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EFEITOS DO TRATAMENTO ORAL COM PROPOLIS
VERMELHA E EXERCICIO DE NATACAO SOBRE A
LESAO MEDULAR EM RATOS.

Fanildes Silva Moraes dos Santos

A lesdo da medula espinal (LME) é um problema clinico debilitante de alta incidéncia,
ainda sem tratamentos efetivos. Estratégias terapéuticas tém sido utilizadas no sentido
de conter os eventos secundarios ao trauma, como inflamacao e geracédo de espécies
reativas de oxigénio, e a0 mesmo tempo promover o crescimento axonal. Neste
sentido, a propolis vermelha apresenta propriedades antioxidantes e anti-inflamatoérias,
enquanto a atividade fisica pode promover a sintese de fatores de crescimento
neurais. Este trabalho propOs-se testar os efeitos do tratamento com o extrato
hidroetandlico da prépolis vermelha (EHPV), associado ou ndo ao exercicio de
natacéo, sobre a LME. Os efeitos foram caracterizados ap0s hemissec¢éo unilateral
toracica ou laminectomia, seguidas de avaliagdo da recuperacédo funcional motora, no
01°, 07°, 14° e 21° dias apoés a cirurgia. Diariamente, grupos de animais realizaram
exercicio de natacdo durante trés semanas consecutivas a lesdo e/ou receberam
EHPV via oral por duas semanas, nas doses de 10 e 50mg/kg. Finalizados os testes
de comportamento, procedeu-se a analise histoldgica do tecido medular espinal para
avaliagcdo da morte neuronal e intensidade da inflamag&o. O extrato foi caracterizado
com relacao ao rendimento da extracao e atividade antioxidante pelo método DPPH. O
EHPV, com rendimento de 42%, atingiu o IC50 em 58 pg/ml. Nos resultados
comportamentais, um dia apés a lesdo todos os grupos LME apresentaram déficit
motor significativo comparado a laminectomia. Apés 07 e 14 dias, os grupos LME
tratados com EHPV na dose de 10mg/kg e natacdo separadamente tiveram efeito
significativamente favoravel a recuperacado da lesdo. A partir da terceira semana, todos
os tratamentos mostraram-se favoraveis a recuperacdo funcional de forma
significativa. Contudo, o tratamento com EHPV 10mg/kg mostrou ser mais efetivo em
acelerar a recuperacdo funcional motora (p < 0,05). A natacdo reduziu a morte
neuronal (p < 0,05) e a intensidade da reacao inflamatéria (p < 0,05). Estes efeitos
foram mais evidentes associados ao EHPV 10 mg/kg (reacdo inflamatoria leve). Os
resultados indicam que a natagdo e a prépolis vermelha 10 e 50 mg/kg favorecem a
recuperacao funcional, reduzindo morte neuronal e inflamacdo apés LME em ratos.
Palavras-chave: Lesdo medular, propolis, exercicio fisico.
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SWIMMING TRAINING AND ORAL ADMINISTRATION OF RED
PROPOLIS IMPROVE FUNCTIONAL RECOVERY AND REDUCE
INFLAMMATORY RESPONSE AFTER RAT SPINAL CORD
INJURY

Fanildes Silva Moraes dos Santos

Therapeutic strategies for spinal cord injury have sought to promote axonal growth and
reduce the toxic secondary events such as inflammation and oxidative stress. While
the physical activity can promote the synthesis of neural growth factors, red propolis
presents anti-inflammatory and antioxidant properties. Thus, this study aimed to
evaluate the effects of swimming exercise and the oral administration of hydroethanolic
extract of red propolis (HERP), administered alone or in association, after spinal cord
injury in rats. Animals were subjected to hemisection (SCI) at the thoracic level (T10),
or laminectomy. Swimming exercise was performed from 03 days to three consecutive
weeks after surgery. HERP (10 and 50 mg/kg) was given orally daily during the first
two weeks. The motor recovery was evaluated at 01, 07, 14 and 21 days by using a
BBB scale. After tests were completed, the histological analysis was performed in order
to measure the neuronal cell death and inflammatory response. Also, it was used the
dpph method for the evaluation of the HERP antioxidant activity. The yield of the EHPV
was 42% and it was able to sequester 50% of free radicals in a concentration of 58
ug/ml. The behavioral results showed significant motor deficit in all SCI groups at day
01. After 07 days, the groups treated with EHPV (10mg/kg) or exercise alone had
significantly motor recovery from injury, as well as 14 days. From the third week, all
treatments improved the functional recovery significantly; however, HERP (10mg/kg)
alone was the most effective. Concerning the histological analysis, swimming exercise
reduced neuronal cell death and the inflammatory response, this effect being more
pronounced when associated with EHPV (10 mg/kg). The results indicate that
swimming training and HERP improve functional recovery, decrease neuronal cell

death and reduce the inflammatory response after SCI in rats.

Key-words: Spinal cord injury, red propolis, Physical exercise.
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1. INTRODUCAO

A lesdo da medula espinal é um problema clinico sério e complexo que
resulta na interrupcdo da comunicagéo sensorial e motora entre estruturas do sistema
nervoso central (SNC) e periférico. Como consequéncia, observa-se auséncia parcial
ou total de movimentos voluntarios e sensibilidade abaixo do nivel da leséo,
comprometendo a qualidade de vida dos individuos. Dados epidemiologicos estimam
que a lesdo da medula espinal acometa mundialmente 10.000 pessoas por ano,
principalmente homens, adultos jovens em fase produtiva. Em contra partida, em
adultos, a reparacao das fibras e células que constituem o SNC apés lesdo da medula

espinal é restrita.

Apds o trauma inicial, a medula espinal esta sujeita a uma série de eventos
secundarios neurotéxicos como influxo de ions, altera¢gdes no fluxo sanguineo local,
processos inflamatorios e geracdo de espécies reativas de oxigénio. Estes eventos
secundarios contribuem para a expansao da lesdo e ainda dificultam processos de

regeneragdo, contribuindo para a evolucao do quadro neuroldgico.

Diante da complexidade que envolve os eventos fisiolégicos apds lesao
medular, estratégias terapéuticas que possam conter 0s eventos secundarios da leséo
e ao mesmo tempo promover o crescimento axonal e recuperar as conexdes com as
estruturas alvo tem sido objetivo de muitos estudos. Neste sentido, embora nédo
existam tratamentos capazes de reverter completamente 0s danos heuronais
ocasionados pela lesdo medular, tem sido demonstrado que a utilizacdo de moléculas
bioativas e terapias de reabilitacdo motora podem gerar condigbes favoraveis ao

crescimento axonal.

Neste contexto, a propolis € um material resinoso produzido pelas abelhas
com atividades antioxidantes e anti-inflamatérias descritas na literatura. Alguns
flavondides encontrados em amostras de prépolis agem em diferentes processos
fisiol6gicos, incluindo aqueles que ocorrem no SNC. Por exemplo, estudos pré-clinicos
recentes reportaram a acdo neuroprotetora da pinocembrina e da formononetina in
vivo e in vitro. Adicionalmente, foi demonstrado que a administragdo oral do extrato
hidroetandlico da propolis chinesa promoveu recuperacdo funcional e reducdo da

resposta inflamatéria em ratos submetidos a lesdo medular.

A propolis encontrada na regido Nordeste do Brasil apresenta coloracdo

vermelha e propriedades farmacoldgicas peculiares, como maior acao antioxidante
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guando comparada a amostras de outras regides, que apresentam diferente
composi¢do quimica. A propolis vermelha tem sido alvo de diversos estudos, mas
ainda néo existem relatos na literatura da utilizacdo deste material como adjuvante no

tratamento para minimizar os efeitos da lesédo medular.

A atividade fisica tem sido utilizada como estratégia para a reabilitacdo de
pacientes com trauma da medula espinal. Estudos experimentais demonstraram que
ocorre um aumento na sintese de fatores de crescimento neurais e modificacbes
sinapticas, associadas a recuperacdo funcional motora e sensorial, em roedores
submetidos a lesdo medular que realizaram treinamento fisico aerébico e de forca.
Estudos conduzidos em seres humanos mostraram que a atividade fisica pode
favorecer a ativagédo de sistemas neurotransmissores promovendo melhoria no quadro
sensoério-motor e funcdo cardiovascular apontando o exercicio como importante
desencadeador de alteragBes positivas na vida de uma pessoa com lesdo medular.
Embora estudos indiguem que a natacdo promova a recuperagdo funcional apos

lesdo, 0s mecanismos neurais subjacentes a esta pratica sdo pouco conhecidos.

Dessa forma, a proposta desta pesquisa foi avaliar o efeito do tratamento com
extrato hidroetandlico de prépolis vermelha (EHPV) e do exercicio fisico de natacao
sobre a les@o de vias sensorio-motoras em ratos submetidos a hemissecc¢éao toracica

da medula espinal.
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1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo geral:

Avaliar os efeitos do tratamento com EHPV e exercicio de natacdo, associados ou
ndo, sobre a lesdo medular em ratos produzida por hemissec¢édo em nivel toracico.

1.1.2 Objetivos especificos:

- Analisar as modificacdes funcionais apés os tratamentos por meio de escala de
avaliagao locomotora, no decurso temporal da leséo;

- Avaliar as modificagcBes estruturais no SNC, em funcéo dos tratamentos;

- Analisar modificacbes na resposta inflamatéria ap6s lesdo medular espinal (LME)
com a utilizacao de diferentes estratégias terapéuticas.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA
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2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Medula espinal e lesdo medular

A medula espinal € uma massa alongada e cilindréide de tecido nervoso,
situada dentro do canal vertebral, sem ocupa-lo completamente, ligeiramente achatada
no sentido antero-posterior (MACHADO, 2000). E composta por células e fibras
nervosas, denominadas neurdnios e axonios, respectivamente, que fazem a
comunicacgao sensorial e motora, por meio das fibras, entre o SNC e os demais 6rgaos
e sistemas do organismo (DEFINOS, 1999). Segundo Fernandes (2004), é a “estrada

por onde as informacdes motoras e sensitivas viajam entre o cérebro e o corpo”.

Nos adultos a medula espinal mede aproximadamente 45 cm e situa-se entre
o atlas (primeira vértebra Cervical) e a primeira ou segunda vértebra lombar onde
forma o cone medular. As raizes dos nervos espinais seguem até a parte caudal do
canal vertebral formando a cauda equina. Esta ultima tem inicio na décima primeira
vértebra toracica finalizando-se no terceiro segmento sacral, e ocupa todo o canal
vertebral abaixo da segunda vértebra lombar (L2) (DEFINOS, 1999).

A principal fungcdo da medula espinal consiste em transmitir, receber e
produzir estimulos em forma de informacdes motoras e sensoriais que S&o
transmitidas do encéfalo para todas as areas do corpo (GOULDING, 2009). Além
disso, a medula espinal atua como um importante centro de integracdo que coordena
comportamentos reflexos, de maneira topogréafica em relagéo a regido do corpo que &

inervada por um determinado segmento medular (FREUD et al., 2011).

Dessa forma, danos a medula espinal geralmente interrompem a
comunicagdo sensorial e motora entre estruturas do sistema nervoso central e entre o
sistema nervoso central e periférico, resultando consequentemente na auséncia
parcial ou total de movimento voluntario e ou sensibilidade abaixo do nivel da leséo
(DEFINOS, 1999).

De acordo com as especificagdes do banco de dados da National Spinal Cord
Injury Statistical Center (NSCISC, 2011), o termo lesdo da medula espinal (LME)
destina-se a qualquer dano causado em qualquer ponto da medula espinal, cone
medular ou cauda equina que comprime ou rompe seus tratos axonais impedindo o
envio de informacdes para o restante do corpo. Definos (1999), conceitua lesdo
medular como sendo “a transferéncia da energia cinética para a medula espinhal, o

rompimento dos axénios, a lesdo das células nervosas e a rotura dos vasos
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sanguineos”. Hagen et al., (2012) a descreve como lesdo aguda e traumatica da
medula espinhal, que conduz a graus variados de déficits motores, sensoriais e

paralisia.

