2011).

Relatou-se, ainda, que a administragdo de EHPp protegeu os animais contra a Ulcera
gastrica induzida por etanol e indometacina (LAPA et al., 2007). Outros estudos descrevem que
o EHPp apresenta importante efeito no tratamento da neuroinflamacdo associada ao transtorno
de estresse pos-traumatico (BARROS, 2016), na melhora de alteracdes comportamentais de
camundongos submetidos ao modelo de fibromialgia induzido pela reserpina, tanto sensoriais
quanto emocionais (BEPPLER, 2018) e reduziu a hiperalgesia e acelerou a regeneracdo nervosa
periférica em camundongos com lesdao compressiva do nervo isquidtico (BATISTI, 2018).
Recentemente, nosso grupo de pesquisa demonstrou que P. sabulosa reduz danos motores e
cognitivos em modelo de isquemia cerebral global (MARTINS-SILVA et al., 2021).
Adicionam-se, ainda, evidéncias de a¢do central importante de P. tenuifolia, inclusive em
modelos animais de isquemia cerebral (KIM et al., 2008; PARK et al., 2002, 2006), reforcando
o potencial promissor dessa espécie no tratamento de diversas enfermidades.

Dessa forma, sabe-se que a lesdo cerebral decorrente de um evento isquémico ¢é
desenvolvida a partir de uma série complexa de eventos fisiopatologicos. Qualquer intervencao
a ser feita no intuito de preservar o tecido deve ocorrer dentro de uma pequena faixa terapéutica,
inicialmente objetivando a reperfusdo do tecido e, por fim, visando a prote¢ao das células

envolvidas. Considerando-se que muitos componentes moleculares importantes sdo comuns
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entre as doengas acima mencionadas e a lesdo por isquemia cerebral, este trabalho investigou o

efeito protetor de EHPp em modelos in vitro e in vivo de isquemia cerebral.

Tabela 1. Atividades bioldgicas in vivo e in vitro de Polygala paniculata.

Atividade biologica | Modelo estudado | Animal | Doses efetivas | Mecanismo | Referéncia
Neuroprotetor 0x1c1da(_1e mdl}?da por Car'nundongos 100 mg/kg, v.o. Antioxidante Farina, 2005
metilmercurio Swiss machos

Antiinflamatorio e

Modelos de nocicepgdo
térmica e quimica e

Camundongos 100-400 mg/kg,

Interacdo com sistema opidide

Nogueira, 2005

antiedematogénico indugdo de edema de Swiss fémeas v.0.
orelha
Injeg@o intraplantar de .
rragenin Ratos Wistar 30-300 mg/kg, v.o. -
Antiinflamatorio . f: a. agenina Lapa, 2006
Injegdo intrapleural de ~ Camundongos
. . on 3-30 mg/kg, v.o. -
carragenina Swiss fémeas
N . . . . Interagdo com prostaglandinas,
Lesdes agudas induzidas  Ratos Wistar 3-30 mg/kg, i.p. e .. ~
Gastroprotetor . . . antioxidante, manutengdo da Lapa, 2007
por etanol e indometacina fémeas 30-300 mg/kg, v.o. ~ o
producdo de muco gastrico
. ~ Int a ist
L . Modelos de nocicep¢do  Camundongos 0,01-10 mg/kg, n era?aQ com‘s1.s ,e lzla
Antinociceptivo . . . glutamatérgico e inibi¢do de Lapa, 2009
térmica e quimica Swiss machos v.0. . L. L
citocinas pro-inflamatorias
Interagdo com sistemas
. . C d 0,01-30 mg/k . . . . .
Antidepressivo Teste do nado forgado an.qun Aongos ’ mg/kg, serotoninérgico, dopaminérgico Bettio, 2011
Swiss fémeas v.0. .
e noradrenérgico
~ ~ . Ativagdo da via NO-guanilato
Red d Ratos Wist 30-300 mg/k . .
edugao z?p ressao Ratos normotensos atos wistar mg/ke, ciclase e abertura de canaisde  Lapa, 2011
arterial machos v.o. L. o
potassio ativados por célcio
. . Model t 08~ Diminuica
Antidepressivo odelo de es’ r.esse pos Ca@um{ongos 0,01-1 mg/kg, v.o. 1m1.nu1<;ao dil Barros, 2016
traumatico Swiss fémeas neuroinflamagéo
Antidepressivo e Modelo de fibromialgia ~Camundongos

analgésico

induzida por reserpina

10-1 kg, v.o.
Swiss fémeas 0-100 mgfkg, v.0

Beppler, 2018

Anti-hiperalgesia e
regeneragdo nervosa

Esmagamento do nervo

Camundongos 0,1-10 mg/kg, v.o.

Diminuigdo de citocinas pro-

Batisti, 2018

. isquiatico Swiss machos inflamatorias
periférica
Atividade biologica | Célula/tecido Concentracdo | Referéncia
Antiparasitario Trypanosoma cruzi Y 50 pg/mL Pizzolatti, 2002
Vasorelaxante Anéis de aorta intactos 30-1000 pg/mL Lapa, 2011
Candida tropicalis 250 pg/mL
Antifungico Johann, 2011
Sporothrix schenckii 1000 pg/mL
L ia linf6id da de células T
Antitumoral euicermia folde aguda de celias 50 pg/mL Tizziani, 2017

(Jurkat)
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito protetor do extrato hidroalcodlico de Polygala paniculata em

modelos de isquemia cerebral in vitro e in vivo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1l

iii.

1v.

V1.

Vii.

Viil.

Investigar o efeito da adi¢do de extrato hidroalcoolico de P. paniculata a cultura de
neurdnios corticais em privagdo de oxigénio e glicose;

Avaliar se o tratamento com extrato hidroalcodlico do P. paniculata reduz déficits
motores causados pela isquemia global;

Avaliar se o tratamento com extrato hidroalcodlico de P. paniculata mitiga déficits
cognitivos causados pela isquemia global;

Avaliar se o tratamento com extrato hidroalcodlico de P. paniculata ameniza o
comportamento do tipo ansioso causado pela isquemia global;

Investigar se o tratamento com extrato hidroalcodlico de P. paniculata altera a
expressdao de marcadores de astrocitos e micrdglia no cortex e hipocampo apods isquemia
global;

Investigar se o tratamento com extrato hidroalcoodlico de P. paniculata altera a
expressao de citocinas inflamatorias no cortex e hipocampo apos isquemia global;
Investigar se o tratamento com extrato hidroalcodlico de P. paniculata afeta a expressao
de fatores neurotréficos no cortex e hipocampo ap6s isquemia global;

Avaliar se o tratamento com extrato hidroalcoodlico de P. paniculata diminui a

neurodegeneracao hipocampal apds isquemia global.
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3 MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado em modelos de isquemia cerebral in vitro e in vivo. Os estudos
in vitro foram realizados no Instituto de Pesquisa Robarts, na Universidade de Western Ontario,
Canad4, durante a realizagdo do Programa de Doutorado Sanduiche da pesquisadora (bolsa
concedida pela CAPES, edital 47/2017), no periodo de outubro de 2018 a margo de 2019. Os
estudos in vivo foram realizados no Laboratoério de Neurobiologia da Dor e Inflamacao
(LANDI), na Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Os estudos moleculares foram
realizados em parceria com o Laboratorio de Neuroquimica e Comportamento (LabNeC), na
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES). O processamento e as analises histoldgicas

foram realizados no Laboratério Multiusuério de Estudos em Biologia (LAMEB) da UFSC.

3.1 MATERIAL VEGETAL E OBTENCAO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DE
POLYGALA PANICULATA

Polygala paniculata foi coletada em fevereiro de 2013, na praia da Daniela, Ilha de
Santa Catarina (27°26'55"S 48°31'53"W), e depositada no Herbario da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC), sob o nimero FLOR 66481. O extrato hidroalcoolico foi obtido
segundo Tizziani e colaboradores (TIZZIANI et al., 2017). A planta inteira passou por processo
de secagem e maceracdo exaustiva (trés vezes por sete dias) com etanol 96° GL a temperatura
ambiente. O extrato resultante foi filtrado e concentrado sob pressao reduzida, a 50 °C.

E importante pontuar que esse extrato passou por processo de padronizagio, no qual
foi validada a autenticidade do perfil quimico dessa planta. Apds andlise, comprovou-se a
presenca dos compostos 1,5-dihidroxi-2,3-dimetoxixantona e rutina (figura 7) na amostra, nas

concentracoes de 11,2153 mg/L e 8,8047 mg/L, respectivamente.
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Figura 7. Estrutura da 1,5-dihidroxi-2,3-dimetoxixantona e rutina.

3.2 MODELO EXPERIMENTAL IN VITRO

As culturas primarias de células neurais foram preparadas a partir da dissecagdo do
cortex cerebral de embrides de camundongos da linhagem CD1 em seu 14° dia embrionario
(ED14.5). Apds a dissecagao do cérebro, realizada em solugdo HBSS® (Hank'’s Balanced Salt
Solution, Gibco) livre de célcio e magnésio, o tecido foi submetido a digestdo enzimatica por
tripsina e dissociado mecanicamente com pipeta Pasteur polida. Os neurdnios corticais foram
dispostos em placas com 4 pogos proprias para cultivo celular previamente tratadas com poli-
L-ornitina® (Sigma-Aldrich) em meio Neurobasal Plus® (Thermo Fisher Scientific)
suplementado com B-27® (Gibco), GlutaMAX® (Gibco), e antibioticos penicilina e
estreptomicina (Gibco). As células foram incubadas a 37 °C e 5% CO; durante 7 dias, quando
foram realizados os experimentos.

As células foram expostas a privagdo de oxigénio e glicose (POG) segundo Guirao et
al. (2017), com algumas modificacdes (figura 8). O meio condicionado foi removido da cultura
e substituido por tampao adequado contendo 116 mM NaCl 116; 5,4 mM KCl; 0,8 mM MgSOs;
1,0 mM NaH>POg4; 1,8 mM CaCl2-2H>0; 20 mM NaHCOs3 e 0,02 mM vermelho de fenol. O
EHPp foi dissolvido nesse tampao e colocado nos pogos nas concentragdes de 10, 50 e 100
pg/mL. As placas foram, entdo, divididas em dois grupos, sendo um mantido em condic¢des de
hipoxia (0,5% Oa, 37 °C, 5% CO3) e o outro em condi¢des de normoéxia (37 °C, 5% CO»)
suplementado com 25 mM glicose. Ap6s 90 minutos, as células foram fixadas para avaliacao
da sobrevivéncia celular através da coloragdo por Hoechst, corante que se liga ao DNA
possibilitando a visualizacao da condensacao nuclear por meio do microscopio de fluorescéncia
(CREGAN et al., 2002). C¢lulas apoptoticas podem ser diferenciadas de células normais por

apresentarem nucleo fragmentado e que se cora mais intensamente devido a condensagao da
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cromatina, enquanto as células saudaveis apresentam nucleos mais arredondados e
uniformemente corados (CREGAN et al., 2002; CROWLEY; MARFELL; WATERHOUSE,
2016).

Figura 8. Protocolo utilizado para investigagcdo do efeito in vitro de EHPp sobre células
corticais expostas a privagao de oxigénio e glicose (POQG).
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Legenda: Apo6s 7 dias de incubagdo das culturas de neurénios corticais obtidos de camundongos CD1 (ED14.5),
os meios condicionados foram substituidos por tampdo adequado. O EHPp foi adicionado em diferentes
concentragdes nos pogos (0 — 100 pg/mL). Enquanto metade das placas foi suplementada com glicose e mantida
em condi¢des de normoéxia por 90 minutos, a outra metade foi mantida em camara de hipoxia pelo mesmo periodo.
Em seguida, as placas foram imediatamente fixadas e coradas com Hoechst para analise posterior.

A avaliacdo da morte celular por apoptose foi realizada através da analise de imagens
obtidas em fotomicroscopio. A cada imagem foram contadas as células vivas e as células
apoptoticas, gerando um valor porcentual de sobrevivéncia celular relativo a cada concentragao
do extrato. Os resultados foram expressos como média de 4 imagens por pogo. Como o
manuseio das placas durante o experimento pode comprometer a sobrevivéncia das células,
considerou-se como controle (condi¢des ideais) a sobrevivéncia de neurdnios corticais
mantidos em normoéxia sem adi¢cdo de EHPp que tiveram os meios de cultura substituidos por
solucdo tampao suplementada com glicose. Para comparacao do efeito do EHPp, calculou-se a

sobrevivéncia celular em cada concentracdo como porcentagem do controle (figura 9).
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Figura 9. Desenho esquematico de uma placa de cultura de neurdnios corticais e calculo da
porcentagem de sobrevivéncia celular.

. Tor sobrevivéncia EHPp x 100
Zosobrevivéncio

|
@\‘ 1;\ ) ‘ dose de EHPp -

7, sobrevivéncio. controle

Legenda: Esquema apontando a distribui¢do de EHPp em varias concentragdes na placa de 4 pogos da cultura de
neurdnios corticais mantidas em normoxia, destacando o pogo controle que recebeu apenas solucdo tampéo,
considerado como representativo das condi¢des ideais do experimento (100% de sobrevivéncia celular). Utilizou-
se a média de sobrevivéncia no controle para normalizar os dados, conforme descrito na equagao.

3.3 MODELO EXPERIMENTAL IN VIVO

O presente estudo caracteriza-se como uma pesquisa experimental com abordagem
quantitativa e de natureza basica-aplicada. Todos os protocolos experimentais envolvendo
animais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal

de Santa Catarina (CEUA/UFSC), sob nimero 8977231216.

3.3.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos C57bl/6 com idade variando entre 8-12
semanas e pesando em média 25 — 35 g. Os animais foram provenientes de colonias mantidas
no Biotério Setorial do LANDI, mantidos em mini isoladores Ventilife (Alesco®) que fornece
melhor qualidade de vida aos animais, uma vez que o sistema de circula¢do do ar vinculado a
este tipo de sistema injeta o ar diretamente no mini-isolador, em fluxo continuo e de baixa
velocidade, garantindo uma troca de ar ideal e bem-estar dos animais.

Os animais permaneceram em mini isoladores Ventilife (Alesco®), sendo colocados
4 camundongos por caixa. Em todas as caixas foi colocado um objeto que servia de abrigo aos
animais, criando microambientes adequados para descanso e bem-estar. Os animais receberam
agua e racao ad libitum e tiveram controlado o ciclo de 12 horas claro/escuro, bem como, a

temperatura (224+2°C) e a umidade (60+10%) do local onde permaneceram.
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A ragdo fornecida era industrial, proveniente do biotério central da UFSC; a dgua para
os animais era filtrada; a exaustao de ar/ventilagdo foi por meio de ar-condicionado. Todas as
caixas foram limpas e trocadas 3 vezes por semana, colocando maravalha limpa fornecida pelo
biotério central. A cada troca de caixa foi avaliada a necessidade de repor a ragdo industrial e
sempre houve o cuidado de manter o local limpo e evitar contaminagao.