Ainda de acordo com o NSCISC (2011), a LME pode ser caracterizada como
traumética ou ndo traumética, a depender de sua causa; completa ou incompleta,
dependendo do nivel de gravidade. A lesdo medular espinal traumética (LMET) ocorre
quando a medula sofre algum tipo de trauma, enquanto que lesdo medular ndo
traumatica se refere a medula que apresenta ma formacado ou é ofendida por alguma
patologia. Em relacdo a gravidade da lesdo, as incapacidades funcionais e motoras
causadas pela LME estdo diretamente relacionadas ao nivel anatbmico em que o
trauma acontece e estruturas corporais inervadas por segmentos neurais afetados

pela lesdo (quadrol).

ALTU [LOCAL NIVEL COMPROMETIMENTO MOTOR E SENSORIAL
RA MEDULAR
ClacCs Paralisia dos muisculos utilizados na respiragdo e de todos os

musculos dos membros superiores e inferiores. Geralmente fatal.

C5acCe6 Pernas paralisadas. Discreta capacidade de flexdo dos membros superiores.

CERVICAL
LESAO — —— <
Paralisacdo dos membros inferiores e parte dos punhos e das méaos. Os
C6acCv . ~ ~ :
movimentos dos ombros e a flexdo dos cotovelos estéo relativamente preservados.
ALTA
Paralisia dos membros inferiores e do tronco: ptose palpebral; auséncia desudorese
C8aTl - . : o .
na fronte (Sindrome de Homer); tragos relativamente normais; méos paralisadas.
Auséncia de sudorese na fronte (Sindrome de Homer); tragos relativamente
T2aT4 normais; méos paralisadas. Paralisia dos membros inferiores e do tronco: perda da
TORACICA sen5|_b|_lldade abaixo dos mgmllqs. .
Paralisia dos membros inferiores e da parte inferior do tronco: perda da
T5aT8 o . . Py
sensibilidade abaixo da caixa toracica.
) ToaT11l | Pernas paralisadas: perda da sensibilidade abaixo da cicatriz umbilical.
LESAO — — . —
BAIXA Ti2alL1 | Paralisiae perda da sensibilidade abaixo da virilha.
LOMBAR L2 al5 Diferentes padrdes de fraqueza e entorpecimentos dos membros inferiores.
S1as? Diferentes padrdes de fraqueza e entorpecimentos dos membros inferiores.
SACRAL

S3ass Perda do controle da bexiga e dos intestinos: entorpecimento no perineo.

Quadro 1: Incapacidades causadas pela lesdo medularem funcdo da localizac&o do trauma.
Fonte: Hegen, (2012)

As denominacdes vinculadas aos graus e niveis da LME foram criadas pela
American Spinal Injury Associacdo (ASIA) diante da necessidade de padronizacdo das
avaliacdes de diagndsticos neurologico, que favorecessem o acompanhamento e

previsao de resultados funcionais por especialistas. Leséo alta € a LME que afeta o
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nivel anatdbmico cervical e a lesdo baixa é a LME que atinge os niveis torécicos,
lombares e sacrais (HEGEN, 2012). A LME traumética € classificada em cinco
categorias na escala de comprometimento neuroldgico, sendo entdo denominada
ASIA A, B, C, D e E (quadro 2). A LMET é considerada completa quando ha auséncia
de movimento voluntario ou sensibilidade abaixo do nivel da leséo, e incompleta

quando existe movimento voluntério e ou sensibilidade abaixo do nivel da lesao.

ASIA A | Leséao traumatica completa. Perda total da
funcdo motora e sensorial abaixo do nivel da
lesdo.

ASIA B Perda da funcdo motora, sensorial preservada
e sensibilidade do segmento sacral S4-S5.

ASIA C | Funcdo motora preservada, mais da metade
dos musculos-chave possuem grau de forca
inferior a 3, porém nado vencem a gravidade.

ASIA D | Funcdo motora preservada, mais da metade
dos musculos-chave possuem grau de forga
inferior a 3, embora vencem a gravidade.

ASIA E | FungBes motora e sensorial s&o normais.

Quadro 2:Classificacdo do Comprometimento neurolégico de acordo com a ASIA
Fonte: (NSCISC 2009; HEGEN 2012, SARAH, 2011).

A capacidade de reparacdo das fibras e células que compdem SNC apos a
LME é limitada. Dessa forma, a LMET é uma injdria altamente debilitante. Ocorre com
alta incidéncia, além de resultar em danos neurolégicos severos e possui alta taxa de
morbidade e taxa de mortalidade estimada em 5% dos acometidos (NSCISC, 2009).
Afeta de 2,3 a 83 pessoas por milhdo de habitantes anualmente em todo o mundo
(HAGEN, 2012). Dados fornecidos pelo relatério anual do NSCISC (2011), estimam 40
casos de LMET por milh&do de habitantes nos Estados Unidos e que aproximadamente

12.000 novos casos ocorram a cada ano. Entre as principais causas da LMET estédo
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0s acidentes automobilisticos, seguido por quedas de alturas, ferimentos por arma de
fogo e traumatismo esportivo. O documento indica ainda que a lesdo ocorre mais
frequentemente para o género masculino, representando 80% dos casos, e a faixa

etéria predominantemente atingida por esta enfermidade esta entre 14 e 40 anos.

No Brasil um estudo realizado na Rede SARAH de hospitais durante o
primeiro semestre de 2011, mostrou que a LMET ocorre em 70,9% das internagoes
por traumas, havendo um maior predominio para a paraplegia, atingindo 67,2% dos
casos, sendo que 63% dos diagndsticos apresentados no momento da internacdo séo
de lesdo medular completa. O estudo também indica que a faixa etaria predominante
esta entre 14 e 39 anos, sendo 80,2% dos acometidos homens e que 0s acidentes de
transito sdo as principais causas da LMET, correspondendo65% dos casos (SARAH,
2011).

Anderle et al., (2010) encontraram no Hospital Estadual Professor Carlos da
Silva Lacaz, na cidade de Francisco Morato em S&o Paulo, no periodo entre maio de
2005 e dezembro de 2008, 69 pacientes submetidos a tratamento cirdrgico de
LMET.Os déficits neuroldgicos completos estavam presentes em 26,1% dos casos e
56,6% chegaram ao hospital apresentando indice E da escala ASIA. Em Sergipe, s6 o
Hospital de Urgéncia de Sergipe (HUSE) no ano de 2010, recebeu 126 pacientes com
LMET, dos quais 10% foram a 6bito (PEREIRA; JESUS, 2011).

O quadro neurolégico apés LME depende do nivel de gravidade da leséo, que
€ determinadopela complexidade de eventos que envolvem as fases de
desenvolvimento da injuria. A fisiopatologia da LMET € caracterizada por uma leséo

inicial priméria, seguida de deterioracao secundaria (ZAO et al., 2011; JIA et al., 2012).

O trauma medular primario esta geralmente associado ao deslocamento ou fratura do
canal vertebral, que provoca secgdo, compressado e ou concussdo da medula espinal.
Como resultado,sucedem-se modificagbes substanciais nos aferentes primarios,
interneurbnios e motoneurbnios, repercutindo particularmente no bloqueio da
transmissdo do impulso nervoso e na interacdo sensoério-motora (DEFINOS,
1999).Concomitante aos processos de apoptose e necrose ocorre rompimento dos
vasos sanguineos, com consequente hemorragia ocasionando isquemia, hipoxia e
despolarizagdo da membrana celular, que impede a propagacdo do impulso nervoso
(GENSEL et al., 2011; ARIAS, SEVERO e TUDURY, 2007; OYINBO, 2011).

Na lesé@o priméria (até 24h apos o trauma), o organismo atua favorecendo a

regulacdo de genes apoptoticos e pré - inflamatérios especificos que em grande
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quantidade possuem efeitos nocivos sobre a sobrevivéncia da célula lesionada,
ocasionando a morte de mais neurdnios (um a trés dias), levando ao desenvolvimento
da lesdo secundaria, que pode persistir por meses ou anos apdés 0 trauma
(CADOTTE;FEHLINGS, 2011; YU et al., 2012), causando a morte prolongada de
neurdnios (YIP; MALASPINA, 2012).

TRAUMA
< v N\
LACERAGAO CONCUSSAO COMPRESSAO
INTERRUPGCAO IMPULSO NERVOSO
HEMORRAGIA
PERDA DA AUTORREGULAGAO SANGUINEA
\%
4 PRESSAO
SANGUINEA

INFLUXO ISQUEMIA
IONS MEDULAR

, |

APOPTOSE NEURONAL

v

INFLAMAGCAO RADICAIS LIVES
DISFUNCAO PEROXIDAGAO
NEURONAL LIPiDICA

NECROSE NEURONAL

Figura 1: Representacdo do mecanismo fisiol6gico da lesdo medular traumatica
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Enquanto a lesdo priméria é caracterizada pelo trauma mecénico causador de
danos imediatos ao tecido neuronal com morte celular e sangramento, os danos
expressos no primeiro momento da lesdo dao origem a novos e importantes fatores
que viabilizam a ampliacao da leséo, levando a destruicdo progressiva dos tecidos em
torno da area central. Agravidade da LME depende, em grande parte, da extenséo do
dano secundério causado por uma sequéncia de eventos celulares e moleculares, tais
como a inflamagéo, producdo desequilibrada de radicais livres e excitotoxicidade
causada por glutamato, um neurotransmissor excitatoriocapaz de causar alteracdes
quimicas importantes que irdo estabelecer intima relagdo com o quadro clinico
observado (ZAO et al., 2011).

A lesdo secundaria, portanto, concerne as respostas do organismo em fungéo
a lesdo primaria (CADOTTE;FEHLINGS, 2011).0s eventos envolvidos nesta
faseincluem a formacdo de edema,isquemia e hipoxia decorrentes da hemorragia,
alteracéo do fluxo sanguineo(IMPELLIZZERI et al., 2012), além do influxo de ions que
ocorre em funcdo da ruptura de axbnios e reacdo celular no microambiente
medular,que por sua vez,sofrem influéncia das alteragbes da Dbarreira
hematoencefélica na regido medular (DEFINOS, 1999; CUSTODIO, 2008; PERALE et
al., 2012).

A inflamacgé&o, ponto critico na lesdo medular, leva o sistema imunoldgico a
secretar citocinas como interleucina (IL)-18, interleucina-6 e o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) que, em desequilibrio, podem danificar tecidos saudaveis e também
agravar a lesdo, aumentando a extenséao da inflamacédo. O dano tecidual e endotelial
causado pelo trauma desencadeia vasodilatagdo e aumento da permeabilidade
vascular, ocorrendo a principio extravasamento de células sanguineas para o local da
lesdo como leucdcitos seguidos de neutréfilos, monécitos e linfécitos ampliando o
processo inflamatorio (OYIMBO, 2011).

Com o rompimento de vasos sanguineos que nutrem o tecido medular, ha liberacdo de
substancias vasoativas capazes de causar alteracdo na perfusdo da medula espinal.
Como resultado disso, as células inflamatérias j& liberadas induzem sequéncialmente
células responsaveis por fases subsequentes a liberacdo dos neutréfilos, como a
microglia, responsavel pela fagocitose, seguida dos astrécitos responsaveis pela
liberacdo de substancias no ambiente medular (SCHWAB et al., 2006; PERALE et al.,
2012).
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As alteragcbes quimicas no local da lesdo favorecem o aumento das
cavitacdes, traduzidas por contracdo do endotélio vascular induzido pela histamina
liberada pelo processo inflamatério reforcando a resposta. As cavitagdes sao
preenchidas por fluidos e circundadas por tecido cicatricial no centro da lesdo,
exacerbando a disfuncéo neurolégica, impedindo desta forma o crescimento neuronal
(WRIGHT et al., 2011; PERALE et al., 2012).