Houve perda de aproximadamente 30% dos animais durante os experimentos entre
procedimento cirurgico, recuperagao da anestesia e seguimento dos dias seguintes. Por esse
motivo, e tendo como principal objetivo avaliar o efeito do EHPp no modelo animal de isquemia
cerebral e ndo per se, optou-se por reduzir o nimero de animais utilizados excluindo-se, em
alguns experimentos, o grupo falso-operado tratado com extrato. Assim, 133 camundongos
chegaram ao final do estudo e 40 morreram durante a execucio dos experimentos, totalizando

173 animais.

3.3.2 Desenho experimental

Trés protocolos experimentais foram utilizados para investigar se o tratamento com
extrato hidroalcodlico de Polygala paniculata exerce efeito protetor em modelo animal de
isquemia global. As figuras 10, 11 e 12 mostram os detalhes e sequéncia dos procedimentos
experimentais adotados neste estudo.

Sabendo-se que a isquemia cerebral global promove redu¢do expressiva da forga
muscular dos animais, no protocolo I (figura 10) o teste de for¢a de agarre foi utilizado como
parametro para investigar o efeito do EHPp (0,01-100 mg/kg) sobre a recuperagao funcional
da forca muscular. A escolha das doses foi baseada nas evidéncias de sua eficacia demonstradas
em varios estudos conduzidos em diferentes modelos animais (BARROS, 2016; BATISTI,
2018; BEPPLER, 2018; BETTIO et al., 2011; LAPA etal., 2011; LAPA etal., 2007, 2009) que
objetivavam avaliar o efeito do EHPp de maneira dependente da dose. Assim, a forca muscular
basal dos animais foi avaliada antes da cirurgia e, apos 48h da oclusdo, ela foi novamente
avaliada. Os camundongos foram tratados com EHPp (0,01 mg/kg; 0,1 mg/kg; 1 mg/kg; 10
mg/kg; 100 mg/kg) ou veiculo (grupo controle, salina + 3% Tween 20, 10 mL/kg) via oral
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gavagem), duas vezes ao dia, iniciando-se 3h apos a oclusdo das artérias carétidas comuns,
totalizando 4 doses até a eutanasia.

O protocolo I foi iniciado no ano de 2015, no LabNeC (UFES, Vitoria/ES). O teste de
forca foi executado por experimentador cego aos grupos de tratamento. A partir de 2016, os
experimentos foram conduzidos no LANDI (UFSC, Florianopolis/SC). O protocolo 1 foi
repetido 5 vezes, em momentos diferentes, totalizando o uso de 51 animais. Em cada repetigao,
os animais foram distribuidos, apds a cirurgia, nos 6 grupos de tratamento por um
experimentador diferente daquele que realizou o procedimento cirargico, seguindo a
recomendacdo da STAIR sobre a ocultagdo da distribuicdo por grupos. Também seguindo a
recomendacao da STAIR, a avalia¢do da forca muscular foi realizada por experimentador cego

aos grupos experimentais.

Figura 10. Protocolo experimental I: determinagdo da curva dose-resposta do extrato
hidroalcoodlico de P. paniculata no modelo de isquemia cerebral global.
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Legenda: A forga basal de camundongos C57bl/6 machos (8-12 semanas) foi testada. Em seguida, os animais
foram submetidos ao procedimento cirargico para oclusdo bilateral das artérias carotidas comuns (BCCAo). O
tratamento com EHPp em diferentes doses (veiculo, 0,01-100 mg/kg) foi feito por via oral (gavagem), duas vezes
ao dia, iniciando 3h apds a oclusdo e seguindo até eutandsia, totalizando 4 administragcdes por animal. A for¢a dos
animais foi novamente testada 48h ap6s BCCAo.
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De acordo com os resultados obtidos no protocolo I, os experimentos subsequentes
foram conduzidos com a dose do EHPp que apresentou melhor efeito na recuperagao funcional
da for¢a muscular dos animais. Assim, procuramos observar o efeito do tratamento com EHPp
(1 mg/kg) no protocolo II (figura 11), por um periodo de no minimo 6 dias, sobre os déficits
motores, cognitivos e emocionais induzidos pela isquemia global.

O protocolo II foi repetido 4 vezes, em momentos diferentes, totalizando o uso de 30
animais. Em cada repeticao, os animais foram distribuidos, apds a cirurgia, nos 3 grupos de

tratamento por experimentador diferente daquele que executou o procedimento cirargico.

Figura 11. Protocolo experimental II: investigacdo do efeito do extrato hidroalcodlico de P.
paniculata na forga, memoria de curta duragao e ansiedade no modelo de isquemia cerebral
global.
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Legenda: Para avaliar o efeito do EHPp em parametros comportamentais, camundongos foram divididos em trés
grupos no dia 0 (DO): falso-operados administrados com veiculo (FO+V); submetidos & BCCAo administrados
com veiculo (BCCAo+V); e submetidos a BCCAo tratados com EHPp 1 mg/kg (BCCAo+EHPp). O tratamento
foi feito por via oral (gavagem), duas vezes ao dia, iniciando 3h apos a oclusdo e seguindo até eutanasia. O teste
de resisténcia de agarre foi realizado 3 dias apds cirurgia (D3); o campo aberto foi realizado em D4; o teste de
reconhecimento de objetos (treino e teste) foi realizado em D5; o teste da caixa claro-escuro foi realizado em D6.

No protocolo 111, alteracdes moleculares e histologicas foram avaliadas apos isquemia
(figura 12). Considerando o papel fundamental desempenhado por células gliais na patogénese
da morte neuronal, foram avaliados os efeitos do EHPp na resposta astrocitaria e microglial a

isquemia cerebral experimental. Adicionalmente, foi avaliada a expressdo génica de citocinas
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inflamatorias e fatores neurotroficos. Para a coleta do cortex e hipocampo processados para a
avaliacdo molecular foram utilizados 40 animais. Para isso, o procedimento cirtrgico foi
realizado em 5 momentos diferentes, sendo que em cada repeticdo os animais foram
distribuidos, apds a cirurgia, nos 4 grupos de tratamento.

Ademais, foram feitas andlises histologicas para detectar neurodegeneragdo
hipocampal. Para isso, o procedimento cirurgico foi realizado em 3 em momentos diferentes,
sendo que em cada repeticdo os animais foram distribuidos nos 3 grupos de tratamento,

totalizando 12 animais.

Figura 12. Protocolo experimental III: investiga¢do dos efeitos moleculares e histologicos do
extrato hidroalcodlico de P. paniculata no modelo de isquemia cerebral global.
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Legenda: Para avaliar o efeito do EHPp na neuroinflamacdo e degeneracdo hipocampal, camundongos foram
divididos em quatro grupos: falso-operados administrados com veiculo (FO+V); falso-operados tratados com
EHPp 1 mg/kg (FO+EHPp); submetidos a BCCAo administrados com veiculo (BCCAo0+V); submetidos a BCCAo
tratados com EHPp 1 mg/kg (BCCAo+EHPp). O tratamento foi feito por via oral (gavagem), duas vezes ao dia,
iniciando 3h apds a oclusdo e seguindo até eutanasia (48h apds cirurgia), totalizando 4 administragdes por animal.
Para analises moleculares, foram dissecados cortex e hipocampo dos animais. Para avaliagdes histologicas, os
animais foram perfundidos com paraformaldeido em PBS (pH=7,4) e seus cérebros foram posteriormente
processados para analise.

v
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3.3.3 Procedimento cirurgico

Os animais foram anestesiados com 2,2,2-tribromoetanol (250 mg/kg, 1.p.; Sigma-
Aldrich) e o protocolo utilizado foi descrito previamente por Gongalves et al. (2018), no qual a
isquemia global foi induzida por oclusdo bilateral das artérias cardtidas comuns (BCCAo0)
(Figura 13). Uma incisao mediana foi realizada na regido ventral do pescogo dos animais, com
exposi¢ao de ambas as artérias carotidas comuns (ACC), para oclusao temporaria da acc direita
com uma linha de algodao e oclusdo permanente da acc esquerda com um monofilamento de
nylon 6-0 (figura 13). A reperfusdo da acc direita foi realizada apds 30 minutos e confirmada
visualmente. A pele foi, entdo, suturada para finalizagcao do procedimento. Nos animais falso-

operados, as ACC foram expostas, porém nao ocluidas.

Figura 13. Desenho esquematico da oclusdo bilateral das artérias carotidas comuns (BCCAo).
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Legenda: Oclusdo bilateral das artérias carétidas comuns (BCCAo). Foi feita oclusdo temporaria da acc direita
com uma linha de algodéo por 30 minutos e oclusdo permanente da acc esquerda com um monofilamento de nylon
6-0. ACC, artéria cardtida comum; ACE, artéria carotida externa; ACI, artéria cardtida interna.
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Durante o procedimento e até a recuperagdo total da anestesia, os animais foram
observados e mantidos aquecidos com uso de lampada para evitar hipotermia. Além disso, foi
injetado 1 mL de salina aquecida via subcutanea para reposicao de fluidos e evitar queda brusca
de temperatura. Os animais permaneceram sob observagao em caixas limpas, sem maravalha,
minimizando o risco de obstru¢do traqueal, até retornarem da anestesia, quando foram

colocados em suas gaiolas moradia, com acesso imediato a agua e ragao.

3.3.4 Testes comportamentais

3.3.4.1 Teste de forca

Os individuos acometidos por AVE ou parada cardiaca frequentemente apresentam
déficits motores que afetam diretamente suas atividades diarias (HESHMATOLLAH et al.,
2020; LIM et al., 2004). Essa caracteristica também ¢é observada em modelos animais de
isquemia cerebral e pode ser avaliada através de testes comportamentais que comparam sua
forca muscular basal e apds procedimento cirurgico para indu¢do do modelo (BALKAYA et
al., 2013).

Para realizar o teste de forca dos membros anteriores (BALKAYA et al., 2013;
FOWLER etal., 2002; MORAES et al., 2016), utilizou-se um transdutor de for¢a (Force Gauge,
Instrutherm, Brasil) conectado a um suporte metélico. Durante a avaliacdo, o experimentador
segurou o camundongo pela cauda, permitindo que o animal agarrasse o suporte com as patas
dianteiras e, apds 2 segundos nessa posi¢cdo, o examinador exerceu uma leve forca (sempre
paralela a superficie) até que o animal soltasse o suporte (figura 14). O pico de forca maxima
foi registrado automaticamente no aparelho quando o animal soltou o suporte ¢ a forca de agarre
foi expressa em gramas forca (gf). Foi calculada a média de 5 tentativas por camundongo, com
um periodo maximo de 60 segundos para cada animal. O resultado foi expresso como média =
erro padrao da média (E.P.M.) dos valores dos animais.

Adicionalmente, foi calculada a diferenca entre a forga final e basal dos camundongos,
sendo expressa como valor de delta (A = forga final — for¢a basal). Os dados foram apresentados

como média + E.P.M.
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Figura 14. Representacdo esquemadtica do teste de forga.

Legenda: Os camundongos foram manipulados pela cauda de maneira a segurar um suporte acoplado ao transdutor
de for¢a. O experimentador exerceu uma leve forca paralela a superficie de modo a avaliar a forca de agarre
maxima dos animais. No momento em que o animal soltou o suporte, a forca foi registrada no aparelho. Fonte:
Mind the graph.

3.3.4.2 Teste de resisténcia de agarre (wire hanging test)

O teste de resisténcia de agarre foi realizado para avaliar for¢a, equilibrio e resisténcia
dos animais, parametros comprometidos apds evento isquémico (BALKAYA et al., 2013).

Para adquirir as medidas basais, os camundongos foram treinados a sustentar o proprio
corpo em uma haste horizontal de 4 mm de didmetro suspensa a 60 cm da superficie, por até 30
segundos, utilizando apenas os membros dianteiros (figura 15). Foi calculada a média de 3
tentativas por animal, com intervalos de 10 segundos entre cada uma. Trés dias apos BCCAo,
os animais foram avaliados novamente por esse teste. Os resultados da laténcia de queda (em
segundos) foram apresentados como média + erro padrdo da média. Para evitar danos aos
animais durante o experimento, foi colocada uma caixa com maravalha embaixo do aparato

durante a execugao do teste.
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Figura 15. Representacdo esquematica do teste de resisténcia de agarre (wire hanging test).

Legenda: Os camundongos foram treinados a sustentar o peso do proprio corpo em uma barra de 4 mm de diametro
suspensa a 60 cm da superficie. A laténcia de queda em 3 tentativas consecutivas foi registrada em segundos.
Fonte: BioRender.

3.3.4.3 Campo aberto

Quatro dias apds BCCAo, a atividade locomotora dos animais foi avaliada no teste do
campo aberto (ANTUNES; BIALA, 2012; BALKAYA et al., 2013; LEGER et al., 2013). Esse
teste € comumente utilizado para avaliar fungdo motora e locomogado exploratoria dos animais.
Os camundongos foram colocados individualmente no centro de um aparato de madeira
consistindo em uma arena vazia (50x50x40 cm), com o fundo dividido em 16 quadrantes, para
10 min de ambulagdo livre (figura 16). O numero de cruzamentos nos quadrantes foi
contabilizado manualmente.

Sabe-se que os padrdes de exploracao sao influenciados pelo estado emocional dos
animais, o qual pode estar alterado ap6s isquemia cerebral, assim como acontece em humanos
acometidos por essa doenga (LEPPAVUORI et al., 2003; NEIGH et al., 2009; SOARES et al.,
2013). Para verificar se os animais apresentavam alguma indicacdo de comportamento tipo
ansioso, o tempo de permanéncia no centro e na periferia (em segundos) foram também
contabilizados. Em geral, o campo aberto ¢ um ambiente ndo-familiar para os camundongos, e
niveis aumentados de ansiedade reduzem o comportamento exploratorio e/ou levam os animais
a evitarem o centro do aparato (BALKAYA et al., 2013; SEIBENHENER; WOOTEN, 2015).

Ademais, esse teste foi utilizado como periodo de habitua¢do dos animais a arena para

a posterior execuc¢ao do teste de reconhecimento de objetos (LEGER et al., 2013).
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Figura 16. Representagdo esquematica do teste do campo aberto.

Legenda: Os camundongos foram colocados no centro de uma arena vazia, dividida em 16 quadrantes iguais.
Contabilizou-se o nimero de cruzamentos nos quadrantes por um periodo de 10 minutos, assim como o tempo de
permanéncia do animal no centro e na periferia.