A participacdo de neurotransmissores excitatorios é favorecida pelo influxo
das citocinas que liberam especialmente o glutamato. Quando em excesso, O
glutamato desencadeia a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO’s), como o
oxido nitrico (NO), em funcéo da despolariza¢do neuronal e abertura de canais ibnicos
voltagem-dependentes (canais principalmente de calcio e sédio) (SCHWAB et al.,
2006; PROW et al., 2007; IRANI, 2008; GENSEL et al., 2012).

A liberacdo do glutamato é excessiva logo apos o trauma medular em torno e
no local da lesdo e as mudangas metabolicas severas ocasionam a morte de
neurbnios e de oligodendrécitos (OYIMBO, 2011; ZHAO et al., 2011). (ARIAS;
SEVERO; TUDURY, 2007). Neurbnios e oligodendrécitos sdo particularmente
vulneraveis a excitotoxicidade por glutamato porque expressam receptores de
glutamato. A lesédo excitotoxica por glutamato resulta na desmielinizacdo de axénios
(lesdo dos oligodendrdcitos) e morte de neurbnios em torno do local da lesdo, levando
a uma reducéo drastica ou parada completa de transmissao axonal (OYIMBO, 2011).
Isso acontece porque o glutamato liga-se a proteinas receptoras propiciando a
abertura dos canais de ions, permitindo o aumento de so6dio e principalmente o
aumento do célcio intracelular (HALL, 2011; ARIAS, SEVERO e TUDURY, 2007).
Este ultimo é responsavel pela ativacdo de proteases que destroem o citoesqueleto e
o DNA cromossomal iniciando a necrose, morte imediata e a apoptose, morte
programada das células que compdem o tecido neuronal (ARIAS; SEVERO; TUDURY,
2007).

As espécies reativas de oxigénios (EROs) em excesso no tecido neuronal
favorecem o estresse oxidativo e a apoptose de oligodendrécitos causando dano
adicional ao tecido local e neurodegeneracéo de tecidos adjacentes ao sitio da lesdo
(WRIGHT et al., 2011). Estas espécies refletem as reagBes de lesdo excitotoxica
mediada por glutamato (GENSEL et al., 2012), insuficiéncia respiratéria mitocondrial e
dano microvascular (BAINS e HALL, 2012). O estresse oxidativo é uma condi¢édo de
desequilibrio entre a producdo de EROs e o nivel de substancias antioxidantes no
meio intracelular (GANDHI e ABRAMOV, 2012; KOPPULA et al., 2012).
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A insuficiéncia respiratéria mitocondrial diminui a produ¢do de adenosina tri-
fosfato (ATP), favorecendo a liberacédo de EROs (HALL e SPRINGER, 2004; SCHWAB
et al., 2006), com consequente dano oxidativo e peroxidagdo lipidica de proteinas

medulares, inflamagé&o e apoptose neuronal.

A liberacdo de EROs é um evento precoce, que ocorre em poucos minutos
apds o impacto mecéanico que causa a LMET (BAINS; HALL, 2012). As EROs agem
como moléculas sinalizadoras que iniciam a progressao da inflamacao pds-traumatica
e a apoptose (HALL; SPRINGER, 2004; SCHWAB et al., 2006). Um componente
fundamental nesse evento € o peréxido nitrito, indutor da peroxidacdo lipidica. A
formacédo de perdxido nitrito e peroxidacao lipidica séo irreversiveis, danificam lipideos
da membrana neuronal e fungbes especificas das proteinas, levando esse tecido a

desequilibrios constantes na liberagéo de ions (BAINS; HALL, 2012).

Além disso, a producdo de radicais livres possui papel significativamente
importante no desenvolvimento da dor neuropética apds LMET. Pacientes que sofrem
de sindrome de dor neuropatica expressam os produtos da peroxidagao e substancias
antioxidantes significativamente elevados no sangue e podem ter seus sintomas
aliviados a partir de tratamentos que utilizem sequestradores de radicais livres (HAN et
al., 2012). Essas evidéncias enfatizam a premissa de que medidas terapéuticas que
minimizem a produgé&o de EROs e, dessa forma,diminuam o estresse oxidativo, podem
ser estratégias eficientes no que se diz respeito ao tratamento da LMET (JIA et al.,
2012).

2.2 Estratégias(s) Terapéuticas(s) para Lesdo Medular

Muitos dos fatores bioquimicos que estdo presentes na lesdo secundaria
tiveram seus mecanismos de desenvolvimento originados ainda no primeiro momento
da lesdo (PERALE et al.,, 2012), como o0s neuropeptidios, monoaminas, células
imunes, modificagbes em concentracdes de cations, aminoacidos e produtos da
hidrélise de fosfolipidios, como acidos graxos insaturados,eucosanodides e radicais
livres, dentre eles, o 6xido nitrico (NO) (YANG; KIM; LEE, 2007).

Ao mesmo tempo, alguns eventos de fase aguda continuam atuando na fase
secundaria (OYIMBO, 2011). Estes dados fundamentam a importancia de inicializacado
de tratamentos imediatamente apés o trauma, uma vez que eventos fisioldgicos e

bioquimicos atuam na primeira e segunda fase da leséo.
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Portanto, estudos buscam o desenvolvimento de a¢fes terapéuticas distintas,
a partir de varias abordagens metodoldgicas, voltadas para fases especificas de
recuperacdo da lesdo, que possam estabelecer tratamento para as consequéncias
agudas e crbnicas ou terapias de reabilitacdo (Custodio, 2009). Oyinbo (2011), que
classifica as fases da LMET como: aguda, secundaria e crbnica,salienta que na
tentativa de melhor entender a fisiopatologia da lesdo medular espinal, diversos
métodos experimentais que reproduzem a lesdo medular sdo utilizados em estudos

pré- clinicos laboratoriais.

Métodos como Clips para aneurisma (POON et al., 2007), cateteres com
baldes (KHAN; GRIEBEL, 1983), contusdo por queda de peso (TORRES et al.,
2010), placas compressivas (SILVA, 2006) transeccdo (LIU et al., 2010) e
hemisseccdo medular (YING et al., 2008), cabos circunferéncias (KHAN; GRIEBEL,
1983) e estreitamento do canal vertebral (CARLSON et al., 2003)sao apenas algumas
das formas utilizadas por pesquisadores para estudar o desenvolvimento das fases
gque envolve as injlrias medulares e através delas, encontrar estratégias terapéuticas

eficazes para mimetizar a severidade dos danos sucessores ao trauma.

Estudos mostram que melhorias mais acentuadas sdo observadas com a
utilizacdo de abordagens que agregam combinacdes entre duas ou mais terapias,
indicando que mudltiplas terapias contribuem favoravelmente para uma melhor
recuperacao e regeneracdo axonal (MARSH et al., 2011). Dessa forma, compreende-
se ser necessario 0 rastreamento das particularidades inerentes a cada fase do
desenvolvimento da lesdo e de toda reagéo fisioquimica que a envolve (JAKEMAN;
HOSCHOUER; BASSO, 2010).

Apesar das dificuldades em alcancar terapias que propiciem a completa
recuperacao desde o trauma inicial, algumas terapias experimentais tém demonstrado
sucesso no tocante a regeneracdo medular espinal apés lesdo (MAIER et al., 2008;
LIU et al., 2010). Tratamentos farmacolégicos em estudos in vivo e in vitro tém sido
propostos como potenciais abordagens terapéuticas. As terapias farmacoldgicas mais
promissoras incluem drogas que melhorem a conducéo axonal, equilibrem a regulacao
de genes e neurotransmissores relacionados ao crescimento celular, favorecam a
preservacdo do tecido neuronal e a manutencdo das atividades funcionais (FURLAN,
et al., 2011; PATERNIT et al., 2011).

Em humanos, além da intervencao cirdrgica indicada para a descompressao
da medula espinhal, realinhamento e estabilizacdo da coluna vertebral, o Unico

tratamento aprovado para uso na fase aguda € o tratamento com metilprednisolona.
27



UNIVERSIDADE TIRADENTES )
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO Stricto sensu EM SAUDE E AMBIENTE - Fanildes Silva Moraes dos Santos

Este medicamento tem utilizacdo questionada atualmente, pois sua administracdo
sistémica possui resposta modesta diante da complexidade do quadro e sua acdo esta
relacionada a graves efeitos colaterais, como infec¢éo apos lesdo e embolia pulmonar
(RASLAN; NEMECEK, 2012).

Enquanto a novas abordagens terapéuticas, pode-se citar o estudo de
Paterniti et al., (2011) indicando que a aplicacdo de adenosina tem efeito protetor
sobre a LME, agindo sobre receptores glutamatérgicos reduzindo a excitotoxicidade.
Abrams et al., (2012) encontraram indicios de que o imatinibe,um inibidor da tirosina
quinase, utilizado clinicamente para tratamento de cancer, possui efeito
significativamente protetor sobre neurdnios e outras células do tecido medular apds
LME em ratos. Yu et al., (2012) encontraram evidéncias de que o acido valpréico
influéncia a restauragcdo da hiperacetilacdo e reducdo da resposta inflamatoria
resultante da LME, sendo eficaz na recuperacdo da fungdo motora em ratos. Gensel et
al., (2012) na tentativa de preservar oligodendrdcitos e neurbnios motores utilizaram o
topiramato,um inibidor da histona deacetilase empregado no tratamento clinico contra
a epilepsia,para tratar lesdo medular a nivel cervical em ratos,0s autores perceberam
menor morte neuronal.(JAKEMAN; HOSCHOUER,; BASSO, 2010;
CADOTTE;FEHLINGS, 2011).

A inflamacdo e o estresse oxidativo sdo fatores importantes na fisiopatologia
da LME, e por isso, a modulacdo da exacerbacdo destes fatores pode ser uma
estratégica eficaz para a intervencao terapéutica (JIA et al., 2012). Diante disso,
produtos que apresentam em sua composicao substancias com atividade antioxidante
e anti-inflamatéria representam importante ferramenta farmacoldgica na diminuicdo
dos embates e agravantes causados no SNC pela lesdo medular secundaria, evitando
a progressao das cascatas de eventos quimicos que a envolve (TY et al.,, 2009;
MANDALARI et al., 2010).

A terapia fisica é componente fundamental comumente associada a terceira
fase conhecida como reabilitagdo. Sua acdo no SNC pode levar a impactos
significativos sobre a recuperacdo global nesta etapa, propiciando efeitos positivos
sobre o controle do movimento denominado de controle motor e capacidade de manter
ad habilidades fisicas e mentais também caracterizadas como capacidade funcional
(KLOOSTERMAN; SNOEK; JANNINK, 2009). Estes efeitos podem estar relacionados
ao aumento da producéo de fator de necrose tumoral derivado do cérebro (BDNF) no
musculo e medula espinhal, capazes de impedir a atrofia muscular e promover a
reorganizacao dos circuitos da coluna vertebral (SANDROW-FEINBERG et al., 2008).
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O BDNF é uma neurotrofina que desempenha um papel crucial no SNC,
modulando a excitabilidade neuronal e a transmissao sinaptica agindo nos processos
de crescimento, diferenciac@o e sobrevivéncia das células do tecido nervoso (DAVIS,
2008). Sua acdo €é diminuida pela LME e sua fungdo favorecida pelo
exercicio,resultando na recuperacdo do desempenho motor apos LME. Estudos tém
mostrado o potencial do treinamento motor no que se refere a promog¢do da
recuperacao funcional e plasticidade apdés uma lesdo medular, muito embora os
mecanismos e sistemas moleculares envolvidos ainda ndo estejam totalmente claros.
Sabe-se que o0 exercicio fisico aumenta a expressdo de neurotrofinas com acdes
especificas de reorganizacdo dos circuitos no tecido nervoso,favorecendo o
desempenho locomotora pés lesdo medular (SANDROW-FEINBERG et al., 2008;
YING et al., 2008; GRAZIANO et al., 2013).