Fonte: BioRender.

3.3.4.4 Reconhecimento de objetos

Considerando o déficit cognitivo que acomete pacientes que sofreram isquemia
cerebral (KALARIA; AKINYEMI; [HARA, 2016; LIM et al., 2004), avaliou-se alteracdes da
memoria de curta duracdo dos animais apds cinco dias de BCCAo pelo paradigma de
reconhecimento de objetos (ANTUNES; BIALA, 2012; LEGER et al., 2013), no qual foi
medida a diferenca entre o tempo de exploragdo de um objeto novo e um familiar (figura 17).
Para isso, os animais foram recolocados individualmente no campo aberto, sendo apresentados
dois objetos idénticos por um periodo de 10 min (fase de treino). Apos intervalo de 90 min, o
animal retornou a arena com dois objetos, um familiar e um novo (fase de teste). A livre
exploragdo foi permitida por 10 minutos. O tempo gasto pelo animal na exploragao dos objetos
individuais foi registrado manualmente, sendo expresso em porcentagem do tempo total de
exploracdo. Além disso, foram calculados os indices de discriminac¢do (ID) e preferéncia (IP).
O indice de discriminacdo permite medir a diferenca entre o tempo de exploragdo do objeto
novo (Tn) e o tempo de exploracdo do objeto familiar (Tf), dividindo-se esse valor pelo tempo
total de exploracao [ID = (Tn — Tf) / (Tn + Tf)], que resulta em um valor entre +1 e -1. O indice
de preferéncia foi calculado a partir da relacdao entre o tempo de exploracdo do objeto novo

sobre o tempo total de exploragdo dos objetos [IP = (Tn x 100) / (Tn + Tf)].
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Figura 17. Representacdo esquematica do teste de reconhecimento de objetos.
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Legenda: Os animais foram colocados no aparato vazio para habituagdo durante o teste do campo aberto. Apos
24h, os camundongos retornaram a arena para a fase de treino, no qual dois objetos idénticos foram dispostos para
livre explorag@o dos animais durante 10 min. Foi feito um intervalo de 90 min, em que os animais voltaram para
suas caixas moradias. A fase de teste durou 10 min, e os camundongos exploraram o objeto familiar € um objeto
novo.

Fonte: BioRender.

3.3.4.5 Caixa claro-escuro

Uma grande parte dos sobreviventes de isquemia cerebral sofre de transtornos
emocionais, como a ansiedade, que representam desafios a vida diaria dos pacientes, afetando
seus relacionamentos interpessoais e diminuindo sua qualidade de vida (LEPPAVUORI et al.,
2003). O comportamento tipo ansioso também ¢ identificado em modelos animais de isquemia
cerebral (SOARES et al., 2013).

Para avaliar esse comportamento, foi realizado o teste da caixa claro-escuro
(CRAWLEY; GOODWIN, 1980) seis dias ap6s BCCAo. O aparato consiste em uma caixa com
dois compartimentos (figura 18). O compartimento escuro, feito com acrilico preto, possui 1/3
da dimensao total da caixa e uma tampa também na cor preta. J& o compartimento claro foi
construido em acrilico branco, com tampa transparente. A passagem entre as duas camaras
possui 7 cm de altura e 7 cm de largura.

Os animais foram colocados individualmente no centro do compartimento claro com
a face voltada para a entrada do compartimento escuro. Durante o periodo de 5 minutos, foi
contabilizado o tempo de permanéncia no compartimento claro e o nimero de cruzamentos
realizados com as quatro patas entre os compartimentos. A laténcia para a primeira entrada no

compartimento escuro também foi registrada.
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Figura 18. Representagao esquematica do teste da caixa claro-escuro.

Legenda: Os animais foram colocados no centro do compartimento claro com a face voltada para a entrada do
compartimento escuro. Durante o periodo de 5 minutos, o tempo de permanéncia no claro e o nimero de
cruzamentos entre os compartimentos foram registrados, assim como a laténcia para primeira entrada no
compartimento escuro.

Fonte: BioRender.

3.3.5 Analise de expressao génica

Para avaliar alteragdes moleculares provocadas pela isquemia global a curto prazo, os
animais foram eutanasiados por decapitagao 48h ap6s BCCAo, os cérebros foram retirados para
dissecacao do cortex total e hipocampos. As amostras foram mantidas em solucao de estocagem
RNAlater® (Sigma-Aldrich), reagente que estabiliza e protege o RNA celular em tecidos nao
congelados. Como descrito previamente por Areal et al., (2015), o RNA total foi extraido
utilizando TRI Reagent® (Sigma-Aldrich) e o cDNA foi sintetizado utilizando as instru¢des do
fabricante do kit iScript cDNA® (Biorad). A subsequente reacdo em cadeia da polimerase
(qPCR) foi feita utilizando o equipamento PCR em tempo real CFX96® (Biorad) e iQ SYBR
Green Supermix ® (Biorad). A quantificagao relativa da expressdo génica foi analisada pelo
método 224", com a normalizagio usando a expressdo do gene da gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH). Os genes escolhidos para as andlises foram IBA-1 e GFAP
(marcadores gliais), BDNF e GDNF (fatores neurotroficos), IL-18, TNFa e IL-6 (citocinas). As

sequéncias iniciadoras (primers) para cada gene estdo descritas na tabela 2.
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Tabela 2. Primers utilizados para qPCR

Gene Sequéncia do primer

5’CCT CGT CCC GTA GAC AAAATG ¥

GAPDH
S’TTG ACT GTG CCG TTG AATTTG 3’
BDNF 5’GCG CCC ATG AAA GGA GTAAA ¥
5’TCG TCA GAC CTC TCG AACCT 3°
GDNF 5’AAC GGT GTG GAT GTA TCT GAC 3’
5TTT TCT GTA GCT GGG CCT TC 3°
GFAP 5’GAA AAC CGC ATC ACC ATT CC 3’
5’CAT CTC CAC AGT CTTTACCACG 3’
184 5’GGA GAT TTC AAA AGC TGA TGT GGA 3°
5’CCT CAG ACGCTGGTTGTCTT 3’
IL-18 5’ACG GAC CCC AAAAGATGAAG ¥
5’CAC GGG AAA GAC ACA GGT AG 3
116 5’GTC CTT CCT ACC CCA ATTTCC A 3°
5S’TAA CGCACT AGGTTITGA ¥’
TNFa 5’GAG GTC AAT CTG CCC AAG TAC 3’

5’CCT GAG CCATAATCC CCTTTC 3’

3.3.6 Analise da abundéancia proteica por imunoblot

Apos 48h da isquemia global, os animais foram eutanasiados e hipocampo e cortex
foram dissecados e armazenados a -80 °C até o processamento.

Hipocampo e cortex previamente dissecados foram homogeneizados em tampao de
lise (10 mM Tris-HCI1 pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1%Triton X-100 e inibidor de
protease), sendo mantido em gelo por 30 minutos. Seguiu-se uma centrifugacao, com a posterior
coleta do sobrenadante (AREAL et al., 2015). As proteinas foram quantificadas pelo método
de Bradford (BRADFORD, 1976). Vinte microgramas de proteina foram separadas por SDS-
PAGE e, entdo, transferidos para membrana de PVDL (polyvinylidene fluoride). A expressao
da proteina GAPDH foi usada como controle interno. Os anticorpos utilizados foram anti-
BDNF e anti-GDNF. As imagens foram adquiridas usando ChemiDoc (Bio-rad) e analisadas
pelo software Image Lab (Bio-rad).
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3.3.7 Analises histologicas

O evento isquémico resulta na perda neuronal em regides cerebrais mais susceptiveis.
Assim, para avaliagdo do efeito do tratamento com EHPp apods isquemia sobre os neurdnios
piramidais do hipocampo, foram realizadas analises histologicas.

Os animais foram anestesiados com solucao de cetamina (100 mg/kg) e xilazina (20
mg/kg), 48h apds a isquemia global, para eutanasia por perfusdo cardiaca. Cada animal foi
perfundido com PBS 1X, pH 7.4, por 5 min; seguido de solu¢ao de formalina 4% em PBS 1X,
pH 7.4, por 10 min. Os encéfalos foram dissecados e mantidos por 24h em solug@o de formalina
4% em PBS 1X, pH 7,4, a 4°C. Em seguida, os encéfalos foram transferidos para uma solug¢ao
de sacarose 30% em formalina 4% e incubados por até 48h, a 4°C. O processamento dos tecidos
foi realizado automaticamente utilizando o processador de amostras Leica TP1020 e os tecidos
foram incluidos em parafina utilizando o emblocador de amostras Leica EG1150H.
Posteriormente, utilizando microtomo rotativo (Leica RM2255), foram preparados cortes
coronais seriados entre bregma -1,755mm e -2,78mm de 10 um de espessura, os quais foram
montados em laminas gelatinizadas. Os cortes histologicos foram corados com violeta de cresil
(sistema de coloracao de laminas Leica Autostainer XL), permitindo a visualizagdo do nucleo
e corpusculos de Nissl das células neuronais. As imagens foram obtidas através do digitalizador
de laminas Axio Scan (objetiva 40x), permitindo a visualizagdo do hipocampo de ambos os
hemisférios cerebrais.

O niimero de neuronios intactos nas regides CA1 (figura 19A) e CA3 (figura 19B) do
hipocampo foi estimado através de contagem no programa ImagelJ. Células que apresentaram
formato esférico bem delimitado, com ntcleo e nucléolo evidentes foram contados como
neurdnios vidveis. Células com corpos celulares encolhidos ou circundados por espagos vazios
foram considerados como necroticos ou apoptdticos, sendo excluidos da contagem.
Considerou-se que a reducao do nimero de neuronios viaveis relativa ao grupo falso operado
como degenera¢ao hipocampal (MORI et al., 2017).

Para cada animal foram contadas células em sub-regides de CAl e CA3 de ambos os
hemisférios (contralateral e ipsilateral) em 3—5 fatias. Os resultados foram normalizados com a

média do grupo falso operado + veiculo (100%).
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Figura 19. Figura representativa da colora¢ao de Nissl evidenciando as regides CA1 (A) e
CA3 (B) do hipocampo de camundongos.
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Fonte: Allen Mouse Brain Atlas, 2004.

3.3.8 Analises estatisticas

Para as andlises estatisticas e confec¢do dos graficos, foi utilizado o software
GraphPad Prism versdo 8.0. Todos os dados foram analisados quanto a sua normalidade pelo
teste de Shapiro-Wilk. Comparagdes entre grupos experimentais ¢ controles foram feitas por
ANOVA de uma ou duas vias seguido pelo teste de Bonferroni quando apropriado. Em alguns
experimentos foi utilizado teste t de Student para a comparagdo da média entre dois grupos.

Para todas as analises foi empregado um nivel de significancia para p<0.05.
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4 RESULTADOS

4.1 MODELO EXPERIMENTAL IN VITRO

O protocolo utilizado se baseia na privacdo de oxigénio e glicose (POG) em cultura
neuronal, o que mimetiza in vitro o evento isquémico. Para a coloragao de Hoechst, células
mortas sao identificadas pela morfologia nuclear, por evidenciar a condensagdo da cromatina
(CREGAN et al., 2002).

Inicialmente, foi avaliado se a adi¢do do extrato, nas concentragdes de 10 pg/mL, 50
pg/mL e 100 pg/mL, poderia afetar a viabilidade das células neuronais em cultivo e observou-
se que, nas concentragdes usadas, a adicdo de EHPp ndo promove dano e nem alteragdes
estatisticamente significativas [(F (3,11)=0,6824; p=0,5811)] dos neurdnios corticais (figura
20) (ANOVA de uma via seguida de pos-teste de Bonferroni).

Na sequéncia, procedeu-se a avaliagdo da viabilidade dos neurénios corticais sob
condi¢des de POG. Em comparagdo com o grupo controle (condi¢des ideais), observou-se que
nos pocos em que foi adicionado apenas solucdo tampao houve diminuicdo significativa da
sobrevivéncia celular, com aumento de apoptose [F(4,15)=7,937; p=0,0012] (ANOVA de uma
via seguida de pos-teste de Bonferroni).

Por outro lado, a sobrevivéncia celular nas culturas tratadas com EHPp nas doses de
10 pg/mL, 50 pg/mL e 100 ng/mL nao diferem da sobrevivéncia detectada no grupo controle,
indicando acao protetora do EHPp em todas as doses testadas. Importante achado foi que nos
pocos adicionados com 100 pg/mL de EHPp, a sobrevivéncia celular foi significativamente
maior que em culturas de neurdnios nao tratados (p=0,0008) (figura 21).

Notou-se ainda que na dose 100 pg/mL houve sobrevivéncia celular sutilmente maior
que nos pogos controle. Isso se deve ao fato de que a propria manipulacao das culturas durante
o experimento acarreta dano, o que pode comprometer a viabilidade das células, como
explicado anteriormente. Sugere-se que a adi¢do do extrato nessa dose previne a morte celular

desencadeada pela manipulacao.
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Figura 20. Efeito do tratamento de neurdnios corticais com extrato hidroalcodlico de Polygala paniculata (10-100 pg/mL).
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Legenda: Em A observa-se o poco controle (condigdes ideais). O tratamento de neurdnios corticais com EHPp (10-100 pg/mL, B-D) por 90 min ndo afeta a sobrevivéncia dessas
células. As setas amarelas exemplificam células vivas; as setas vermelhas exemplificam células apoptéticas. Através da contagem do nimero de células vivas e apoptdticas, foi
calculada a porcentagem de sobrevivéncia celular (E). A aquisi¢ao das imagens foi feita em fotomicroscopio na ampliagdo de 40x, e a barra de escala representa 50 um.
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Figura 21. Efeito da adi¢@o de extrato hidroalcoolico de P. paniculata (10-100 pg/mL) a culturas de neurdnios corticais expostos a privagao de
oxigénio e glicose.
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Legenda: Em condigdes de privagdo de oxigénio e glicose (POG), ha aumento de células apoptoticas (A) e observa-se que a sobrevivéncia de neurénios corticais tratados
previamente com EHPp (10-100 pg/mL, B-D) ¢ semelhante ao controle (figura 20A). Na dose mais alta utilizada (100 pg/mL) a sobrevivéncia foi estatisticamente maior que
a de neuronios nao tratados. As setas amarelas exemplificam células vivas; as setas vermelhas exemplificam células apoptoticas. Através da contagem do numero de células
vivas e apoptoticas, foi calculada a porcentagem de sobrevivéncia celular (E). (*) diferenca significativa quando comparado ao grupo controle (p<0,05). (#) diferenca
significativa quando comparado ao grupo submetido a POG sem adigdo de EHPp. A aquisi¢do das imagens foi feita em fotomicroscopio na ampliagdo de 40x, e a barra de
escala representa 50 pm.
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4.2 MODELO EXPERIMENTAL IN VIVO

4.2.1 Efeito do tratamento com extrato hidroalcoolico de P. paniculata sobre a reducao

da forca muscular de camundongos submetidos a isquemia cerebral global

A figura 22 A claramente mostra que a oclusdo bilateral das artérias carétidas comuns
(BCCAO0) ¢ capaz de promover reducdo significativa [F(1,45)=40,29; p<0,0001] da forca
muscular dos animais, quando observadas as respostas obtidas antes e ap6s a cirurgia (ANOVA
de duas vias). Os animais do grupo controle (BCCAo+veiculo) perderam 22+3% da forca
muscular (p<0,0001), enquanto os animais tratados com a dose mais baixa (0,01 mg/kg) do
EHPp tiveram perda de 30+4% (p<0,0001) e aqueles tratados com a dose de 10 mg/kg perderam
254+5% de sua forga (p<<0,0001). Por outro lado, os animais tratados com as doses de 0,1 mg/kg,
1 mg/kg e 100 mg/kg do EHPp ndo apresentaram reducdo significativa da forca muscular
(p>0.9999, pos teste de Bonferroni), indicando importante acao protetora do extrato sobre o
déficit motor.

Tal observagdo pode ser confirmada por meio da avaliagdo da variacdo de forga
muscular através do delta (for¢a p6s BCCAo — forga basal) (figura 22B). A ANOVA de uma
via com poés-teste de Bonferroni demonstra diferenca estatistica entre os grupos [F(5,
45)=7,967; p<0,0001]. A variagdo de forca nos animais tratados com EHPp 0,1 mg/kg; 1 mg/kg
e 100 mg/kg foi significativamente menor quando comparados ao grupo controle (p=0,0275;
p=0,0122 e p=0,0024, respectivamente). Esses achados indicam que as doses de 0,1 mg/kg, 1
mg/kg e 100 mg/kg do EHPp sdo eficazes em prevenir o declinio da for¢a muscular causada
pela BCCAo. Entretanto, a dose de 1 mg/kg do EHPp apresentou eficacia semelhante quando
comparada a outros estudos que utilizaram a mesma dose do extrato em outros modelos
experimentais (BARROS, 2016; BATISTI, 2018; LAPA et al., 2009), sendo essa dose

escolhida para o prosseguimento deste trabalho.
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Figura 22. Forga dos animais antes e ap0s isquemia cerebral global.
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Legenda: Em A, teste de forga realizado antes da cirurgia para indugdo da isquemia global e 48h apo6s. Iniciou-se
o tratamento 2 vezes ao dia com EHPp em diferentes doses (0,01 — 100 mg/kg) 3h apos a oclusdo. Houve
diminui¢do da forga muscular apés BCCAo nos animais do grupo controle e tratados com as doses de 0,01 mg/kg
e 10 mg/kg, comparado a avaliacdo basal. Evidencia-se esse resultado ao avaliar-se a variacao da forga (B). Cada
grupo representa a média de 7-10 animais e as barras verticais o E.P.M. (*) mostra diferenga significativa quando
comparado ao basal. (#) mostra diferenca significativa quando comparado ao grupo BCCAo + veiculo. *p<0,05 e
*#%*p<0,001 quando comparado ao basal.

4.2.2 Efeitos do tratamento com extrato hidroalcodlico de P. paniculata sobre os déficits

motores, cognitivos e emocionais desencadeados por isquemia cerebral global

4.2.2.1 Teste de resisténcia de agarre

Com o objetivo de avaliar forga, resisténcia e equilibrio dos animais, utilizou-se o teste
de resisténcia de agarre (wire hanging test) (figura 23). De acordo com ANOVA de duas vias
seguida de pos-teste de Bonferroni, observou-se que, apds isquemia global, a laténcia de queda
dos animais foi menor quando comparada a laténcia basal [F(1,9)=6,572; p=0,0305], o que
significa que os animais suportam por menos tempo o peso do proprio corpo em uma haste
suspensa, demonstrando o impacto da isquemia sobre os parametros avaliados por esse teste.

Além disso, utilizando esta ferramenta de avaliacdo da fungdo motora dos animais,
evidenciou-se que a resisténcia de agarre dos animais tratados com extrato de P. paniculata (1
mg/kg) apos isquemia global foi capaz de manter a resisténcia de agarre (p=0,5803) dos animais

semelhante aos niveis basais (p=0,5803), apontando efeito protetor do extrato (Figura 23).
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Figura 23. Avaliagdo da forca de resisténcia de agarre (wire hanging test) de animais
submetidos a BCCAo e tratados com extrato hidroalcoolico de P. paniculata.
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Legenda: Os animais administrados com veiculo apds isquemia global apresentaram diminuig¢do da forga de
resisténcia de agarre, evidenciada pela diminui¢do da laténcia de queda. Essa diminuigdo ndo foi evidente nos
animais tratados com EHPp. As colunas representam média = EPM nos diferentes grupos (n=5-6 animais/grupo).
(*) mostra diferenga significativa quando comparado aos valores basais. **p<0,01.

4.2.2.2 Teste do campo aberto

A atividade locomotora dos animais foi avaliada quatro dias apos isquemia global. A
andlise estatistica realizada por ANOVA de uma via ndo demonstrou diferenca significativa na
locomogdo dos animais submetidos a BCCAo, independente do tratamento, quando
comparados ao grupo falso-operado [F(2,17)=2,168; p=0,1450] (figura 24A), indicando que a
isquemia global nao afeta a atividade locomotora exploratoria dos camundongos.

Quanto ao padrao de exploracao, demonstrou-se que os animais administrados com
veiculo apds lesdo isquémica permaneceram menos tempo no centro do campo aberto quando
comparados aos animais falso-operados [F(2,17)=4,405; p=0,0288] (figura 24B) e, portanto,
permaneceram mais tempo na periferia do aparato [F(2,17)=4,405; p=0,0288] (figura 24C),
podendo indicar aumento da ansiedade nesses animais. Em contrapartida, os camundongos
tratados com EHPp apresentaram padrao de exploragdo semelhante ao grupo falso-operado
(FO) (p=0,1785), indicando que o tratamento com extrato reduziu as alteragdes provocadas pela

isquemia.
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Figura 24. Avaliagdo da atividade locomotora de animais submetidos 8 BCCAo e tratados
com extrato hidroalcoolico de P. paniculata através do teste do campo aberto.
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Legenda: Nao foram observadas diferencas significativas na atividade locomotora dos animais (A). Entretanto,
houve diminui¢do do tempo no centro (B) e aumento do tempo na periferia (C) nos animais administrados com
veiculo ap6s lesdo. Tais diferencas ndo foram observadas nos animais tratados com EHPp. As colunas representam
média + EPM nos diferentes grupos (n=5-9 animais/grupo). (*) mostra diferenca significativa quando comparado
ao grupo falso-operado. *p=0,05. FO, falso operado; BCCAo, ocluséo bilateral das artérias car6tidas comuns.

4.2.2.3 Teste do reconhecimento de objetos

No campo aberto, ndo foram observadas alteragdes na locomog¢ao que prejudicassem
a performance dos camundongos durante a realiza¢do do teste do reconhecimento de objetos.
Adicionalmente, verificou-se que ndo houve diferenca significativa no tempo de exploragao
dos objetos entre os animais na fase de treino [F(2,27)=1,128; p=0,3385] e na fase de teste

[F(2,27)=1,859; p=0,1752] (Tabela 3), segundo analise por ANOVA de duas vias.
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Tabela 3. Tempo de exploragdo dos objetos nas fases de treino e teste.

Tempo de exploracao Treino (s) Teste (s)
(média £ EPM)
Falso operado + Veiculo 51,2+158  352+11,0
BCCAo + Veiculo 755+154  549+10,1
BCCAo + EHPp 1 mg/kg 86,9164  70,1+164

Ao avaliar o padrao de exploragao dos objetos, ANOVA de duas vias demonstrou que,
durante o treino (figura 25A), os animais exploraram ambos os objetos (denominados Al e A2)
de modo semelhante [F(2,27)=0,1869; p=0,8306]. Como esperado, ao comparar a exploragdo
dos objetos na fase de teste (figura 25B) [F(2,27)=12,35; p=0,0002], observou-se que o0s
animais falso-operados exploraram mais o objeto novo que o familiar (p=0,0006). Os animais
submetidos a isquemia global e que ndo foram tratados com extrato exploraram os objetos
igualmente (p=0,1307). Por outro lado, os animais que foram tratados com EHPp (1 mg/kg)
apos isquemia tiveram desempenho semelhante ao grupo falso-operado, explorando mais o

objeto novo que o familiar (p=0,0340).

Figura 25. Avalia¢ao do desempenho cognitivo de animais submetidos 8 BCCAo e tratados
com extrato hidroalcoolico de P. paniculata no teste de reconhecimento de objetos.
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Legenda. Em A, observa-se que ndo ha preferéncia por nenhum dos lados/objetos na fase de treino. Na fase de
teste (B), o grupo BCCAo administrado com veiculo ndo apresentou diferenga na exploracdo dos objetos novo e
familiar, enquanto os animais falso-operados e os animais tratados com EHPp apo6s a lesdo exploram mais o objeto
novo (B). Cada grupo representa a média de 7-13 animais e as barras verticais o E.P.M. Foi considerado
significativo *p<0,05 e ***p<0,001 quando comparada a exploragdo dos objetos familiar e novo, em cada grupo.
FO, falso operado; BCCAo, oclusdo bilateral das artérias carétidas comuns.
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O calculo do indice de discriminacao (figura 26A) permitiu detectar diferenga
estatistica entre os grupos [F(2,27)=13,97; p<0,0001]. Os animais submetidos a BCCAo ¢
administrados com veiculo apresentaram valores negativos e proximos a zero, indicando maior
explora¢do do objeto familiar em relagdo ao novo e/ou auséncia de discriminagdo entre os
objetos. Os animais falso-operados e os animais com lesdo tratados com EHPp apresentaram
indices de discriminagdo positivos, indicando nao haver prejuizo em sua memoria de curta
duracio.

Similarmente, ANOVA de uma via demonstrou diferenca significativa no indice de
preferéncia [F(2, 27)=12,32; p=0,0002]. Valores proximos a 50% no indice de preferéncia
(Figura 26B) foram encontrados nos animais que sofreram lesdo e administrados com veiculo,
reforcando ndo haver preferéncia pela exploracdo do objeto novo. Valores acima de 50%
indicam preferéncia a exploracdo do objeto novo, sendo estes encontrados no grupo falso-
operado e no grupo tratado com EHPp ap6s BCCAo. Sugere-se, a partir desses achados, que a
isquemia cerebral global leva a prejuizo cognitivo nos animais e que o tratamento com EHPp

protege os animais desse dano.

Figura 26. Avaliacao do desempenho cognitivo de animais submetidos 8 BCCAo e tratados
com extrato hidroalcodlico de P. paniculata através dos indices de discriminagdo e
preferéncia no teste de reconhecimento de objetos.
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Legenda: O indice de discriminacdo (A) e o indice de preferéncia (B) menor nos animais administrados com
veiculo apds BCCAo indicam prejuizo em sua memoria de curta duragdo. Nao foi detectada diferenga estatistica
entre o grupo falso-operado e tratado com EHPp apo6s isquemia, indicando efeito protetor do extrato. Cada grupo
representa a média de 7-13 animais e as barras verticais o E.P.M. A diferenca foi considerado significativa
(***p<0,001) quando comparado ao grupo falso operado. FO, falso operado; BCCAo, oclusdo bilateral das artérias
cardtidas comuns.
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4.2.2.4 Teste da caixa claro-escuro

Considerando que o teste do campo aberto indicou que os animais apresentaram
comportamento do tipo ansioso apos submetidos 8 BCCAo, realizou-se o teste da caixa claro-
escuro para melhor explorar o padrdo de comportamento desses animais (figura 27). Observou-
se diminui¢do de 29+12% do tempo de permanéncia no compartimento claro apenas nos
animais do grupo BCCAo administrados com veiculo quando comparados ao grupo falso-
operado (p=0,0456, teste t unicaudal), entretanto, a diferenca nao foi significativa
estatisticamente através de analise por ANOVA de uma via [F(2,10)=1,584; p=0,2526] (figura
27A).

De maneira semelhante, observou-se reducao de 27+10% no niimero de cruzamentos
dos animais administrados com veiculo apos lesdo (p=0,04006, teste t unicaudal), sugerindo que
os animais desse grupo exploraram menos o aparato durante o teste quando comparados ao
grupo falso-operado (figura 27B).

Houve um discreto aumento da laténcia para entrada no compartimento escuro pelos
animais tratados com EHPp apds lesdo, entretanto ANOVA de uma via ndo aponta diferencga
significativa entre os grupos [F(2,10)=1,776; p=0,2188] (figura 27C).

Esses dados, juntamente com os resultados do campo aberto, sugerem que os animais
submetidos a isquemia global podem apresentar comportamento do tipo ansioso, € o tratamento

com EHPp pode reverter esse efeito.



78

Figura 27. Avaliacdo de comportamento tipo ansioso de animais submetidos a BCCAo e
tratados com extrato hidroalcoolico de P. paniculata através do teste da caixa claro-escuro.
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Legenda: Os animais que submetidos ao modelo de isquemia global permanecem menos tempo no compartimento
claro (A) e apresentaram redugdo no niimero de cruzamentos (B) quando comparados ao grupo falso operado.
Nao houve diferenga entre os grupos na laténcia para entrada no compartimento escuro. Cada coluna representa a
média de 4-5 animais e as barras verticais o E.P.M. Foi considerado significativo ‘p=0,05 quando comparado ao
grupo falso operado.

4.2.3 Efeitos do tratamento com extrato hidroalcodlico de P. paniculata na

neuroinflamacio desencadeada por isquemia cerebral global

Parametros relacionados a neuroinflamagao foram avaliados através da analise da
expressao génica de GFAP (astrocitos) (Figura 28A e C), Iba-1 (microglia) (Figura 28B e D) e
das citocinas TNF-q, IL-1p e IL-6 (Figura 29).

Utilizando ANOVA de duas vias seguido de pos-teste de Bonferroni, observou-se que,
nos animais submetidos a BCCAo, houve aumento da expressao de GFAP tanto no cortex

[F(1,12)=16,12; p=0,0017] (Figura 28A), quanto no hipocampo [F(1,14)=91,52; p<0,0001]



79

(Figura 28C), quando comparados aos animais falso-operados. Notou-se que no cortex esse
aumento nao foi significativo nos animais tratados com o EHPp (p=0,6971) apos isquemia.
Em relagao a microglia, houve aumento da expressao génica de Ibal no cortex apenas
dos camundongos submetidos 8 BCCAo que receberam veiculo [F(1,12)=6,790; p=0,0230];
sendo que este aumento foi prevenido nos camundongos que sofreram lesdo e foram tratados
com EHPp (Figura 28B). No hipocampo (Figura 28D), houve aumento da expressao desse gene
nos animais submetidos a BCCAo independente do tratamento [F(1,12)=74,30; p<0,0001].
Utilizou-se teste t unicaudal para comparar os dois grupos que sofreram BCCAo, sendo

observada dessa forma reducdo da expressdo de Ibal nos animais que receberam extrato

(p=0,0463).