Neste sentido, Yng et al., (2008) constataram que o exercicio fisico foi capaz
de mediar os niveis de BNDF e melhorar o desempenho motor em ratos com lesédo na
medula espinal. Beaumont et al., (2008) perceberam melhora no
desempenholocomotor de ratos atribuidaa plasticidade neuronal. Faherty et al., (2005)
demonstraram em seu estudo que o exercicio foi capaz de proteger a substancia
cinzenta contra morte neuronal induzida por lesdo em camundongos. Morphy et
al.,(2013) encontraram melhoras na condi¢docardiovascular em  gatos
hemisseccionados a partir de sua regulagdodurante o exercicio imediatamente apés

uma lesao.

Outros autores entanto, estudam a possibilidade de alcancar melhorias
utilizando tratamentos apés lesdo medular a partir do emprego de produtos naturais.
Em alguns desses produtos sdo encontradas substancias antioxidantes e anti-
inflamatorias em altas concentragfes podendo ser um interessante objeto de estudo
para a LME. Zhu et al., (2012) investigaram os efeitos benéficos de uma substancia
extraida do alho a alicina na lesdo da medula espinal em coelhos e demonstraram
efeito neuroprotetor da droga associados a melhoria da fungdo mitocondrial. Zao et al.,
(2011) observaram o efeito neuroprotetor do Ginkgobiloba L. sobre a LME modulando
a excitotoxicidade por glutamato e a peroxidacdo lipidica por provavel inibicdo da
fosfolipase. Genovese et al., (2010) avaliaram os efeitos da verbascosideo, uma
substancia extraida da verbena, na LME em ratos e encontrraram uma atenuac¢ao na
expressao de neurotrasmissores capazes de potencializar a sintese do 6xido nitrico no

tecido medular.
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2.3 Produtos Naturais

Diante da diversidade abundante de estruturas quimicas complexas e pouco
estudadas, presentes em produtos naturais, diversos trabalhos tém sido publicados,
visando comprovar suas propriedades farmacoldgicas e toxicolégicas, bem como
definir as substancias quimicas presentes responsaveis pela acdo bioldgica desses
produtos (PINTO et al., 2002; CARVALHO et al., 2008; BARREIRO; BOLZANI 2009;
ARAYAT; KINDSCHER ; TIMMERMANN, 2012).

Plantas, fungos, insetos, organismos marinhos e bactérias sédo fontes
importantes de substancias biologicamente ativas e estudos revelam que a maioria
dos farmacos em uso clinico ou sdo de origem natural ou foram desenvolvidos por
sintese quimica planejada a partir de produtos naturais (BARREIRO; BOLZANI 2009;
WELLS, 2011).

A introducdo de plantas de diferentes culturas no mercado mundial, a
exemplo das utilizadas na medicina oriental (JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005) tem
contribuido para o tratamento de diversas doencas, indicando novas possibilidades de
comercializagcdo e maior diversificacdo de estudos do produto natural. De acordo com
Schmitt et al., (2011) a globalizacdo e o desenvolvimento tecnolégico na area dos
ensaios bioldgicos foram grandes aliados no fortalecimento o direcionamento dessas

pesquisas.

Oliveira et al., (2012) relataram que, segundo a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), 80% da populacdo mundial utiliza plantas medicinais nos cuidados com
a salde, sendo que aproximadamente 10.000 plantas tém seu uso medicinal
documentado.A partir da grande quantidade de substancias ativas em sua
composicdo, resultam milhdes de combinagBes moleculares. Essas combinacdes
tornam-se eficientes na producdo de estruturas quimicas complexas com um extenso

grupo de moléculas funcionais aptas a interagirem com moléculas alvo.

Assim, aproximadamente 60% de compostos anticancerigenos e 75% dos
medicamentos para doencas infecciosas, por exemplo, puderam ser extraidos de
fontes naturais ou derivados de produtos naturais (MCCHESNEY; VENKATARAMAN;
HENRI, 2007). Desde a descoberta doTaxol, um farmaco anticancerigeno extraido
apartir  defungos  enddfitos, novas fontes defitoquimicose  substancias
bioativasprometendoaplicacdomedicinale agricolatém atraido a atencéo dos cientistas
em todo o mundo (CHEN et al., 2013).
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O Brasil é considerado um grande consumidor de produtos naturais. O
crescente indice de utilizagdo de plantas medicinais pela populacdo favoreceu a
implantacdo desses produtos pelo Sistema Unico de Salude (SUS), através de politicas
publicas na &rea da salde, que ja conta com 16 Estados em que o produto natural é
disponibilizado. A indicag&o terapéutica de produtos naturais pelos profissionais da
medicina deve estar associada a garantia de seguranca, eficacia e qualidade no
tratamento. Para tanto, o Brasil prop6s a Politica Nacional de Préaticas Integrativas e
Complementares (PNPIC) no sistema de salde publica. Essas préticas sdo regidas
por normas que adéquam a utlizacdo dos produtos naturais a pratica medicinal
regulamentada (OLIVEIRA et al., 2012).

Os Produtos naturais tém sido cada vez mais explorados pela populagéo e
pela area cientifica por apresentarem composi¢do rica em substancias importantes
para a manutencdo da saude (SMITH et al., 2008),a exemplo dos flavonoéides (ZAO et
al., 2011).0s flavondides oferecem potenciais terapéuticos antioxidante e anti-
inflamatério significantes para o organismo e estdo sendo utilizados na tentativa de
cura de varias patologias, inclusive aquelas que envolve doencas neurolégicas.Em
estudos pré- clinicos a utilizacdo desses produtos na busca por terapias que
minimizem os danos causados pela LME trazem esperanca para diversos
pesquisadores (LEE et al., 2005; GENOVESE et al., 2010; ZAO et al., 2011).

2.4 Prépolis

Dentre os produtos naturais utilizados pela populacdo, os derivados apicolas
tém-se destacado devido a sua composicdo quimica e potencialidades de uso na
saude humana (MELO, 2010; BLOCH et al., 2010). Entre eles, pode-se citar a
propolis (BERRETTA et al., 2012), a geleia real (PARK et al., 2012), o pélen apicola
(KADAFAR et al, 2012), o veneno (YUN; SUN, 2010) e o mel de abelhas
(ABDULRHMAN, 2012), por apresentarem importantes propriedades terapéuticas ja
comprovadas (CHERNIACK, 2010; KADAFAR et al, 2012). Tais produtos sao
atualmente comercializados como alimentos, apesar da populagdo conhecer suas
indicagBes terapéuticas. A utilizacdo destes recursos naturais apresenta um
significativo retorno financeiro e de baixo impacto ao meio ambiente, podendo ser
desenvolvida por pequenos produtores (SEBRAE, 2003; OLIVEIRA et al., 2010; REIS,
2011). Desta forma, a apicultura brasileira tem propiciado desenvolvimento econémico,
envolvendo principalmente a agricultura familiar (OLIVEIRA et al., 2010; REIS, 2011).
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A apicultura € uma prética antiga que remonta a mais de 3.000 anos, sendo
considerada uma atividade importante e bem desenvolvida, com propositos
direcionados a criagdo e o manejo de abelhas, bem como de seus subprodutos, desde
a idade do ferro (BLOCH et al., 2010). E uma atividade ecologicamente sustentavel
que gera renda para os produtores e esté aliada a conservagdo do ambiente, tendo
em vista a necessidade de manutencdo do pasto apicola para a obtencdo destes
produtos. A atividade apicola tem como prerrogativa a conservacao das espécies
vegetais hativas permitindo a utilizacdo permanente das mesmas pelas abelhas
(OLIVEIRA et al., 2010).

Neste sentido, a prépolis € um produto natural produzido biogeneticamente
pelas abelhas do género Apis a partir de diversas partes das plantas, como brotos,
ramos, botdes florais e exsudatos resinosos (SILVA, 2008). Possui composi¢éo
complexa e tem sido empregada na medicina popular h& séculos por exibir diversas
bioatividades. Sua utilizacdo ja era descrita pelos assirios, gregos, romanos, incas e
egipcios (PEREIRA, SEIXAS e AQUINO NETO, 2002). No Egito era utilizada para
embalsamar os mortos (“cera negra”), na Africa do Sul no periodo da guerra era
empregada como cicatrizante (MARCUCCI, 1996). Segundo Pereira, Seixas e Aquino
Neto (2002), a propolis foi utilizada na antiga Unido Soviética (URSS) no tratamento da

tuberculose.

A propolis € uma mistura, formada por material resinoso e balsdmico de
consisténcia viscosa.Os compostos que originam a propolis em estado bruto, segundo
Marcucci (1995), sdo derivados dos exsudatos de plantas coletadas pelas abelhas,
das substancias secretadas do metabolismo de abelha e dos materiais adicionados

durante a extragao da propolis.

O termo prépolis é de origem grega pro (em defesa de), polis (cidade), o que
significa: “em defesa da cidade ou da colmeia” (BANKOVA;DE CASTRO; MARCUCCI,
2000). Na colbdnia as abelhas utilizam a propolis para esteriliza¢éo, impermeabilizacao,
isolamento térmico, vedacdo e tratamento antisséptico impedindo assim a
contaminacéo e invasdo de animais (MARCUCI, 1996; MARCUCCI, 2001; LONGHINI,
2007).

Em geral, a prépolis bruta € composta de 50% de resinas vegetais, 30% de
cera de abelha, 10% de Oleos essenciais, 5% de poélen e 5% de substancias
organicas.(MENEZES, 2005; TOIT; BUTHELEZI; BODENSTEIN, 2009), podendo as
concentracdes sofrer pequenas modificaces dependentes do tipo da amostra
(BERRETTA et al.,, 2012).A coloracdo da prépolis pode variar do marrom escuro

32



UNIVERSIDADE TIRADENTES )
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO Stricto sensu EM SAUDE E AMBIENTE - Fanildes Silva Moraes dos Santos

passando a uma tonalidade esverdeada até o marrom avermelhado (LOTFLY, 2006;
INOUE et al., 2007).

No Brasil, sdo descritas propriedades bioldégicas e composicGes quimicas
distintas para diferentes amostras coletadas em diferentes partes do pais. Mendonca
(2011) apresenta em seu estudo os 13 tipos distintos da propolis ja estudados no
Brasil e os relaciona em grupos, a partir da caracterizacdo dos perfis fisicos, quimicos
e botanicos apresentados pela propolis brasileira. Ressalta ainda que sua origem
boténica varia de acordo com o pasto apicola disponivel.

Segundo Mendong¢a (2011), a propolis de cor castanho claro € encontrada
nos grupos 2 e 4 do Rio Grande do Sul e Parana, respectivamente. A que apresenta
coloragao castanho escuro pertence ao grupo 8 de Pernambuco e grupo 3 Parana,
tendo este Ultimo como origem boténica a resina do botdo floral de Populus Alba e
presenca de éster do acido dimetildialilcaféico, crisina e galangina em sua composi¢éo
quimica. A propolis amarela e amarela escuro caracterizam os grupos 1 do Rio
Grande do Sul, 9 de Pernambuco, 10 do Ceara e 11 do Piaui. Ja a variedade marrom
esverdeado é encontrada no Parana (grupo 5) e na Bahia (grupo 7). A mais estudada
e comercializada é a propolis verde ou marrom esverdeada representativa do grupo
12, encontrada principalmente em Sao Paulo e Minas Gerais. Esta variedade tem sua
origem botéanica a resina de folhas jovens de Baccharisdracunculifolia e apresenta em
sua composicao quimica flavonodides, acidos fendlicos, cetonas, aldeidos arométicos,
alcodis, terpenos, acidos graxos, aminoacidos, oligoelementos, vitaminas B1, B2, B6,
E, C e hidrocarbonetos. A cor marrom avermelhado (grupo 6) é encontrada na Babhia,
possuindo origem boténica atribuida principalmente a resina de folhas jovens de
Hyptisdivaricata. A propolis vermelha do grupo 13 € encontrada nos estados de
Alagoas, Bahia, e Pernambuco, sua fonte apicola é o exudato do caule da Dalbergia
ecastophyllum, e os seus importantes constituintes quimicos de maior destaque séo
flavonéides (pinocembrina, formononetina, rutina, quercetina, dalbergina entre outros)
e &cidos fendlicos (4cido feldrico) (MENDONGA, 2011).

A composi¢do quimica da prépolis sofre alteracdes de acordo com a
sazonalidade e a regido. As espécies encontradas no Brasil apresentam diferencas em
sua composi¢do quimica e atividade farmacolégica, que podem ser explicadas pela
biodiversidade de florestas encontradas no pais (BANKOVA et al., 2000; SFORCIN et
al.,2000; CASTRO et al., 2009).
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Diversos compostos quimicos ja foram identificados e/ou caracterizados na
propolis. Dentre eles as substancias mais comuns encontradas nas variedades
brasileiras sé&o os &cidos fendlicos (acido géalico) (MARCUCCI et al., 2001; BEECHER,
2003; BARBOSA, 2009), os flavonodides (como a quercetina, pinocembrina e
kaempferol), os derivados do &cido cindmico, ésteres, terpenos, aldeidos e cetonas
(GECKIL et al.,, 2005), fenilpropandides (como os &cidos caféico e clorogénico)
(LUSTOSA et al., 2008), dleos volateis e acidos aromaticos, ceras, resinas, balsamo,
pélen, acucares, alcoois, aldeidos, acidos graxo, aminoacidos, esteroides (MELO et
al., 2010), charconas e di-hidrochalconas e proteinas. Também foram identificados
elementos inorgénicos como o cobre, manganés, calcio, aluminio, silicio, zinco, cromo
(MARCUCCI, 1996) e vitaminas (A, B1l, B2, B6, C, E) (MENEZES, 2005). Estas

substancias sdo consideradas biologicamente ativas.

Dentre os compostos citados, o grupo dos flavondides tem sido mais
intensamente estudado (LUSTOSA et al., 2008). A ingestdo de flavondides e
terpendides, podem interferir em diversos processos fisiolégicos, atuando nos
processos responsaveis por promover a cicatrizacdo de ferimentos, principalmente
devido as suas caracteristicas adstringente e antimicrobiana (NAYAK et al., 2006).
Além disso, os flavondides apresentam atividades inibidoras do ciclo-oxigenase (COX)
e lipooxigenase, de reducéo de prostaglandina E2 (PGE?2) e da expresséo da isoforma
induzivel da COX (COX-2) (BARRETTA et al., 2012). Desta forma auxiliam na
resolugdo do processo inflamatério. Os flavondides apresentam também atividade
antioxidante e moduladora do sistema imune (WILLIAMS et al., 2004; ADELMAN,
2005; ALENCAR et al., 2007).

A propolis sob a forma de extratos hidroetandlicos, ricos em flavondéides, tem
sido estudada por apresentar atividade antimicrobiana (PARK et al.,, 1998), anti-
inflamatéria (LEDON, 1997), cicatrizante, anestésica e antioxidante (GECKIL et al.,
2005). O &cido fenil-éster-cafeico (CAPE), um dos componentes bioativos da prépolis,
apresenta atividade anticancerigena (MARCUCI et al., 2001; MENEZES, 2005;
ALENCAR et al.,, 2007). GONG et al., (2012) constataram que o CAPE atenuou o
estresse oxidativo e restaurou o sistema de defesa e a funcéo renal em ratos. De
acordo com Koyu et al.,(2009) oCAPEpbdde impedir alteragbes oxidativasno figado,

reduzindo as EROspor aumentar aatividade de enzimas antioxidantes.

Os efeitos da prépolis em suas diferentes apresentacdes tém sido descritos
no sistema nervoso central, em estudos utilizando modelos animais. Recentemente,

Kasai et al., (2011) realizaram hemissec¢cdo da medula espinal de ratos a fim de

34



UNIVERSIDADE TIRADENTES )
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO Stricto sensu EM SAUDE E AMBIENTE - Fanildes Silva Moraes dos Santos

avaliar o efeito da administracdo de propolis chinesa (2010) e do CAPE (2011) sobre a
recuperacao funcional. De acordo com estes autores, houve um aumento significativo
no desempenho e a aceleragdo da recuperacdo funcional, em funcdo do tempo, nos
animais que receberam extrato etandlico da propolis chinesa. O CAPE foi capaz ainda
de prevenir a neurotoxicidade causada por glutamato (KWON et al., 2004; WEI et al.,
2008). Ratos tratados com este mesmo composto antioxidante apresentaram melhora
frente ao infarto cerebral produzido por isquemia focal (TSAI et al., 2006) e frente ao

estresse oxidativo induzido por encefalomielite alérgica (ILHAN et al., 2004).

Alguns derivados do CAPE também demonstraram protecdo mediada por
efeito antioxidante, capaz de inibir a peroxidacao lipidica no prosencéfalo de ratos,
submetidos a dano de retina induzido pelo estresse oxidativo (NAKAJIMA et al., 2007).
A pinocembrina, um dos flavonoides encontrados em alta concentracdo na prépolis,
pode proteger da oxidagédo e apoptose decorrentes da isquemia (GUANG; DU, 2006;
LIU et al.,, 2008). O CAPE apresentou ainda habilidade em prevenir o estresse
inflamatério em culturas de células hipocampais (MONTPIED et al., 2003). Além disso,
um estudo realizado por Noelker et al.(2005), com cultura de neurbnios cerebelares
evidenciou que o CAPE apresentou efeito protetor ante a agdo da toxina 6-

hidroxidopamina.

2.5 Prépolis Vermelha

A propolis vermelha foi recentemente classificada como a 132 variedade
brasileira e é encontrada em colmeias localizadas ao longo de florestas proximas as
costas do mar e de rios no nordeste brasileiro (TRUSHEVA et al., 2006; SOUSA,
2007; DAUGSCH et al., 2008). Na ultima década, este produto tem sido objeto de
numerosos estudos farmacolégicos (TRUSHEVA et al., 2006; SILVA et al., 2007;
DAUGSCH et al., 2008; SIQUEIRA et al., 2009; LIO et al., 2010; PICCINELLI et al.,
2011; FRANCHI et al., 2012). Sua origem botanica foi descrito como Dalbergia
ecastophyllum (L) Taub. (Leguminosae) (DAUGSCH et al., 2008;SILVA et al., 2008).

Na literatura a prépolis vermelha é caracterizada como sendo tipica de Cuba
e da Venezuela, por apresentarem semelhangcas em suas composi¢cdes quimicas.
Nessas regides, as origens botanicas foram identificadas como Clusia nemorosa
(Clusiaceae) e Clusia scrobiculata, respectivamente (TRUSHEVA et al., 2006;
PICCINELLI et al., 2011).
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O estudo de Mendonga (2011), voltado para a andlise quimica e biol6gica da
propolis vermelha brasileira durante o ano de2010, demonstra alteragées significativas
nas concentragdes de componentes fendlicos durante o ano, além de alteracdo na
coloracdo da amostra, muito embora as mudancas de cor e composicdo quimica
observada ao longo do ano ndo tenham demonstrado efeito diferenciado sobre a
atividade biolégica do extrato da propolis vermelha brasileira.

Segundo Alencar et al., (2007), a propolis vermelha brasileira possui novos
compostos bioativos nunca encontrados nas variedades antes estudadas. De acordo
com os resultados encontrados no estudo de Silva et al., (2007) apenas dois
flavondides (quercetina e crisina) e um &cido fendlico (acido ferdlico) foram
identificados como padrdo nas amostras de propolis vermelha. Righi et al., (2011)
encontraram novas substancias exclusivamente encontradas na propolis proveniente
de Alagoas, o 3,4,2',3'-tetraidroxicalcona e C-glicosideo flavona, os quais possuem
atividade antioxidante e antimicrobiana. Alencar et al., (2007) identificaram quatro tipos
de isoflavonas em sua pesquisa: diidroxi-isoflavona, homopterocarpina, medicarpina e
4’ 7-dimetoxi-2’-isoflavona. Trusheva et al., (2006) encontraram as benzofenonas
preniladas, constituintes principais da propolis vermelha. Barroso (2011) quantificou
quantidade significativa de formononetina em seu estudo com prépolis vermelha do

estado de Sergipe.

Piccinelli et al., (2011) em um estudo comparando a origem botéanica da
propolis brasileira e cubana, isolaram 43 compostos de uma amostra de propolis
vermelha coletada no litoral sul da Paraiba. Dentre os compostos isolados foram

encontrados os flavondides, isoflavonoides, neoflavondides, chalconas e lignanas.

A formononetina € uma das isoflavonas e um dos componentes majoritarios
da propolis vermelha brasileira, possuindo acdo anti-inflamatéria e antioxidante
(DAUGSCH et al., 2008). A partir da diminuicdo na formagdo de radicais livres,
impedindo assim a peroxidacdo lipidica, a formononetina pode diminuir a

disseminacao da inflamacéo no organismo (MU et al., 2009).

A formononetina é encontrado na propolis vermelha (DAUGSCH et al., 2008)
e em outras fontes naturais, tais como leguminosas (WANG et al., 2008; ZHANG,
MAO e XIA, 2012; DELGADO-ZAMARRENO et al., 2012). Os mecanismos de acdo
farmacologica desta molécula tém sido demonstrados em estudos in vitro e in vivo, Em
estudo recente, Sum et al.,(2012)encontraram evidéncias de que esta substancia
regulou a acdo de mediadores proteicos citotoxicos em células neuronais apoés

hipoxia, exercendo acdo neuroprotetora. Huh et al., (2011) encontraram indicios de
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sua agdo na regulacdo de fatores de transcricdo que favorecem o processo de

cicatrizacdo em ratos e em estudos in vitro (JEONG-EUN et al., 2011).

A formononetina demonstrou também possuir acdo antitumoral auxiliando a
inibicdo da proliferacao de células prostéticas cancerigenas de origem humana (Ye et
al.,, 2012) e células cancerigenas mamarias de ratos (CHEN et al., 2011). Quando
administrada isoladamente, ou associada a outros flavondides, diminuiu o estresse

oxidativo em modelo para estudo da doenca de Alzheimer (OCCHIUTO et al., 2009).

Em relacdo a atividade biologica da propolis, Franchi et al., (2012) realizaram
uma comparacgao entre a citotoxicidade das variedades verde e vermelha de propolis
brasileira em linhagens de células leucémicas e os resultados mostraram que a
propolis vermelha foi mais citotéxica. Os autores sugeriram a possibilidade da
utilizacdo de componentes da propolis vermelha no tratamento do cancer. Siqueira et
al., (2009) também compararam a acdo de extratos etanodlicos de propolis verde e
vermelha quanto a sua atividade antiflngica e observaram que o extrato de propolis
vermelha foi mais efetivo. Albuquerque-Janior et al., (2009) demonstraram que a
incorporacdo da propolis vermelha em filmes de colageno bovino tipo | foi capaz de
melhorar a cicatrizacdo de feridas realizadas no dorso de ratos, por modulagéo

dindmica da evolugéo do processo de inflamatorio e da deposigcéo de colageno.

A propolis vermelha demonstrou atividade antioxidante e antimicrobiana em
estudos in vitro (ALENCAR et al.,, 2007; IZUTA et al.,, 2009). Lio et al.,, (2012)
mostraram que extrato etandlico de prépolis vermelha brasileira interfere com a
homeostase do colesterol podendo ser benéfico na terapia e prevencdo da
arteriosclerose. Este mesmo grupo (LIO et al., 2010) reportou que o extrato etandlico
da proépolis vermelha modificava a diferenciacdo de adip6citos e poderia ser utilizado
no tratamento da obesidade. Daleprane et al., (2011e 2012) realizaram estudos in vivo
e in vitro, e demonstraram que polifendis da propolis vermelha reduzem les6es

arteriosclerdticas, por meio de acao antiangiogénica e anti-inflamatoria.