Figura 28. Expressao génica de marcadores de células gliais no cortex (A—B) e hipocampo
(C-D) de animais submetidos a BCCAo ¢ tratados com extrato hidroalcodlico de P.
paniculata (1 mg/kg).
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Legenda: Os animais submetidos 8 BCCAo apresentaram aumento da expressdo de marcadores de remodelamento
de células gliais no cortex e no hipocampo, tanto de astrocitos (GFAP — A e C) quanto de microglia (Ibal — B e
D). No cortex (A-B), o tratamento com EHPp reduziu o remodelamento dessas células. No hipocampo, o
tratamento ndo reduziu a expressao de GFAP (C). Em relacdo a Ibal (D), quando foram comparados entre si apenas
os animais submetidos a BCCAo, houve redu¢do da ativacdo microglial no grupo tratado com EHPp. Cada grupo
representa a média de 4-5 animais e as barras verticais o E.P.M. Foi considerado significativo *P<0,05, **P<0,01
e ***P<(,001 quando comparado ao grupo controle (falso operado+veiculo); “P<0,05 quando comparado ao grupo
BCCAo0+V; 'P<0,05 por analise com teste t unicaudal.
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Considerando sua importancia em influenciar mudangas morfoldgicas que ocorrem nas
células gliais em resposta a dano e para investigar o microambiente em que estas € neurénios
se encontravam, foi analisada a expressao génica de citocinas apds 48h da BCCAo (figura 29).

A partir de andlise por ANOVA de duas vias, detectou-se aumento, no cortex, da
expressdo da citocina pro-inflamatéria TNFao nos grupos submetidos a BCCAo [F(1,12)=10,07;
p=0,0080]; o pos-teste de Bonferroni ndo apontou entre quais grupos estava essa diferenca
(figura 29A). No hipocampo verificou-se aumento de TNFa provocado pela BCCAo
[F(1,11)=30,27; p=0,0002] (figura 29D), o qual foi reduzido significativamente pela
administracdo de EHPp [F(1,11)=6,233; p=0,0297)].

Em seguida, avaliou-se a expressdo génica de IL-1p. De maneira semelhante, ANOVA
de duas vias demonstrou diferenca significativa entre os animais apés BCCAo no cortex
[F(1,10)=14,92; p=0,0031] (figura 29B) e no hipocampo [F(1,11)=6,434; p=0,0277] (figura
29E), porém sem distingdo entre os grupos pelo pds-teste de Bonferroni. Quando comparados
apenas os animais submetidos a isquemia através do teste t unicaudal, ndo houve redu¢ao da
expressao de IL-1P no cortex apos tratamento com extrato (p=0,0741), mas nota-se reducao da
expressao dessa citocina no hipocampo dos animais que receberam extrato (p=0,0463).

Por fim, foi avaliada a expressdo génica de IL-6. No cortex (figura 29C), ANOVA de
duas vias apontou ndo haver diferenga estatistica apés BCCAo [F(1,12)=3,966; p=0,0697].
Quando a andlise foi realizada no hipocampo (figura 29F), ANOVA apontou diferenca apos
lesdao [F(1,12)=6,725; p=0,0235] e o pos-teste de Bonferroni indicou que essa diferenca esta

entre o grupo falso operado e os animais com lesao que receberam EHPp (p=0,0428).
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Figura 29. Andlise de expressdo génica de citocinas no cortex (A—C) e no hipocampo (D-F)
de animais submetidos a BCCAo e tratados com extrato hidroalcoodlico de P. paniculata (1
mg/kg).
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Legenda: Houve diferenga significativa entre os grupos na expressdo génica de TNFa no cortex (A) apés BCCAo,
entretanto no pos-teste ndo foi possivel identificar entre quais grupos; no hipocampo esse aumento foi significativo
nos animais ap6s lesdo e ndo tratados, enquanto no tratamento com EHPp a expressdo dessa citocina foi reduzida
(D). A expressao génica de IL-1p no cortex (B) e no hipocampo (E) estava discretamente aumentada apés BCCAo.
Comparando-se apenas os animais com lesdo, identificou-se que o tratamento com EHPp diminuiu a expressdo
dessa citocina no hipocampo, mas ndo no cortex. A expressdo de IL-6 ndo foi alterada no cortex (C), apenas no
hipocampo de animais submetidos a BCCAo e tratados com EHPp (F). Cada grupo representa a média de 4-5
animais e as barras verticais o E.P.M. Foi considerado significativo *P<0,05, **P<0,01 e ***P<0,001 quando
comparado ao grupo controle (falso operado+veiculo); “P<0,05 quando comparado ao grupo BCCAo+V; P<0,05
por analise com teste t unicaudal.

4.2.4 Efeitos do tratamento com extrato hidroalcoolico de P. paniculata na expressao de

fatores neurotroficos apés isquemia global

Prosseguindo com a andlise do cortex e do hipocampo apods evento isquémico,
investigou-se a expressao génica e proteica dos fatores neurotroficos GDNF (figura 30) e BDNF

(figura 31).
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ANOVA de duas vias apontou que ndo hé diferenca estatistica da expressao génica de
GDNF no coértex [F(1,12)=0,05881; p=0,8125] (figura 30A) e nem mesmo no hipocampo
(figura 30C) [F(1,13)=0,07290; p=0,7914].

Ao avaliar sua expressao proteica, foi observado que GDNF estava aumentado apenas
no cortex de animais que foram tratados com EHPp apo6s a lesdao, quando comparado aos demais
grupos (figura 30B) [F(1,16)=15,71; p=0,0011]. No hipocampo, ANOVA apontou que nao ha
diferenca entre os grupos (figura 30D) [F(1,15)=1,237; p=0,2835].

Para uma analise mais especifica do efeito do tratamento com extrato apos isquemia,
utilizou-se teste t unicaudal para comparar apenas os grupos de animais que sofreram lesao.
Nessa analise, foi visto que a expressao proteica de GDNF encontrava-se aumentada tanto no
cortex (p=0,0261), quanto no hipocampo (p=0,0399), dos animais tratados com EHPp quando

comparados aos administrados com veiculo.
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Figura 30. Expressdo génica e proteica de GDNF no cértex (A-B) e no hipocampo (C-D) de
animais submetidos a BCCAo e tratados com extrato hidroalcoolico de P. paniculata (1

mg/kg).
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Legenda: Nao foi encontrada diferenga estatistica da expressdo génica de GDNF no cértex e no hipocampo de
animais submetidos a lesdo quando comparados aos animais falso-operados. Quando avaliada sua expressdo
proteica no coértex, detectou-se aumento significativo do grupo operado e tratado com com EHPp quando
comparado aos demais grupos (ANOVA de duas vias) e quando comparados apenas entre os grupos com lesdo
(teste t unicaudal); ja no hipocampo, entre os grupos BCCAo, GDNF esta aumentado no grupo tratado com EHPp
(teste t unicaudal). Cada grupo representa a média de 4—6 animais e as barras verticais o E.P.M. Foi considerado
significativo **P<0,01 quando comparado ao grupo falso operado e 'P<0,05 quando comparado ao grupo
BCCAo+V.

Em seguida, avaliou-se a expressao génica e proteica de BDNF. Nao ocorreu diferenca
estatistica da expressdao génica de BDNF no cortex (figura 31A) entre os grupos submetidos a
BCCAOo ou falso operados [F(1,14)=0,2418; p=0,6305], mas em presenca da lesdo, o tratamento
com EHPp aumentou sua expressdo proteica (figura 31B) nessa regido [F(1,16)=8,714;
p=0,0094].

Ja no hipocampo, a expressao génica de BDNF (figura 31C) encontrou-se aumentada
nos animais submetidos a lesdo e tratados com EHPp [F(1,14)=32,47; p<0,0001], mesmo na

auséncia de alteragdo em sua expressao proteica (figura 31D) [F(1,16)=1,058; p=0,3189].
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Figura 31. Expressao génica e proteica de BDNF no cortex (A-B) e no hipocampo (C-D) de
animais submetidos a BCCAo e tratados com extrato hidroalcodlico de P. paniculata (1

mg/kg).
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Legenda: Nao foi demonstrada diferenca estatistica da expressao génica de BDNF no cortex de grupos submetidos
a BCCAo ou falso operados; por outro lado, quando avaliada sua expressdo proteica, observou-se que, em presenga
da lesdo, BDNF apresentou-se aumentado em animais tratados com EHPp. Ja no hipocampo, a expressdo génica
de BDNF encontrou-se aumentada nos animais submetidos a lesdo ¢ tratados com EHPp, mesmo na auséncia de
alteragdo em sua expressdo proteica. Cada grupo representa a média de 4—6 animais e as barras verticais o E.P.M.
Foi considerado significativo **P<0,01 quando comparado ao grupo falso operado e *P<0,01 quando comparado

ao grupo BCCAo+V.



85

4.2.5 Efeitos do tratamento com extrato hidroalcodlico de P. paniculata na

neurodegenerac¢ao hipocampal apés isquemia global

A neurodegeneragdo hipocampal foi avaliada pela reducdo do niumero de neurdnios
piramidais com aparéncia intacta visualizados pela coloracdo de Nissl 48h apds a cirurgia nas
regides analisadas (figura 32).

Essa reducdao aconteceu de maneira diferente nos dois hemisférios cerebrais,
dependendo se o hemisfério permaneceu ocluido (ipsilateral) ou se foi reperfundido
(contralateral) ap6s 30 minutos de oclusdo durante a cirurgia.

Na regido de CAl (figura 32C), a andlise estatistica feita por ANOVA de uma via
seguida de pos teste de Bonferroni apontou que a isquemia reduziu o nimero de neuronios tanto
no hemisfério contralateral [F(2,9)=8,827; p=0,0076], quanto no hemisfério ipsilateral
[F(2,9)=60,97; p<0,0001] dos camundongos que receberam veiculo comparados ao grupo falso
operado.

Observou-se facilmente que, nos animais tratados com EHPp apds a isquemia, ndo
houve reducdo significativa do niimero de neurdnios intactos no hemisfério contralateral
(p=0,0855), onde a circulacao sanguinea foi reestabelecida apds 30 min de oclusdo.

No hemisfério ipsilateral, ocorreu reducdo do numero de neurdnios vidveis tanto nos
animais com lesdo administrados com veiculo quanto nos animais com lesdo tratados com
extrato. Todavia, verificamos que o tratamento com EHPp claramente reduziu a
neurodegeneracdo, pois observou-se aumento significativo de neurdnios intactos em
comparacao ao grupo de animais com isquemia administrados com veiculo (p=0,0002).

Outra regido altamente sensivel a danos isquémicos ¢ CA3. Nao houve diferenca
significativa entre os grupos [F(2,8)=1,139; p=0,3669] no numero de neurdnios viadveis nessa
regido (Figura 32D) no hemisfério contralateral.

Por outro lado, no hemisfério ipsilateral houve perda neuronal significativa nos
animais tratados com veiculo apds lesdo [F(2,8)=7,192; p=0,0163], mas ndo nos animais
tratados com EHPp (p>0,9999) quando comparados ao grupo falso operado. A andlise
estatistica demonstrou que a perda neuronal vista nessa regido nos animais administrados com

veiculo apos isquemia foi prevenida com o tratamento com EHPp (p=0,0373).
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Figura 32. Imagens histoldgicas de sub-regides de CA1 e CA3 no hipocampo dos animais e
contagem de neurdnios piramidais vidveis nessas regioes.
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Legenda: Extrato hidroalcodlico de Polygala paniculata reduz a neurodegeneragdo hipocampal em camundongos
apos isquemia cerebral global. Imagens representativas de cortes coronais ao nivel do hipocampo em sub-regides
de CAl (A) e CA3 (B) (coloragdo de Nissl), em ambos os hemisférios cerebrais (contralateral e ipsilateral),
indicando neurdnios piramidais aparentemente viaveis (setas verdes) e neurénios encolhidos e mais corados (setas
vermelhas), indicando morte celular. Imagens obtidas em digitalizador de laminas Axio Scan (objetiva 40x), a
barra de escala corresponde a 50 um. Os neuronios viaveis foram contados em sub-regides de CA1 (C) e CA3 (D)
48h apos isquemia. Os resultados foram normalizados com a média do grupo falso operado + veiculo (100%). As
colunas representam média £ EPM nos diferentes grupos (n=3—4 animais/grupo). Foi considerado significativo
*P<(,05, **P<0,01 e ***P<0,001 quando comparado ao grupo controle (falso operado+veiculo); "P<0,05 quando
comparado ao grupo BCCAo+V. CL, contralateral; IPSI, ipsilateral.
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5 DISCUSSAO

Este estudo demonstrou que a adigdo de extrato hidroalcodlico de P. paniculata
(EHPp) em diferentes doses afeta a morte neuronal induzida por isquemia tanto in vitro quanto
in vivo. Considerou-se o experimento in vitro como primeiro indicador se o EHPp induz
protecao significativa em evento de isquemia cerebral. O tratamento diminuiu a morte de
neuronios corticais cultivados in vitro submetidos a privagdo de oxigénio e glicose (POG).
Além disso, o modelo animal de isquemia cerebral global utilizado neste trabalho desencadeou
déficits motores, cognitivos e emocionais em camundongos, refletindo o que ocorre em
individuos que sofrem AVE ou parada cardiaca. O tratamento via oral (gavagem) com EHPp
(1 mg/kg) atenuou essas alteracdes comportamentais nos animais, bem como mitigou a
neuroinflamagao exacerbada subsequente a isquemia cerebral, aumentou a expressao de fatores
neurotroficos e reduziu a lesdo hipocampal encontrada nos animais apos o evento isquémico.
Em conjunto, esses dados indicam que o tratamento com EHPp apresenta-se como favoravel
interven¢do terapéutica em individuos acometidos por isquemia cerebral numa janela
terapéutica mais ampla.

A terapia da isquemia cerebral permanece um enorme desafio. Embora tragam
informacdes epidemioldgicas importantes, dados sobre a taxa de sobrevivéncia a eventos
isquémicos nao fornecem informagdes sobre o sucesso da recuperagdo do paciente
(MOULAERT et al., 2010). Varios estudos relatam que a qualidade de vida de sobreviventes
de ataques cardiacos ¢ geralmente de aceitdvel a boa a longo prazo. Entretanto, muitos
individuos relatam experimentar dificuldades funcionais (BOYCE et al., 2019; LIM et al.,
2004; MOULAERT et al., 2010; SULZGRUBER et al., 2015), assim como individuos que
sobrevivem ao AVE (KALARIA; AKINYEMI; THARA, 2016; KIMURA; TATENO;
ROBINSON, 2003; KNAPP et al., 2020; LEPPAVUORI et al., 2003; LI et al., 2019; WONG;
MOK, 2015), o que traz impacto negativo em sua vida, afetando sua reabilitacdo.

Existe uma disparidade entre os beneficios promissores de diversas drogas que agem
como neuroprotetoras em modelos animais e falham em fases clinicas (IADECOLA;
ANRATHER, 2011; KIKUCHI et al., 2014). E imprescindivel, portanto, que estudos pré-
clinicos reflitam a realidade clinica tanto quanto possivel, reunindo dados que abranjam os
diversos alvos farmacologicos envolvidos na patologia da isquemia cerebral. Dessa maneira,

modelos de isquemia cerebral in vitro e in vivo sdo importantes ferramentas para estudo do
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mecanismo de acao de candidatos a drogas neuroprotetoras, validando-os a nivel molecular e
celular (NEUHAUS et al., 2017).

Choi publicou, em 2020, interessante ponto de vista sobre intervencdes terapéuticas
para reduzir o dano isquémico. Pode-se intervir em diversos pontos na cascata de eventos
desencadeados pela isquemia cerebral, desde o acumulo excessivo de glutamato no meio
extracelular a ativagdo de vias de morte celular ¢ destrui¢ao de estruturas celulares. De acordo
com esse autor, modificar os processos iniciais tem a vantagem de bloquear multiplos niveis
divergentes dessa cascata, porém ¢ necessaria intervengao precoce, o que pode ser problematico
em termos de efeitos adversos ou interferéncia em eventos benéficos que aconteceriam mais
adiante. Em compensagao, intervir apenas nos processos mais tardios dessa cascata de eventos
tem a vantagem de prolongar a janela terapéutica, maior especificidade e menos efeitos
adversos; entretanto corre-se o risco de serem intervengoes ineficazes, pois vias nao bloqueadas
podem, ainda assim, provocar morte celular.

Esse autor defende ainda que, para a intervengao apresentar efeito protetor robusto em
humanos, € necessario inibir multiplos mecanismos, por isso encoraja a combinagdo de terapias.
Nesse contexto, extratos obtidos de plantas medicinais sdo fontes vantajosas de compostos com
atividade biologica (JURIC et al., 2020; TIWARI; RANA, 2015), podendo atuar
satisfatoriamente em diversos niveis da cascata de eventos apds isquemia cerebral,
considerando a multiplicidade de moléculas que podem conter.

Neste trabalho, procurou-se seguir as recomendacdes da STAIR, com a realizagdo de
experimento cego para definicdo de curva dose-resposta do extrato, avaliou-se parametros
funcionais e histologicos, bem como marcadores moleculares importantes na clinica, para
inferir sobre a efetividade do extrato. Foram consideradas na anélise as células gliais em adi¢ao
as células neuronais. Ademais, o desenho experimental contemplou o tratamento com extrato
apos reperfusdo, atuando em diversos alvos farmacoldgicos por possuir diferentes componentes
com ag¢ao bioldgica em sua composicao (FISHER et al., 2009; SAVITZ et al., 2017; STROKE
THERAPY ACADEMIC INDUSTRY ROUNDTABLE (STAIR), 1999).

Assim, o modelo animal escolhido para induzir isquemia cerebral produz morte
neuronal robusta e alteragdes comportamentais e histologicas importantes que se assemelham
a clinica (GONCALVES et al., 2018; MARTINS-SILVA et al., 2021; SOARES et al., 2013;
WAHUL et al., 2018), possibilitando futuros estudos translacionais. Deve-se, todavia, realizar-

se experimentos que avaliem a eficacia do tratamento com EHPp a longo prazo, acompanhando
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por mais tempo os animais apos a isquemia, para certificar-se de que este tratamento promove
neuroprotecdo duradoura e nao apenas retarde a maturacao da lesdao (FISHER et al., 2009).
Nossos achados vao ao encontro de diversos relatos na literatura sobre outras espécies
do género Polygala, as quais sdo amplamente utilizadas no tratamento de doencas
neurodegenerativas e a diversos estudos importantes sobre os mecanismos pelos quais essas
plantas promovem esse efeito (LACAILLE-DUBOIS; DELAUDE; MITAINE-OFFER, 2020).
Inicialmente, demonstramos efeito protetor de EHPp em modelo in vitro de privagao
de oxigénio e glicose. Em paises como Coréia e China, Polygala tenuifolia ¢ conhecida
principalmente por Polygalae Radix (PR, que nada mais ¢ do que raizes de P. fenuifolia que
passaram por processo de secagem) e vem sendo utilizada como sedativo e tranquilizante,
estimulante de contracdes uterinas, expectorante ¢ anti-inflamatério (LEE et al., 2004). No
estudo de Lee et al. (2009), células de neuroblastoma humano foram expostas a POG seguida
de reoxigenacao, tendo sido tratadas no inicio da privagdo com P. tenuifolia em concentragdes
variando entre 0,032-20 pg/mL. A viabilidade celular foi avaliada por andlise por citometria
de fluxo, sendo demonstrada agdo neuroprotetora do extrato, com o valor de ECS50
(concentracdo do farmaco que induz metade do efeito maximo) de 4,5 0,6 ng/mL (LEE et al.,
2009). Outro estudo levou em consideracao o papel importante que a liberagdo massiva de
glutamato desempenha em processos neurodegenerativos € demonstrou acao neuroprotetora
dessa planta contra a morte celular induzida pela adi¢do de NMDA a culturas primarias de
neurdnios cerebelares de ratos, numa concentragdo entre 0,05 — 5 pg/mL (LEE et al., 2004).
Esses dados contribuiram para que P. tenuifolia fosse incluida juntamente com outras plantas
em preparacdes de misturas medicinais, produzidas para melhorar sinergicamente o efeito
neuroprotetor demonstrado por cada planta isoladamente, inclusive com efeito comparado ao
edaravone (MAHESH et al., 2011), droga utilizada no Japao para o tratamento do AVE .
Além disso, polygalasaponina F, um dos componentes de Polygala japonica, também
apresentou efeito anti-apoptotico durante POG em culturas primarias de neur6nios corticais de
ratos (XIE et al., 2020). Todos esses dados demonstram o potencial protetor de espécies de
Polygala em modelos in vitro de POG.
Embora amplamente utilizada na medicina oriental, a tnica espécie do género
Polygala registrada no Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2011)

é a P. senega L., ainda que esta ndo seja a Unica representante do género no Brasil (LUDTKE;
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SOUZA-CHIES; MIOTTO, 2013). Até o momento, ndo existem estudos que avaliaram a acao
de P. paniculata em modelos de isquemia cerebral.

A quimiotaxonomia da familia Polygalaceae ¢ caracterizada pela presenga de
xantonas, sendo caracterizadas pelo menos trés na P. paniculata: 1,5- dihidroxi-2,3-
dimetoxixantona, 1-hidroxi-2,3,5-trimetoxixantona e 1-hidroxi-5-metoxi-2,3- metilenedioxi
xantona (CRISTIANO et al., 2003). Em 2008, Missau e colaboradores apresentaram estudo
fitoquimico de P. paniculata, isolando e caracterizando os metabodlitos secundarios dessa
espécie utilizando técnicas cromatograficas e analises espectroscopicas (MISSAU, 2008).
Diversos constituintes volateis foram também encontrados nessa planta: nas flores, foram
encontrados 25 compostos, e nas raizes identificou-se 13 compostos, sendo que o salicilato de
metila foi o composto majoritario. Outros compostos foram também identificados, dentre eles
espinasterol, aurapteno, febalosina e rutina, sendo o ultimo um flavonodide glicosilado
relativamente abundante em varias plantas € com importante atividade biologica.

Existem dados minuciosos apontando que o efeito antinociceptivo do extrato de P.
paniculata e seus constituintes depende da interacao entre receptores ionotropicos de glutamato
(NMDA e cainato). Entre os diversos modelos agudos de dor utilizados por Lapa et al. (2009)
para demonstrar a acdo dessa planta, o efeito da administragao oral de P. paniculata foi mais
evidente na inibicao da resposta de nocicepcao induzida por injecdo intraplantar de glutamato
e por inje¢do intratecal de glutamato, NMDA, IL-1p e TNF-a. A interacdo entre P. paniculata
e doencas neurodegenerativas relacionadas a excitotoxicidade, homeostase glutamatérgica e
estresse oxidativo também foi demonstrada por Farina et al. (2005), em modelo animal de
intoxicagdo por metil-mercurio (MeHg), no qual o tratamento com o extrato dessa planta aboliu
as alteragdes provocadas por esse agente sem, no entanto, atuar como quelante de MeHg, e sim
por mecanismos antioxidantes. Estratégias que visam inibir a liberagdo de glutamato, aumentar
o sistema de captacao desse neurotransmissor ¢/ou antagonizar seus receptores t€ém-se mostrado
eficientes em pesquisas experimentais de tratamento da isquemia cerebral (ZHOU ET AL
2018).

O presente estudo demonstrou que o tratamento com extrato hidroalcodlico de P.
paniculata (1 mg/kg) atenuou o déficit motor, cognitivo e emocional desencadeado pela
isquemia cerebral em camundongos.

Inicialmente, os déficits sensorio-motores sdo mais proeminentes na avaliagdo clinica

de pacientes que sofreram isquemia cerebral (BAUMGARTNER et al., 2018) e, por isso, foram
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os primeiros sintomas avaliados por nosso estudo. Foi demonstrada perda de for¢a muscular e
de forca de resisténcia de agarre nos animais submetidos a BCCAo, as quais foram atenuadas
pelo tratamento com EHPp. Para avaliagdo cognitiva, foi escolhido o teste do reconhecimento
de objetos, utilizando o protocolo para avaliagio de memoria de curta duragdo. Os animais
apresentam prejuizo nessa tarefa apos BCCAo e o tratamento com EHPp foi eficaz em proteger
os animais contra esse dano.

Estudos tém demonstrado a agdo protetora da rutina, um dos componentes principais
do EHPp, em diversas doengas, incluindo em modelos de isquemia cerebral
(GANESHPURKAR; SALUJA, 2017). Utilizando um modelo de isquemia focal, Liu et al.
(2018) demonstraram a ac¢ao da rutina em diminuir a area de infarto e atenuar a perda neuronal,
assim como melhorar a performance sensério-motora ¢ a memoria de reconhecimento de ratos
submetidos a lesdo. O tratamento com rutina ainda aumentou os niveis de mediadores de
sobrevivéncia celular, tais como BDNF, NGF e os receptores TrkA e TrkB no cortex e no
hipocampo de ratos. Jang e colaboradores (2014) utilizaram um modelo de isquemia cerebral
fototrombotica em ratos e demonstraram que a administragao de rutina, iniciada 1h apos a lesao,
reduz o dano a barreira hematoencefalica por reduzir a expressdo de metaloprotease-9, uma
enzima que desempenha papel fundamental no dano tecidual. Rodrigues e colaboradores (2013)
avaliaram a a¢do da rutina em modelo de isquemia cerebral focal, no qual provocaram lesdo no
cortex motor e somatossensorial, e obtiveram dados que apontam para a recuperagao funcional
dos animais tratados com 50 mg/kg desse composto.

Adicionalmente, P. tenuifolia foi estudada em modelo animal de isquemia cerebral
global através da oclusdo de 4 vasos (4-VO), sendo eficaz em prevenir o dano neuronal e os
déficits motor e cognitivo resultantes da lesdo (KIM et al., 2008). Em modelo de oclusao
bilateral das artérias cardtidas comuns, demonstrou reduzir o dano cerebral por prevenir a
peroxidacdo lipidica e preservar o metabolismo energético (PARK et al., 2006). Ainda, em
modelo animal de déficits cognitivos induzidos por escopolamina em ratos, no qual a
sinalizacdo colinérgica encontra-se alterada, essa planta demonstrou efeito neuroprotetor
significativo, assim como em neurotoxicidade induzida em culturas de neurdnios corticais pela
adicao de glutamato e proteina precursora amiloide (APP), de maneira dose-dependente (PARK
et al., 2002).

Outra espécie desse género foi também recentemente estudada por Martins-Silva et al.

em modelo de isquemia cerebral global. P. sabulosa exerceu efeito neuroprotetor no modelo de



92

BCCAOo, reduzindo a area de infarto e a expressdo génica das citocinas inflamatorias IL-1f e
TNFa. O tratamento com P. sabulosa preveniu também a fraqueza muscular e alteracdes
cognitivas promovidas pela lesao isquémica (MARTINS-SILVA et al., 2021).

Dentre as areas mais susceptiveis do SNC estdo as regides CA1 e CA3 do hipocampo.
Através da contagem de células vidveis marcadas pelo corante violeta de Cresil, demonstramos
que o tratamento com EHPp previne significativamente a degeneracao hipocampal provocada
pela isquemia cerebral nessas regides. O hipocampo ¢ parte central do sistema limbico e
desempenha papel fundamental no processamento de memorias. Sabe-se que danos, como
aqueles desencadeados por evento isquémico, afetam desde a transmissdo e plasticidade
sinaptica a circuitarias locais dentro do encéfalo, podendo alterar a atividade de redes neurais,
as quais sdo essenciais para a comunicacdo adequada entre grupos distintos de neurdnios e
integracdo da informag¢do (ESCOBAR et al., 2019). Como descrito anteriormente, individuos
que sobrevivem a isquemia cerebral podem apresentar déficits cognitivos importantes.

Em pacientes tratados dentro das primeiras 3h ap6és AVE pelo trombolitico Alteplase
e em pacientes que receberam intervengdes de ressuscitacado bem-sucedida pode haver declinio
cognitivo. Assim, € crucial que sejam estudadas intervengdes terapéuticas que auxiliem na
recuperagdo cognitiva desses pacientes, melhorando a plasticidade sinaptica e promovendo a
reorganizacao de circuito neuronais.