Silva et al., (2006) sugerem que os flavonodides desempenham importante
papel na atividade antioxidante de extratos de prépolis brasileira, mas outros fatores
poderiam estar envolvidos. Embora estudos com extratos etandlicos de propolis sejam
mais comuns, é relatado que o0 extrato aquoso possui atividade antioxidante,
associada ao alto teor de compostos fendlicos (MANI et al., 2006). Cabral et al., (2009)
demonstraram que a propolis vermelha possui alta atividade antioxidante e
antibacteriana e que as subfracdes obtidas sdo mais ativas biologicamente que o

extrato bruto.
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No entanto, at¢é o momento ndo existem relatos na literatura sobre a
investigacdo do efeito do tratamento com extratos da prépolis vermelha sobre a leséo

medular.
2.5 Exercicio Fisico

Evidéncias na literatura demonstram que a atividade fisica promove melhoria
no quadro sensorio-motor e funcdo cardiovascular apos lesdo da medula espinal em
humanos (KLOOSTERMAN; SNOEK; JANNINK, 2009) e em modelos animais
(EDGERTON et al., 2004). Contudo, os mecanismos subjacentes a esse processo nao
sdo completamente conhecidos.

Terapias envolvendo exercicio fisico muitas vezes sado utilizadas para fornecer
estabilidade ao ritmo de vida de pessoas com lesdo medular, mas ndo ha histérico de
total regeneracdo axonal ou plasticidade das fun¢des da medula espinhal apos leséo
medular em adultos (EDGERTONET et al., 2008; ICHIYAMA et al., 2008; DUNLOP,
2008; EDGERTON; ROY, 2009).

Em humanos o exercicio tem demonstrado ser um importante aliado as
terapias medicamentosas em pacientes com lesdo medular, a fim de estimular uma
melhor possibilidade de locomocgéo. A lesdo medular pode causar paralisia muscular
permanente levando os musculos a atrofia e a uma diminui¢do no tamanho e na for¢a
de contragdo. Isso acontece porque depois da lesdo medular ocorre uma degradacgéo
de miofibrilas, que compreendem a maioria das proteinas do musculo (WILLOUGHBY
et al., 2000). Percebe-se entdo que o exercicio leva ao aumento da sintese proteica
associada ao melhoramento da atrofia muscular uma vez que o tamanho do musculo
estd associado ao equilibrio entre as taxas de sintese proteica e degradacao
(WILLOUGHBY et al., 2000).

O exercicio fisico ainda pode ser utilizado como terapia minimizando a dor.
Norrbrink et al., (2012) afirmam que um programa intensivo de exercicios pode ser
usado para o tratamento da dor musculo esquelética e neuropética apos lesdo da
medula espinhal. Neste aspecto, Kemp et al., (2011) sugeriram que a reducéo da dor
pode estar relacionada a aumentos significativos na participacéo social e melhorias na
gualidade de vida. Além disso, a pratica frequente do exercicio fisico pode
proporcionar inumeros beneficios ao paciente, considerando o estagio de gravidade da
lesdo, como forca muscular (MIRBAGHERI; PATEL; QUINEY, 2011), melhoria da

38



UNIVERSIDADE TIRADENTES )
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO Stricto sensu EM SAUDE E AMBIENTE - Fanildes Silva Moraes dos Santos

coordenacgdo motora (TESTER et al., 2012), autoestima e autodependéncia (LANNEM
et al., 2011), melhor concentracao e equilibrio corporal (BETKER et al., 2007).

Rossignol et al., (2007) sugerem que abordagens de reabilitacdo motora
devem reforcar a promogéo do treinamento locomotor utilizando técnicas de reforgo
estimulando o impulso nervoso e controlando niveis de toxicidade, bem como de
mecanismos enddgenos da coluna vertebral. Kloosterman, Snoek e Jannink (2008)
realizaram um trabalho de revisdo onde seis dos oito estudos incluidos na pesquisa
sobre a influéncia do exercicio fisico na recuperacdo locomotora em pacientes com
lesdo medular relataram efeitos positivos do exercicio sobre o controle motor, e quatro

relataram efeitos positivos sobre a capacidade funcional.

A LMET causa grandes alteragcdes nos niveis de producdo de substancias
neuronais. O treinamento locomotor é capaz de regular as acdes do BDNF sobre o
nivel de proteinas em tecidos neuronais. Em experimentos utilizando modelos animais,
Macias et al., (2009) observaram melhora no desempenho motor apds transecc¢éo da
medula espinal de ratos submetidos ao treino com esteira, que foi correlacionada a
expressdo do BNDF. Beaumont et al., (2008) mostraram que o treinamento motor em
ratos facilitou a recuperacdo funcional apdés lesdo da medula espinhal, pela
restauracao dos niveis de BDNF, de modificac6es nas propriedades eletrofisiol6gicas
das células e aumento da conectividade entre neurénios com origem acima do local da
lesdo, uma forma de plasticidade neuronal.Kao et al.,, (2009) encontraram
modificagcbes plasticas no mapa somatotépico induzidas por exercicio fisico apds lesao

medular em animais neonatos.

Concomitante a melhora funcional ocorrem modificagbes quanto aos fatores
de crescimento, moléculas guia e de adesédo, além de componentes de formacao de
sinapses, induzidas pela atividade fisica em ratos com lesdo medular (MAIER et al.,
2008). Dados do estudo de Liu et al., (2010) sugerem que a recuperacao da funcéo
muscular dos membros inferiores de animais acometidos por lesdo medular quando
tratados com exercicio de ciclismo esta relacionada com a redugédo da apoptose apos
a lesdo. Sandrow-Feinberg et al., (2009) reportaram que o exercicio forcado foi capaz
de acelerar a recuperagdo funcional durante as primeiras semanas apés a
lesdo.Gomez-Pinilla, Ying e Zhuang (2012), estudando as interagBes entre cérebro e
medula espinhal, perceberam que o nivel de atividade prolongada antes de uma lesé&o
da medula espinal pode determinar o nivel de recuperacao sensorio motor e cognitivos
apos a lesdo e que a pratica de exercicio fisico prévio poderia organizar uma reacao

protetora em todo eixo neurolégico
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Outros estudos mostram ainda que o0 exercicio aumenta a eficicia de
tratamentos para lesdo medular a exemplo da utilizagdo de células tronco (FORET et
al., 2010), nanotecnologia para administragdo de beta-interferon (SANDROW-
FEINBERG et al., 2010) e melatonina (PARK et al., 2010). Sandrow-Feinberg et al.,
(2010) investigaram se o tratamento agudo com beta-interferon apresentava melhora
sozinho ou quando combinado com o exercicio forgcado e perceberam que as terapias
nao trabalharam em conjunto para amenizar os danos causados pela lesdo, mas que

cada uma atuou em uma fase diferente do problema.

Dentre os exercicios fisicos utilizados para a recupera¢cdo motora apos lesao
medular, a natacdo pode ser uma excelente estratégia terapéutica na luta contra os
embates que envolvem a injuria. O consumo de energia durante a pratica da natacao
prolongada é um dos mais elevados entre todas as atividades esportivas e é um fator
importante para combater a obesidade, considerada um adversario na conquista da
autonomia de movimentos (ALMEIDA; TONELO, 2007).

A prética da natagdo possibilita diversos movimentos ininterruptos que
aumentam as oportunidades para o desenvolvimento motor. Possibilita a execucdo de
movimentos em Varios planos diferentes como rotacdes e flexdo do corpo, além de
aumentar a resisténcia cardiovascular, flexibilidade e mobilidade das articulagtes,
melhorando a forca e a resisténcia dos masculos (ALMEIDA; TONELO, 2007),visando
determinados grupos musculares que possibilitem movimentos especificos como
alternancia entre direita e esquerda, flexdo e extensdo de membros (SMITH et al.,

2006) ou o condicionamento geral.

A natacdo pode desempenhar papel importante na regeneracdo de circuitos
responsaveis pelo funcionamento das fun¢bes da medula espinal danificada. Para
tanto, varias semanas de treino intensivo sdo necessérias para alcancar melhoras
significativas (SMITH et al., 2006; MAGNUSON et al., 2009). Em relacdo ao tempo de
aplicacdo do exercicio, Carvalho et al, (2008) sugere que terapias de reabilitagdo com
intuito de atenuar a atrofia muscular e perda de movimentos ap6s LMT sejam

aplicadas logo apds a injuria, ainda na fase aguda da lesdo na medula espinal.

Em estudos experimentais, o exercicio de natacdo favoreceu a melhora
funcional sensério-motora (HUTCHINSON et al.,, 2004; SMITH et al.,, 2006). A
combinacdo de terapia com células tronco e o exercicio de natacdo resultou em
melhora funcional significativa apds lesdo aguda da medula espinal (Carvalho et al.,
2008). Robert et al, (2010) também mostraram que a natacao teve efeito significativo

na melhora funcional, assim como o exercicio de treino em esteira. No entanto, a
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despeito dos diversos estudos mostrando a influéncia da atividade fisica na
plasticidade neuronal apdés lesdo da medula espinhal (MACIAS et al., 2009;
BEAUMONT et al., 2008; MAIER et al., 2008; KAO et al., 2009) ndo ha relatos dos

mecanismos neurais subjacentes a recuperacao funcional para o exercicio de natagéao.
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MATERIAL E METODOS
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencéo da Propolis e Caracterizagcdo do Extrato

A propolis de coloragdo vermelha foi coletada das frestas das tampas de
caixas produtoras de propolis do apiario localizado no Povoado Brejdo dos Negros,
Municipio de Brejo Grande no Estado de Sergipe, Brasil, em outubro de 2011 (S
10°28'25" e O 36°26'12"). O material coletado foi etiquetado e acondicionado em
recipientes estéreis, encaminhados ao Instituto de Tecnologia e Pesquisa (ITP) da
Universidade Tiradentes (UNIT), onde a amostra foi pesada e refrigerada para

posterior extracao.

Obtencdo do EHPV- A extragdo foi realizada conforme método descrito por Maia-

aradjo (2009). A amostra de propolis foi extraida com 12,5 mL de etanol a 70%
durante 1 h em banho de ultrassom. O extrato obtido ao final do processamento foi
filtrado, e o solvente eliminado por evaporagdo em capela de exaustdo em
temperatura ambiente por 48h. O material resultante (extrato seco) foi armazenado em
frasco ambar previamente identificado e em seguida conservado sob refrigeracdo. A
ressuspensdo do extrato foi feita em concentracbes de 20 mg/mL, as doses

administradas foram de 10 mg/kg e 50 mg/kg.

O extrato foi caracterizado em funcdo do rendimento da extracdo e atividade
antioxidante. O rendimento do processo de extracdo foi estimado com base no
percentual da massa seca obtida, a qual foi calculada tendo como referéncia a massa

inicial da propolis antes da extracao (BRASIL, 2001).

Atividade antioxidante — a avaliagdo da capacidade de inibicdo de radicais livres foi

realizada conforme metodologia descrita por Cabral et al. (2009). Foram preparadas
amostras de solugbes em diferentes concentracdes (400, 100, 60, 50, 55, 40 e 30
pug/ml) a partir do extrato seco de propolis vermelha. Foi adicionado 750 pL de solugéo
alcodlica de radical 1,1-Difenil-2-picrilidrazil (DPPH), a400 mM em 3 mL de cada
amostra. O branco foi preparado utilizando 750 puL de solucdo de DPPH e 3 mL de
etanol 70°. Para zerar o equipamento foi utilizado etanol 70°. Ap6s 45 minutos de
incubacdo foi realizada a leitura em espectrofotdmetro Hitaschi U2001, no

comprimento de onda de 517 nm.Todo o experimento foi realizado em triplicata.

A equacdo 1 foi utilizada para calcular a porcentagem de inibicdo do radical

livre DPPH pela amostra. Posteriormente foi obtida a concentracdo capaz de inibir
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50% das moléculas de DPPH em solucdo (IC50), utilizando regressdo néo linear
(OLDONI et al., 2011).