Além disso, transtornos de ansiedade acometem cerca de 25% dos sobreviventes do
AVE (CHUN et al., 2018; KNAPP et al., 2020; LI et al., 2019) e cerca de 13-61% dos
sobreviventes da parada cardiaca (NABER; BULLINGER, 2018), e o mecanismo pelo qual
eles ocorrem ainda ndo esta completamente elucidado. A primeira hipdtese € que as estruturas
cerebrais diretamente comprometidas durante o infarto estejam envolvidas na ansiedade (por
exemplo, estruturas relacionadas a modulagdo emocional) (ASTROM, 1996; TANG et al.,
2012), mas estudos de neuroimagem nao demonstram que haja associacao entre a localizagao
da lesdao e o desenvolvimento de ansiedade (LI et al., 2019). Li et al. avaliaram a localizagao
das lesdes cerebrais em pacientes que sofreram AVE através de imagens obtidas por
ressonancia magnética (MRI) e ndo encontraram correlacdo entre a localizagdo e o
aparecimento do transtorno de ansiedade; contudo, encontraram que pacientes com infarto
agudo na substancia branca dos hemisférios cerebrais eram mais propensos a apresentar
ansiedade. A substancia branca inclui varias regides de fibras neurais conectadas nos

hemisférios cerebrais, como corpo caloso e coroa radiada. A segunda hipotese €, portanto, que
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a ansiedade ndo esteja associada com a localizac¢do do infarto, mas esteja correlacionada com a
conectividade entre varios circuitos e redes neurais (LI et al., 2019; VICENTINI et al., 2017).

Estudos demonstram que modelos animais de isquemia cerebral também apresentam
comportamento do tipo-ansioso em varios testes, como labirinto em cruz elevado, campo aberto
e interagdo social (NAKASHIMA et al., 2003; NEIGH et al., 2009; SOARES et al., 2013).
Nossos dados demonstraram comportamento do tipo-ansioso nos animais submetidos a
isquemia global quando comparados aos falso-operados € que o tratamento com EHPp atenuou
tal alteragdo. A lesdo isquémica ndo alterou a ambulagdo dos animais no teste do campo aberto,
apenas o padrao de explora¢do, em que os animais com lesdo administrados com veiculo
exploraram menos o centro do aparato quando comparados aos animais falso-operados,
permanecendo mais tempo nos quadrantes periféricos. No teste da caixa claro-escuro, os
animais desse grupo permaneceram menos tempo no compartimento claro e exploraram menos
o0 aparato, indicando comportamento ansiogénico. Os animais tratados com EHPp apo6s a lesao
apresentaram comportamento semelhante aos animais falso-operados, sugerindo que o extrato
pode ter efeito ansiolitico nesse modelo. Isso corrobora com outros estudos que utilizaram como
tratamento outras espécies de Polygala, como P. sabulosa (DUARTE et al., 2018) e P.
tenuifolia (LEE et al., 2015), e demonstraram seu efeito ansiolitico.

Danos e doengas no SNC desencadeiam respostas multicelulares coordenadas que
envolvem glia, neurdnios e células ndo-neurais. A regulacdo fina da inflamagao € essencial para
balancear o aciimulo de debris e a fagocitose excessiva, os quais podem ser igualmente
prejudiciais. Assim, existem diversos mecanismos celulares e moleculares regulatorios em
areas de lesdes e tecidos adjacentes no SNC que contribuem para esse equilibrio visando
maximizar a preservacdo do tecido saudavel e restringir o espalhamento da inflamacao
citotoxica (SOFRONIEW, 2015).

Além de exercerem fungdes primordiais no SNC saudavel, os astrocitos respondem a
eventos anormais no SNC, incluindo doengas neurodegenerativas e desmielinizantes, epilepsia,
trauma, isquemia, infec¢des, cancer, entre outros, através de um processo denominado
astrogliose (ESCARTIN et al., 2021; SOFRONIEW, 2015). Em resposta a patologias, os
astrocitos passam por mudancas heterogéneas, determinadas pelo contexto e por moléculas
sinalizadoras, que variam de acordo com a natureza e gravidade dos distirbios do SNC. Essas
mudangas se devem a programas moleculares envolvendo mudangas na regulagdo

transcricional, bioquimica, morfologica, metabolica e remodelamento fisiologico, os quais
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resultam em ganho de novas fung¢des ou perda/reducao das fun¢des homeostaticas (ESCARTIN
et al., 2021). Astrdcitos reativos t€ém o potencial de liberar diversas moléculas que afetam
quaisquer células adjacentes de diferentes maneiras. Desse modo, ¢ fundamental que tanto as
funcdes benéficas da astrogliose quanto seus efeitos prejudiciais sejam finamente regulados,
por mecanismos de sinalizagdo especifica, o que representa alvo para potencial manipulagao
terapéutica (SOFRONIEW, 2015).

Estudos com camundongos transgénicos demonstram a importancia da formagao da
cicatriz glial para a regulacdo temporal e espacial da inflamagdo apds lesdo no SNC
(SOFRONIEW, 2005). Dentro da area demarcada pela cicatriz ha uma resposta inflamatoria
robusta que se mantém isolada de tecidos neurais vidveis adjacentes, de maneira a viabilizar a
resolucdo da inflamacdo rapidamente. Para evidenciar a importancia dos astrocitos,
camundongos transgénicos foram criados, promovendo a ablagdo génica do GFAP,
selecionando especificamente os astrocitos reativos apds lesdo ao SNC, considerando que a
expressao desse gene ¢ um dos marcadores de reatividade astrocitaria (ESCARTIN et al., 2021;
LIU et al., 2014; SOFRONIEW, 2005). Nos camundongos transgénicos as células nao se
organizam, ndo formam cicatriz que demarca o limite entre tecido danificado e tecido viavel, e
a inflamacdo se espalha por uma area grande e permanece sem ser resolvida por tempo
prolongado ap6s o dano inicial (BUSH et al., 1999; SOFRONIEW, 2005). Além disso, ha
evidéncias de que a ablacdo génica de astrocitos reativos apds lesdo cerebral leva a edema
tecidual local massivo, e que aumenta a degeneracdo tecidual tanto na substincia cinzenta
quanto na substancia branca, aumentando a morte de neurdnios e oligodendrocitos e
aumentando a desmielinizacdo (BUSH et al., 1999; SOFRONIEW, 2005). A nivel de resultados
funcionais, a ablacdo de astrdcitos reativos previne a recuperagdo motora apds dano leve ou
moderado a medula espinal, transformando pequenas lesdes com consequentes déficits motores
leves em lesdes com degeneracao tecidual evidente e grave comprometimento da fun¢do motora
(FAULKNER, 2004; SOFRONIEW, 2005).

Embora mudangas no conteudo proteico de GFAP e nos niveis de sua expressao génica
sejam utilizados amplamente como marcadores de reatividade astrocitiria em modelos animais
de lesdes e doencas e em analises de tecidos humanos postmortem (LIDDELOW; BARRES,
2017), marcadores melhores desse evento sdo necessarios, havendo atualmente o consenso de
que a andlise de GFAP ndo ¢ critério suficiente para qualificar astrdcitos como reativos

(ESCARTIN et al., 2021).
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Neste estudo, demonstramos que a BCCAo provocou aumento da expressao génica de
GFAP no cortex e no hipocampo dos camundongos. Em concordancia com a literatura, sugere-
se que possiveis alteragdes nos astrocitos estejam acontecendo em resposta ao dano cerebral
nas regides estudadas. O tratamento com EHPp ndo alterou a expressdo desse gene no
hipocampo, mas preveniu seu aumento no cértex dos animais submetidos a isquemia global.
Mudangas no microambiente local devem ser levadas em consideragdo para inferir sobre o
remodelamento que ocorre nessas células e o possivel fenotipo que estao adotando.

Pontua-se, portanto, que para orquestrar e implementar seus varios papeis e fungdes,
os astrécitos respondem a uma grande variedade de moléculas sinalizadoras que derivam tanto
de células neurais quanto de células nao-neurais, por expressarem receptores em sua superficie
celular para diversas citocinas, mediadores inflamatorios e fatores de crescimento, por exemplo
(SOFRONIEW, 2014). Citocinas sdo proteinas que funcionam como moléculas sinalizadoras
intercelulares envolvidas na regulacdo da inflamacdo e de respostas imunoldgicas. Varios
estudos demonstraram que astrocitos exibem mudangas no perfil de transcricdo em resposta a
estimulagdo por diferentes citocinas e mediadores inflamatdrios, tanto sozinhos quanto em
combinacdo, pois essas células estdo expostas a multiplos mediadores simultaneamente
(HAMBY et al., 2012; JOHN; LEE; BROSNAN, 2003; SOFRONIEW, 2014). Entre os
principais efeitos do tratamento de astrocitos com determinados mediadores inflamatorios in
vitro, em particular IL-1P3, TNFa, IFNy ou LPS, estd o achado de que muitos dos genes
expressos mediante estimulacdo por esses sao quimiocinas, citocinas ou fatores de crescimento,
e analises por bioinformatica indicam que muitas das vias ou conjunto de genes expressos sao
referentes a fungdes imunoldgicas ou inflamatérias (HAMBY et al., 2012; JOHN et al., 2005;
MEEUWSEN et al., 2003; SOFRONIEW, 2014). E cada vez mais conhecido que astrocitos
reativos adotam perfis moleculares distintos em diferentes modelos de doengas, em diferentes
regides cerebrais (SOFRONIEW, 2014). Estudos também sugerem que mudangas funcionais
complexas acontecem, incluindo a aquisi¢do de fungdes regenerativas (ITOH et al., 2018),
proliferativas, e mesmo com propriedades de células tronco (SIRKO et al., 2015).

Na drea de lesdo pode-se encontrar micrdglia com caracteristicas morfologicas
distintas: micréglia ramificada sdo normalmente encontradas em regides com fluxo sanguineo
normal e microglia ameboide sdo encontradas normalmente no nticleo isquémico. Sao também
encontradas células microgliais com poucas ou curtas ramificagdes, representando o estado de

transicao dessas células, no qual hd ainda mudanca em sua transcri¢gdo génica e/ou fungdo. Apos
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isquemia, a microglia ativada pode produzir e ser influenciada por uma variedade de moléculas
efetoras incluindo citocinas pro- e anti-inflamatorias e fatores de crescimento, além de ser
afetada pelas células da regido, como neurdnios, astrocitos, oligodendrocitos e células
endoteliais (QIN et al., 2019). Estudos antigos tentaram classificar essas células em dois
principais fendtipos, M1 e M2, entretanto, estudos recentes revelam que os estados polarizados
da micréglia sdo mais diversos do que se pensava. O papel exato dessa polarizacdo e suas
contribuicdes relativas em todo o processo relacionado a lesdo isquémica ainda nao estd
completamente elucidado, mas se sabe que essas células podem tanto promover dano quanto
facilitar o reparo, dependendo dos sinais que recebem (QIN et al., 2019). Assim, sabendo-se
que grande variedade de receptores estdo presentes na micrdglia e sua ativacdo por sinais
imunoldgicos, neurotransmissores, neuropeptideos e metabdlitos orientam a transicdo dessas
células para diferentes fenotipos e fungdes, encontrar moléculas que favoregcam a transicao para
fenotipos restauradores pode ser alvo para intervencao terapéutica (QIN et al., 2019; WANG et

al., 2018).

Interessantemente, Silva e colaboradores (2017) demonstraram que o flavonoide rutina
modula a ativagdo microglial, favorecendo fenotipo protetor. Esse grupo investigou o efeito da
rutina em cultura de c€lulas microgliais, tanto no estado de repouso quanto ativada por LPS. A
adicao de rutina (50 uM e 100 pM) as culturas aumentou os niveis de IL10, reduziu os niveis
de IL6 e TNF, reduziu a expressdo génica de IL1, TNF e IL6 e aumentou a expressdo génica
de GDNF. Em seguida, os autores avaliaram alguns marcadores relacionados a ativacao
microglial (Ibal) e aos fendtipos pro-inflamatorio (iINOS e CD68) e anti-inflamatoério (CD150
e CD206) em presenca de LPS. Os dados demonstraram que a adi¢cdo de LPS as culturas
aumentou a ativa¢do microglial, favorecendo o fenotipo proé-inflamatorio (aumento de Ibal,
iNOS e CD68). A adigdo concomitante de rutina promoveu reducdo da ativacdo microglial
(reducao de Ibal) e favoreceu o fenotipo anti-inflamatorio (aumento de CD150 e CD206,
juntamente com reducao de iNOS e CD68). Os autores discutem que a adigao de rutina parece
neutralizar os efeitos das citocinas pro-inflamatdrias, limitando a inflamagao presente. Além
disso, destacam a importancia de promover, per se, o aumento da expressdo de GDNF, pois
simulam que in vivo o tratamento com rutina poderia ndo apenas prover suporte trofico aos
neuronios, mas também atuar de maneira autdcrina, de maneira a manter o status anti-

inflamatorio da microglia. Outro achado importante foi que a adi¢do de rutina reduziu a
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expressdo de prostaglandina mesmo em presenga do estimulo pelo LPS. Em conclusdo, os
autores sugerem que a rutina contribui para estabelecer um microambiente favoravel a
polarizacao para um fendtipo anti-inflamatorio, o qual possui papeis cruciais na manutengao da
homeostase e reparagdo tecidual.

No presente trabalho demonstrou-se também que o tratamento com EHPp atenuou a
ativacao microglial no cortex e no hipocampo de camundongos que sofreram isquemia cerebral,
verificado através da diminuicdo da expressdo génica de Ibal. Considerando que, quando
ativada, a micrdglia libera uma variedade de mediadores inflamatorios e citotoxicos (KIM;
KIM; YENARI, 2015), a reducdo observada do marcador de ativagdo microglial pode estar
relacionada a reducdo da expressdo génica das citocinas pro-inflamatérias TNFa e IL-13
demonstrada também neste trabalho.

Muitos estudos mencionam TNFa e IL-1B como as primeiras citocinas aumentadas
apos isquemia cerebral, o que as tornam importantes alvos terapéuticos. A liberacao de citocinas
inflamatorias por neurdnios e glia leva a expressao de moléculas de adesdo na vasculatura
cerebral, tais como selectinas e integrinas, o que resulta na ruptura da barreira hematoencefalica
e na formagdo de edema cerebral e, somando-se a secre¢do de proteases, levam a dano na matriz
extracelular. A permeabilidade aumentada da BHE permite a entrada de leucocitos, proteases,
imunoglobulinas e trombina ao SNC, facilitando o dano celular (DUGUE et al., 2017; LO;
DALKARA; MOSKOWITZ, 2003).

A superfamilia dos receptores a qual se liga o TNFa regula os processos de morte
celular relacionada a caspase apds lesdo no SNC (LO; DALKARA; MOSKOWITZ, 2003).
Essa citocina estd envolvida diretamente na regulagcdo da ativagdo microglial, assim como na
sinalizacdo glial e em sinapses glutamatérgicas (DUGUE et al., 2017). Ha relatos de estudos
que mostram marca¢do de TNFa em células apoptdticas no nucleo isquémico e na regido de
penumbra nos primeiros dias apds isquemia cerebral, se espalhando para regidoes mais distais
nos dias seguintes, e sendo também encontrada na circulagao sanguinea (BOTCHKINA et al.,
1997). Sabe-se que TNFa esta aumentada localmente em astrocitos, microglia, células do plexo
coroide, células endoteliais e polimorfonucleares; neurdnios expressam niveis maximos de
TNFa em algumas horas ap6s isquemia cerebral e sdo circundados por microglia ativada
(BOTCHKINA et al., 1997; DUGUE et al., 2017). Maiores niveis de TNFa estdo geralmente
relacionados a piores resultados em individuos que sofrem evento isquémico. Camundongos

modificados geneticamente para superexpressarem TNFa tem volumes maiores de area de
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lesdo, assim como maior nimero de células neuronais em apoptose (BECHER; SPATH;
GOVERMAN, 2017; DUGUE et al., 2017; LAMBERTSEN; BIBER; FINSEN, 2012; LO;
DALKARA; MOSKOWITZ, 2003; PETTIGREW et al., 2008).

Semelhantemente ao TNFa, os niveis de IL-1f e IL-6 estdo elevados em pacientes com
AVE grave (JAYARAJ et al, 2019). IL-1B ¢ um mediador essencial na resposta
neuroinflamatodria, sendo constitutivamente expresso no SNC e aumentado minutos apds o
dano. Caspase-1 ¢ ativada e inicia uma cascata inflamatoria envolvendo a clivagem de pro-IL-
1B em sua forma ativa. O potencial efeito deletério de IL-1p na isquemia cerebral ¢ evidenciado
por estudos que demonstram que a inibi¢do da caspase-1 diminui a area de lesdo em roedores.
A transcri¢ao e a traducao de pro-IL-1p sdo moduladas por moléculas que estdo alteradas em
resposta a lesao neuronal (DUGUE et al., 2017; LAMBERTSEN; BIBER; FINSEN, 2012;
ORMSTAD et al., 2011; SOBOWALE et al., 2016).

Ali e colaboladores (2000) demonstraram que durante isquemia cerebral e outras
lesoes relacionadas a excitotoxicidade, neuroénios podem sintetizar e liberar IL-6 em resposta
ao aumento da concentragao intracelular de calcio mediada pela ativagdo de receptores NMDA.
Essa indu¢do de IL-6 pode servir como mecanismo protetor enddgeno, prevenindo neurdnios
da degeneracdo. Adicionalmente, ndo héa evidéncias demonstrando que IL-6 desempenha papel
nocivo em fases agudas de isquemia cerebral, mas controlando a inflamagdo por diminuir os
niveis de citocinas pro- e aumentar as citocinas anti-inflamatorias (SUZUKI; TANAKA;
SUZUKI, 2009). Por aumentar a expressdo génica dessa citocina no hipocampo de animais
submetidos a BCCAo, esse mecanismo pode contribuir para o efeito neuroprotetor de P.
paniculata.

Levando todas essas informacdes em consideracdo, juntamente com os dados obtidos
neste trabalho, diz-se que a avaliagdo do potencial neuroprotetor do EHPp deve considerar as
modificagdes que as moléculas contidas no extrato podem induzir no microambiente da

isquemia cerebral global, o que inclui tanto neurdnios quanto células gliais (figura 33).
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Figura 33. Comparagdo entre o microambiente cerebral normal, afetado pela isquemia
cerebral global e as modificagdes promovidas pelo tratamento com extrato hidroalcodlico de
P. paniculata.
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Legenda: O tecido cerebral saudavel é constituido por células neuronais e gliais, com a participagdo de moléculas
que sinalizam a sobrevivéncia dessas células. Em presenga de dano, moléculas pré-inflamatorias sdo produzidas,
levando a modificagdo dessas células em resposta a lesdo isquémica. O tratamento com EHPp estimula a produg@o
de fatores neurotroficos e reduz os niveis de citocinas pro-inflamatorias, criando um microambiente favoravel a
sobrevivéncia e regeneracao.

De maneira geral, a oclusdo bilateral das artérias cardtidas comuns por 30 min

aumentou a expressao das citocinas IL13 e TNFa, potentes moléculas na indug@o de processos
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inflamatorios, as quais podem promover ativagao e recrutamento de células que atuam na defesa
do SNC. Nao bastante, essas citocinas podem também ser liberadas por essas células,
aumentando a inflamacao local. Embora a inflamagdo seja fundamental para conter o dano e
remover debris, ¢ importante que seja um evento finamente controlado, diminuindo assim
consequéncias nocivas ao tecido, que levariam a graves sequelas ao individuo acometido por
essa doenca. A redugao dessas citocinas promovida pelo tratamento com EHPp iniciado 3h apds
a lesdo contribui grandemente para atenuar os processos inflamatoérios.

Em conjunto, observou-se reducdo da ativacdo microglial, células que, no inicio do
evento, levam a ampliagdo da inflamacdo. Nossa analise foi realizada 48h apds lesdo e,
considerando que o decurso temporal € essencial na resolugdo do processo, ¢ essencial conter
sua superativagdo no inicio do evento. E fundamental também que a regulagdo dessas células
promova, em momentos mais tardios, a transi¢ao para um fenotipo anti-inflamatorio.

Somando-se a esses achados, vimos que o tratamento com EHPp ndo altera a expressao
génica de GFAP no hipocampo. Infere-se que o processo de formagdo da cicatriz esteja
ocorrendo, de maneira a evitar o espalhamento de mediadores toxicos para o tecido saudavel
adjacente. No cortex, observamos reducdo de GFAP nos animais tratados com extrato,
indicando que o remodelamento dos astrocitos aconte¢a de maneira diferente nessa regido.
Tendo em vista seu papel dual, € importante controlar finamente o processo de reatividade
astrocitaria da mesma forma que a ativagdo microglial, influenciando a expressdo de moléculas
que contribuam para um microambiente favoravel a protecdo e redugdo de morte celular, em
que essas c¢lulas assumam mais o fenotipo anti-inflamatério, em contrapartida ao fenotipo pro-
inflamatério. Por isso a importancia dos dados sobre aumento da producdo de fatores
neurotroficos promovido pelo tratamento com EHPp, os quais sdo mediadores que favorecem
sobrevivéncia e regeneragao.

Mais estudos sdo necessarios para elucidar completamente o mecanismo pelo qual o
EHPp exerce seu efeito protetor em modelos de isquemia cerebral, todavia inferimos que o
extrato contribui na promog¢ao do microambiente necessario para favorecer a transicdo das
células gliais em um fendtipo protetor, além de atuar em multiplos alvos.

Ademais, como descrito anteriormente, hd evidéncias de que podem acontecer eventos
modificadores diretamente na célula neuronal, como visto pela analise em culturas primarias

de neurdnios corticais, em que moléculas que promovem sobrevivéncia dessas células sejam
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também produzidas, reduzindo assim sua morte por apoptose, visto que a coloragao de Hoechst
marca apoptose, ¢ foi reduzida pela adicdo de EHPp em cultura.

Ha evidéncias, também, sobre a atuacao de moléculas do extrato em receptores cuja
ativagdo aumenta a lesdo isquémica, como o0s receptores glutamatérgicos. Bloquear canais
idnicos ¢ um ponto de intervencdo fundamental para impedir influxo de célcio, por exemplo,
que favorece diversas vias de sinalizagcao que culminam em morte celular.

Foi demonstrado que a isquemia leva a degeneracao de neurdnios hipocampais, os
quais s3o sensiveis a esse evento e que o tratamento com EHPp reduziu significativamente a
degradacao desse tecido.

Todos esses efeitos celulares e moleculares contribuiram para que os animais tratados
com extrato apds a lesao tivessem um desempenho melhor em avaliagdes comportamentais nas
quais os animais ndo tratados apresentaram graves déficits. A diminuicdo de sequelas
funcionais ¢ fundamental para que uma intervengao terapéutica seja considerada bem-sucedida.

Dessa maneira, em um contexto em que ndo ha terapias que protegem o tecido cerebral
de maneira eficaz apos isquemia e em que varias drogas falharam em estudos clinicos por
provocarem efeitos adversos mais graves do que efeitos benéficos, o tratamento com extrato
hidroalcoodlico de Polygala paniculata pode vir a ser uma opgao eficiente para uma intervengao
terapéutica também em humanos.

A extrapolagdo da dose de animais para humanos deve levar em consideragao
parametros como a area de superficie corporal e farmacocinética para aumentar a seguranga em
ensaios clinicos. Existem diferentes métodos para calcular a dose equivalente em humanos
(BAUMGARTNER et al., 2018). Assim, estima-se que a dose de 1 mg/kg, utilizada em
camundongos, seria equivalente a 0,081 mg/kg em humanos. Considera-se, desse modo, que
um adulto pesando aproximadamente 70 kg, deveria ingerir 5,7 mg da planta para obter o efeito.
Entretanto, essa informagdo deve ser interpretada cautelosamente, devido a variacao da
farmacocinética e farmacodinamica entre as espécies. Segundo a STAIR, a curva dose-resposta
deve envolver diversos parametros, sendo avaliada apo6s isquemia em diferentes espécies
(FISHER et al., 2009).

Sao necessarios, ainda, estudos que identifiquem métodos de obtencao sustentavel
dessa planta, levando em consideragdo a quantidade necessaria para produgdo, sua
disponibilidade e qualidade, de maneira a ndo causar grande impacto ambiental, preservando

essa espécie.
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E conhecido que a populagio brasileira utiliza plantas medicinais ha bastante tempo.
Por longo periodo os d6rgdos sanitarios ndo se atentavam para a regulamentacao desse uso
apropriadamente. A implantagdo da Politica Nacional de Plantas Medicinais (PNPM), em 2006,
foi fundamental para a melhora da orientagdo dessa pratica, tendo como objetivo “garantir a
populacdo brasileira o acesso seguro e o uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos,
promovendo o uso sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da
industria nacional” (BRASIL, 2006). Esse decreto englobou ag¢des que visavam ampliar as
opcdes terapéuticas aos usudrios do SUS, de maneira segura e eficaz, regulamentando a
produgdo, a distribui¢do e o uso de plantas medicinais. Ademais, a promogao da pesquisa e do
desenvolvimento de tecnologias e inovagdes foram garantidos, através da criag@o e do apoio a
centros de pesquisa em fitoterapia e capacitacao de profissionais, fortalecendo a industria
farmacéutica nacional nesse campo. Uma preocupacao importante foi sobre o uso sustentavel
da biodiversidade. Neste sentido, ¢ evidente que este trabalho contribui para o fortalecimento
das Politicas Publicas relacionadas ao uso de plantas medicinais e Pratica Integrativa
Complementar em Saude (PICs) (BRASIL, 2006) por apresentar resultados experimentais que
indicam o potencial terapéutico da P. paniculata para condic¢do e sintomas clinicos observados
em pessoas acometidas por isquemia cerebral. Além de indicar, pelo menos em parte, os
mecanismos neurobiologicos associado aos beneficios do uso do extrato da P. paniculata no

modelo experimental de isquemia cerebral.
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6 CONCLUSAO

Tendo em vista os resultados obtidos no presente trabalho, conclui-se que:

a) A adicdo de extrato hidroalcoolico de P. paniculata a cultura de neur6nios corticais previne

a apoptose dessas células em condi¢des de privagao de oxigénio e glicose.

b) O tratamento com extrato hidroalcoodlico de P. paniculata reduz os déficits motores e

cognitivos desencadeados pela isquemia cerebral global em camundongos.

¢) O tratamento com extrato hidroalcodlico de P. paniculata ameniza o comportamento do tipo

ansioso causado pela isquemia cerebral global em camundongos.

d) A isquemia cerebral global provocou aumento da expressao génica de GFAP no cortex e no
hipocampo dos camundongos, indicando possiveis alteragdes nos astrocitos em resposta ao
dano cerebral nessas regides. O tratamento com extrato hidroalcoolico de P. paniculata nao
alterou a expressao desse gene no hipocampo, mas preveniu seu aumento no cortex de animais

submetidos a BCCAo.

e) A isquemia cerebral global provocou aumento da ativagdo microglial no cortex e no
hipocampo dos camundongos. O tratamento com extrato hidroalcoodlico de P. paniculata

preveniu esse aumento em ambas as regioes.

f) O tratamento com extrato hidroalcoolico de P. paniculata diminuiu a expressao das citocinas
pro-inflamatorias TNFa e IL-1f no hipocampo dos camundongos, as quais estavam aumentadas
nessa regido apos a lesdo. No cortex, houve apenas aumento sutil da expressao dessas citocinas
nos animais apos lesdo, embora ndo tenha sido estatisticamente significativo. A expressao de
IL-6 ndo foi alterada no cortex dos animais; no hipocampo, todavia, houve aumento dessa

citocina apenas em animais tratados com extrato hidroalcodlico de P. paniculata ap6s isquemia.

g) O tratamento com extrato hidroalcodlico de P. paniculata aumentou a expressao proteica de

GDNF e BDNF no cortex dos animais submetidos a lesdo isquémica. No hipocampo, houve
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aumento da expressao proteica de GDNF e da expressao génica de BDNF nos animais tratados

apods isquemia cerebral global.

g) O tratamento com extrato hidroalcoolico de P. paniculata diminuiu a morte de neurdnios

hipocampais apos isquemia cerebral global em camundongos.

Em conjunto, nossos dados demonstram que o extrato hidroalcodlico de P. paniculata
promove a redugdo dos prejuizos motores, cognitivos e emocionais desencadeados pela
isquemia cerebral global no modelo experimental em camundongos. O seu mecanismo de agao
parece envolver a redugdo da neuroinflamagdo provocada pela lesdo, através de reducao da
ativag¢do microglial e reducdo da expressao génica de citocinas pro-inflamatdrias em areas mais
susceptiveis, como hipocampo e cortex; além de aumentar a expressdo génica e proteica de
fatores neurotroficos reduzindo a degeneragao hipocampal (figura 35). Esses achados fornecem
evidéncias cientificas que contribuem para a validagdo e valorizagdo do potencial terapéutico
da Polygala paniculata para condi¢des de doencas com incidéncia e relevancia mundial, como

a isquemia cerebral.
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Figura 34. Principais mecanismos de lesdo isquémica e possiveis intera¢des de Polygala
paniculata.
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Legenda: Diferentes mecanismos sdo responsaveis pela lesdo durante a isquemia cerebral. O extrato hidroalcoolico
de P. paniculata pode interferir em varios desses processos, promovendo melhora do quadro. O mecanismo de
acdo dessa planta parece ser dependente da reducdo da ativacdo de células gliais, redugdo da expressdo génica de

citocinas pro-inflamatorias, bem como do aumento da expressao de fatores neurotréficos. Fonte: criado pela autora
através do Biorender.
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