Equacéo para calculo do IC50

% de inibicdo= (controle positivo-controle negativo) x 100

Controle positivo

3.2. Ensaio biolégico

3.2.1 Animais

Foram utilizados 60 ratos Wistar machos provenientes do Biotério de
Universidade Tiradentes, com idade entre 2 e 3 meses, pesando entre 250 a 300 g. Os
animais foram mantidos em numero de cinco, por caixa retangular padronizada de
tamanho médio, devidamente identificada de acordo com o grupo experimental e

receberam racdo padrdo Labina® e agua ad libitum.

Para o desenvolvimento deste projeto, seguiram-se os principios éticos da
experimentagdo animal de acordo com a COBEA (Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal), seguindo as normas para a pratica didatico-cientifica de
acordo com a Lei n® 9.605/1998, §1° e o Projeto de Lei n® 1.691, de 2003, que dispbe
sobre o uso de animais para fins cientificos e didaticos. O projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em pesquisa da UNIT/ Aracaju/SE, cujo numero do Parecer
Consubstanciado foi 131110. O estudo foi realizado no Biotério e no Laboratério de
Morfologia e Biologia Estrutural e no Laboratério de Biomateriais do Instituto de
Tecnologia e Pesquisa (ITP), na Universidade Tiradentes (UNIT/SE).

ApO6s avaliacdo por meio de escala locomotora preliminar para descarte de ratos
debilitados, os animais foram distribuidos de forma randomizada primeiramente em 2
grandes grupos: o grupo laminectomia (cirurgia sem lesdo, com remocéo da apdfise
espinhosa e lamina da décima vértebra toracica, expondo a medula espinal) e o grupo
lesdo (cirurgia com hemisseccdo do lado direito da medula espinal, apos
laminectomia). Cada um desses grupos foi subdividido em grupos para administracao
dos tratamentos: grupo controle (veiculo— solugcdo aquosa contendo 10% de Tween
80); grupo propolis 10 mg/kg; grupo propolis 50 mg/kg; grupo veiculo + exercicio;

grupo prépolis 10 mg/kg+ exercicio. Foram utilizados 4 - 8 animais para cada grupo.

3.2.2. Procedimentos cirurgicos de Laminectomia e Lesdo Medular
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Os ratos foram pesados e anestesiados com uma mistura de 0,1mL de ketamina
sob a concentracdo de 75 mg/kg + 0,1mL de xilazina com concentragéo de 14 mg/kg,
para cada 100g de massa corporal, administradas por via intraperitoneal (i.p.). Em
seguida foi realizada a tricotomia e assepsia da regido dorsal toracica e uma inciséo
na regido correspondente a coluna toracica foi efetivada.

Os ratos foram entéo submetidos aos seguintes procedimentos:

Laminectomia: A musculatura foi divulsionada, expondo as vértebras T8 — T11,
identificadas pela palpacdo das apdfises espinhosas. Apés a identificacdo das
vértebras, a apofise espinhosa e a lamina da vértebra T10 foram cuidadosamente

retiradas, usando-se uma lupa cirargica, com aumento de 10X.

Lesdo medular: Os mesmos procedimentos descritos para a laminectomia foram
executados, porém os animais do grupo lesdo tiveram a hemi-medula do lado direito

seccionada com auxilio de uma microtesoura e bisturi.

Ao término destes procedimentos 0s animais tiveram a musculatura suturada com 2
pontos (lacada dupla). Em seguida foi colocado o tecido adiposo sobre a musculatura
recobrindo-a, para depois ser realizada a sutura da pele. Finalmente foi realizada
antissepsia com alcool e iodopovidina.

Os animais foram acomodados em sala climatizada para recuperacdo pos-
cirurgica, onde foram constantemente monitoradas as condicfes de alimentacao,
hidratagcéo, excrecdo de fezes e urina, além de receberem massagens abdominais 3
vezes ao dia até a restauracdo das condigbes normais de miccdo e defeccgdo.
Imediatamente apds a cirurgia todos os animais receberam uma dose de 0,5 mL de
pentabidtico e foram inspecionados diariamente a procura de sinais de autotomia e
infeccoes.

3.2.3. Tratamentos

3.2.3.1. Tratamento medicamentoso
A administracdo de EHPV na concentracédo de 4 e 20 mg/mL nas doses de 10mg/kg e
50mg/kg em 0,6mL respectivamente ou solucdo de Tween 80® a 10% (volume de 0,6

mL), ocorreu no dia da cirurgia e durante 15 dias subsequentes (tratamento sub-

cronico), por via oral em forma de gavagem. As concentragfes de propolis nos
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extratos foram determinadas com base nos resultados de estudos pilotos realizados

para caracterizacdo de suas atividades farmacoldgicas e toxicoldgicas.

3.2.3.2. Protocolo de Treinamento Fisico

O programa de treinamento fisico foi iniciado 3 dias apds a cirurgia e
realizado durante trés semanas consecutivas. Os animais foram submetidos a natacao
durante 1 hora, de segunda a sexta-feira (adaptado de CARVALHO et al., 2008), em
tanques especificos com 100 cm de largura por 60 cm de profundidade e 80 cm de

altura, com agua em temperatura controlada entre 31+1°C (GOBATTO, 2008).

3.2.4. Avaliacéo locomotora

A avaliagdo funcional da funcdo motora foi realizada por meio de teste de
comportamento, realizado em momentos fixados: pré — teste (um dia antes da
cirurgia); 24 horas; 07; 14 e 21 dias ap6s a cirurgia. O teste foi realizado as cegas
guanto ao grupo experimental sempre pelo mesmo examinador. Durante o teste os

animais foram estimulados a caminhar continuamente.

Para avaliagdo da recuperacdo da funcdo motora dos animais, foi utilizada a
escala de BASSO, BEATTIE e BRESNAHAN (1995; 1996; documento anexo). Para
tanto, os animais foram colocados um a um em uma arena de testes e observados
durante 4 minutos, enquanto se locomoveram livremente. A avaliacdo foi realizada
através da observacdo de parametros comportamentais, a saber: o movimento do
membro, a posicdo da pata, o tipo do passo, a coordenacdo da passada, a abertura
dos dedos, a rotacdo predominante da pata, a estabilidade do tronco e a posicao da
cauda. Os parametros colhidos em cada teste foram anotados em tabelas individuais e

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

Os pontos refletem a condicdo motora dos animais, onde zero representa
paralisia total do membro e 21 pontos representa fungdo motora normal do membro
(BASSO; BEATTIE; BRESNAHAN, 1995). Pontuacdes entre O e 7 indicam o retorno
de movimentos isolados de até trés articulacdes (quadril, joelho e tornozelo).
Pontuactes entre 8 e 13 indicam o retorno dos passos plantares e coordenacdo dos
movimentos entre patas posteriores e anteriores. Por fim, pontuacdes entre 14 e 21
mostram o retorno da abertura dos dedos durante a passada, posi¢cdo predominante
da pata em paralelo ao tronco, estabilidade de tronco e levantamento da cauda. A

avaliacdo funcional da fungdo motora foi realizada por meio de teste de
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comportamento, realizado em momentos fixados: pré — teste (um dia antes da
cirurgia); 24 horas; 07; 14 e 21 dias apds a cirurgia. O teste foi realizado as cegas
guanto ao grupo experimental sempre pelo mesmo examinador. Durante o teste os

animais foram estimulados a caminhar continuamente.

3.2.5. Avaliacao histolégica

Os animais foram sacrificados aos 21 dias para analise histolégica. O tecido
medular em torno da &rea cirargica (2 cm) foi retirado e conservado em formalina por
um periodo de sete dias. O material foi entdo desidratado em série alcodlica
crescente, diafanizado em série de xilois e incluido em parafina sob a forma de blocos

que foram levados ao micrétomo, para fornecer os cortes transversais de 20 um.

As seccbes foram colhidas de forma serial. Foi colocada serie de sete
seccdes em cada uma das cinco do conjunto. Em seguida, foi colocada outra série em
cada lamina, ao lado daquela ja colhida. Apos o preenchimento de um conjunto, um
novo conjunto foi iniciado. Desse modo, 0 primeiro conjunto recebeu o0s cortes rostrais

a lesdo, o segundo, do centro da lesado e o terceiro da regido caudal a leséo.

As modificagdes histologicas decorrentes da hemisseccdo e da sua
associacdo com os tratamentos foram analisadas por meio da coloracdo de
hematoxilina-eosina (HE). A técnica da coloragédo consistiu em manter as seccdes de
tecido em contato com a hematoxilina de Harris por 90 segundos, lavar em agua
corrente por 5 minutos, submergir em solugdo de a4gua amoniacal, por 15 segundos,
lavar em &gua corrente por 5 minutos e corar com a solugdo de Eosina por 30
segundos. A seguir as laminas foram desidratadas e passadas por uma bateria de
alcodis em concentracdo crescente, uma mistura de alcool e xilol e xilol puro (3
minutos cada) para entdo serem montadas com laminulas. Por meio desta coloracéo
foram avaliados a densidade de neurdnios marcados e o perfil das alteracdes

inflamatorias.

As quantificacdes neuronais foram realizadas por meio de analise de
imagens utilizando microscépio Olympus CX31 acoplado & cémera fotogréafica
Olympus. Para que a analise histologica fosse realizada as cegas quanto ao grupo
experimental, os codigos de identificagdo de cada lamina foram cobertos por outro

experimentador antes do inicio da andlise e revelados apds o término.
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A densidade de células coradas para HE foi medida na medula espinal,
bilateralmente nos cornos dorsal (laminas I, Il e Ill) e ventral (laminas VIl e IX) dos
animais. As regides foram identificadas de acordo com ilustracdes apresentadas de
Paxinos e Watson (1998). Para tanto, foram analisadas todas as secgdes colhidas
para cada conjunto de laminas correspondente as regides rostral, central e caudal. A
densidade de células em cada regiao analisada foi definida como o nimero de células
coradas em uma éarea padronizada de 100.000 um2 (0,1mmz2). Os resultados foram
expressos como média da densidade celular (nUmero de células /0,1mmz de estrutura)

* erro padrao da média (EPM), em cada segmento para os lados direito e esquerdo.

Para analise das caracteristicas histomorfoldégicas associadas ao processo
inflamatdrio, foram analisadas as secc¢des histolégicas coradas em HE, observando-se
os critérios de intensidade do infiltrado inflamatério e hiperemia. Foram atribuidos

escores de 1 a 3, de acordo com o seguinte padrao:

1 (grau agudo) — O infiltrado inflamatorio/hiperemia pode ser observado em
menos de 10% do tecido medular;

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

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

tecido medular

3.2.6 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média e erro padrdo da média. Para avaliacdo
dos dados de testes comportamentais foi utilizada a analise de variancia de duas via
com medidas repetidas (MANOVA), sendo considerados os fatores tratamento e
tempo. Em caso de alteracdes significantes as mesmas foram seguidas de ANOVA de
uma via, seguida do pdés-teste de Tukey. Para avaliacdo da densidade de neurbnios,
em fungdo dos tratamentos, utilizou-se ANOVA de uma via com extensdo de Tukey.
Para andlise da resposta inflamatéria, as médias entre os grupos foram comparadas
por meio do teste de Kruskal-Wallis com extensdo de Dunn. As diferencas foram
consideradas significativas para valores de P < 0,05. Foi utilizado o programa SPSS

versao 19.0
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1Rendimento do extrato e Atividade Antioxidante da Prépolis Vermelha

Neste estudo o rendimento da extracdo hidroalcdolica da amostra de prépolis
vermelha foi de 42%.A amostra apresentou, portanto, rendimento de extracdo acima do
valor minimo especificado pelo Ministério da Agricultura (BRASIL, 2001) que é de 11%

m/v.

Para testar a capacidade antioxidante da amostra da prépolis foram utilizadas
as concentracdes entre 30 a 400 pg/mL. A amostra apresentou capacidade de

sequestrar 50% de radicais livres na concentracao de 58 pg/mL.

Outros trabalhos,utilizando a mesma metodologia, mostraram que a prépolis
vermelha exibiu atividade antioxidante nas concentragbes de 294 pg/mL(PINHEIRO,
2009), 270ug/ml (FROZZA et al., 2013), 47 ug/ml (BANDARI et al., 2010).Alencar et al.
(2007), relataram que o extrato hidroetandlico de propolis vermelha na concentracao
de 90 pg/mL apresentou 57% de atividade de inibi¢cdo, resultado semelhante ao
encontrado por Cabral et al. (2009) que observaram que nesta mesma concentragdo
o extrato foi capaz de inibir 50,5% dos radicais DPPH. Os autores também reportaram
a presenca de importantes componentes bioativos, tais como o acido ferdlico, a
daidizeina, a quercetina e a formononetina. Portanto, os resultados encontrados no
presente estudo apontam para um alto potencial antioxidante do EHPV, uma vez que,
em relacdo aos resultados descritos anteriormente, uma menor concentragdo do

mesmo foi capaz de sequestrar 50% dos radicais em solucgéo.

Trabalhos anteriores atribuiram a atividade antioxidante da propolis vermelha
(ALENCAR et al.,, 2007; IZUTA et al., 2009) a acdo de flavondides como a
formononetina, o componente bioativo encontrado em maior quantidade (RIGHI et al.,
2011; SILVA et al., 2007). De acordo com Cabral et al., (2009) a propolis vermelha
possui alta atividade antioxidante e antibacteriana e as sub-fracbes obtidas sdo mais

ativas biologicamente que o extrato bruto.

A atividade antioxidante pode ser um importante fator para diminuir os eventos
secundarios que agravam o quadro da LME (GENSEL et al., 2011; OYIMBO, 2011).Por
exemplo, compostos que promoveram melhora na recuperacao funcional e reducdo da
morte neuronal apds lesdo medular experimental foram associados a mecanismos
antioxidantes: a administracdo do extrato de Angelica dahuricae diminui a producéo de

anions superoxidos e nitratos(MOON et al., 2012); o tratamento com o polifenol
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resveratrol foi capaz de reverter a diminuicdo na atividade superdxido dismutase e o
aumento nos niveis de malondialdeido (LIU et al., 2011);0 &cido alfa lipdlico, um
potente antioxidante, reverteu a diminuicdo das quantidades de glutationa e 0 aumento
nas quantidades de malondialdeido, atividade mieloperoxidase e fragmentagéo do DNA
celular (TOKLU et al., 2010).
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Figura 2:Representacéo do resultado da atividade antioxidante obtido através do método de
sequestro de radicais livres.

4.2 Avaliagdo locomotora

A avaliagdo da escala locomotora BBB foi realizada 24 horas, bem como
aos07; 14 e 21 dias apés o procedimento cirdrgico. A analise de variancia com
medidas repetitivas mostrou interagdo entre tratamento e tempo (p = 0,04) e
diferencas significantes para o fator tratamento (p = 0,001). Em todos os tempos
analisados, todos o0s grupos submetidos a Laminectomia mostraram valores
significativamente iguais entre si (p>0,05).

Vinte e quatro horas apés o procedimento cirlrgico (Figura 3A), 0S grupos
submetidos a LME por hemisseccao mostraram valores médios significativamente
menores em relagdo aos grupos laminectomia, independente do tratamento associado

(F 51 = 30,05; p < 0,0001, ANOVA de uma via seguida do pos-teste de Tukey).

Resultados deste tipo sdo observados devido a limitacdo na capacidade de

regeneragdo do SNC apos uma lesédo (YU et al., 2012). Lesbes severas geralmente
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levam a incapacidades permanentes, e as lesdes moderadas sdo seguidas por certo
grau de recuperacao funcional espontanea (MAYER et al., 2008). Cho et al. (2011) e
Johnson et al. (2012) encontraram resultados semelhantes para o0s escores
locomotores da escala BBB em ratos lesionados do primeiro ao 28° dia.

Aos 07 dias (Fig. 3B), permaneceram as diferencas entre grupos LME e
grupos Laminectomia (p < 0,0001). No entanto, o grupo LME tratado com EHPV a
10mg/kg e também o grupo LME submetido a natacdo exibiram escores meédios
significativamente maiores que os demais grupos LME, exceto o grupo LME tratado
com EHPV 50 mg/kg (F ss2 = 25,75; p < 0,0001, ANOVA de uma via seguido do pés-
teste de Tukey).

Resultados semelhantes aos de 07 dias foram observados aos 14 dias, embora
tenham sido observados valores estatisticos mais préximos entre os grupos LME (F s.
50 = 27,23; p < 0,0001, ANOVA de uma via)(Figura 3C).

Os estudos de Arvanian et al., (2006; 2009) indicaram que, entre uma e duas
semanas apos a hemissecgdo em nivel toracico, ocorre declinio significativo na fungéo
de transmissdo da substancia branca associada a desmielinizacdo de axénios,
concomitante ao declinio da funcdo locomotora e do desempenho em testes
comportamentais. Em adi¢do, neurdnios positivos para a NOS foram encontrados
inicialmente 3 dias apés a LME e aumentaram significativamente ap6s 5 dias,
atingindo um nivel maximo em 10 a 20 dias depois (YICK et al., 1998). Ao mesmo
tempo, uma semana apés a LME por hemisseccdo foi observada reducédo da
marcagdo serotoninérgica que, concomitante aos déficits funcionais, retornou
gradualmente aos niveis normais ao longo de quatro semanas (SARUHASHI, YOUNG,
PERKINS, 1996). Estes dados indicam que a atividade fisica e a prépolis atuaram em
periodos criticos do processo degenerativo, ja que as alteracdes comportamentais

refletem a recuperacéo ou piora ha degeneragéao.

Aos 21 dias (Figura 3D), todos os tratamentos associados a LME promoveram
aumento significativo em relacdo ao grupo LME que recebeu veiculo. Especificamente,
0 grupo LME tratado com EHPV a 10 mg/kg mostrou valores estatisticamente iguais
aos encontrados para 0s grupos laminectomia, e superiores aos demais grupos LME
(F g51 = 16,39; p < 0,0001, ANOVA de uma via).
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Figura 3: Resultados do teste de avaliacdo locomotora pela escala BBB nos tempo 24 horas
(A) e 7 (B); 14 (C) e 21 (D) dias ap6s o procedimento cirdrgico de Laminectomia (em cinza) ou
hemisseccdo (em preto). As colunas representam as médias e as barras o erro padrdo da
média. EHPV10 e EHPV50: extrato hidroetandlico de prépolis vermelha a 10 e 50 mg/kg,
respectivamente; EXE: exercicio de natacdo. Letras diferentes indicam valores
significativamente distintos (p <0,05, ANOVA de uma via para o fator tratamento, seguida do
pos-teste de Tukey).

Os resultados obtidos evidenciam um efeito neuroprotetor do EHPV sobre a
recuperacao funcional ap6s hemisseccao, e aceleracao da recuperacdo em relacao

aos demais grupos. Corroborando estes achados, Kasai et al. (2011), realizaram o

53



UNIVERSIDADE TIRADENTES )
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO Stricto sensu EM SAUDE E AMBIENTE - Fanildes Silva Moraes dos Santos

mesmo tipo de procedimento a fim de avaliar o efeito do extrato etandlico da prépolis
chinesa sobre a recuperacdo funcional. De acordo com estes autores a funcéo
locomotora (BBB) foi recuperada dentro de trés semanas apds a lesdo no grupo
tratado com veiculo enquanto as doses de 01 e 05 mg/kg de extrato etandlico de
propolis chinesa, por via intraperitoneal, mostraram aumento significativo nos escores

e a aceleracao da recuperacao em funcdo do tempo.

Esta acdo neuroprotetora pode ser atribuida aos efeitos dos flavonoides. Os
efeitos de flavondides presentes em diferentes amostras de prépolis tém sido descritos
no sistema nervoso central, em estudos experimentais: A pinocembrina, um dos
flavonoides encontrados em alta concentragdo na propolis, inclusive na prépolis
vermelha, pode proteger da oxidagdo e apoptose decorrentes da isquemia (Guang;
Du, 2006) e da toxicidade resultante da produgao de proteina B-amildide (Liu et al.,
2012). Estudos mostraram que a formononetina possui efeito neuroproteror (Lee et al.,
2005). Estudos in vitro mostraram que este flavondide teve acdo protetora contra
hipdxia neuronal induzida por citotoxicidade (SUN et al, 2012) e em neurdnios
dopaminérgicos submetidos a toxicidade induzida por glutamato (CHEN et al, 2008),
isoladamente, ou associado a outros flavonodides, no estresse oxidativo em modelo
para estudo da doenca de Alzheimer (OCCHIUTO et al, 2009), em cultura de
neurbénios dopaminérgicos (CHEN et al, 2008) e na toxicidade causada por glutamato
(YU et al, 2005).

Em concordancia com os achados do presente trabalho, o exercicio de
natacdo também favoreceu a melhora funcional sensorio-motora apos leséo
experimental em ratos (HUTCHINSON et al., 2004; SMITH et al., 2008; CARVALHO et
al., 2008). Robert et al., 2010 mostraram que a natacéo possui efeito significativo na
melhora funcional, assim como o exercicio de treino em esteira.Alguns estudos
mostram ainda, que o exercicio aumenta a eficacia de tratamentos para lesdo medular
a exemplo da utilizagdo de células tronco (FORET et al., 2010), associado ao treino
em esteira e nanotecnologia para administracdo de beta-interferon (SANDROW-
FEINBERG et al., 2010) e melatonina (PARK et al., 2010). No entanto nesse estudo, a
associacao de tratamentos (natacdo e EHPV) produziu melhora em relagdo ao grupo
LME, mas ndo mostrou alteragéo significativa em relacdo aos tratamentos isolados no

tocante a recuperacao funcional motora.

4.3 Avaliacao histolégica
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A analise qualitativa das sec¢des coradas por HE, com base nas observagfes
histolégicas, ndo evidenciou dano tecidual nos animais do grupo laminectomia, na
substancia cinzenta ou branca. Por outro lado, no grupo LME, a maior parte da
substancia cinzenta apresentou-se destruida e substituida por cistos e gliose. O
parénquima medular foi intensamente infiltrado por linfocitos e apresentou extensa
hiperemia e edema, além de atrofia do canal central medular. Adicionalmente, a
maioria dos corpos celulares exibiram citoplasma eosinofilico e marcante vacuolizacédo
pericelular, consistentes com alteracfes degenerativas. Além disso, o infiltrado
inflamatério estendeu-se para a substancia branca, que também apresentou edema
leve a moderado. No grupo LME submetido a natacéo, observou-se leve infiltracdo de
linfécitos e hiperemia, embora a substancia cinzenta ainda tenha mostrado alguns
neurdnios em degeneracao e leve gliose ndo houve altera¢cdes na substancia branca.
No grupo LME que recebeu os tratamentos associados (natacdo e EHPV) persistiram
alteracGes edematosas e infiltrado inflamatério leve a moderado na substancia
cinzenta. Além disso, foi observado um numero expressivo de neurdnios em
degeneracao e leve gliose. Na substancia branca foram observados alguns linfécitos e

edema leve a moderado (Figura 4).

Quantificacdo de neurbnios marcados por HE:

A quantificacdo de motoneurdnios integros no corno ventral da substancia
cinzenta de secgBes medulares evidenciou uma reducéo significativa na densidade de
células no grupo LME em relagdo ao grupo Laminectomia (p < 0,0001). Tal reducéo
néo foi observada quando animais lesionados foram submetidos a natacé@o, sendo os
valores encontrados grupo LME tratado com exercicio diferentes do grupo LME tratado
com veiculo (p = 0,003). Ainda, a associacdo do exercicio a administracdo de EHPV
10 mg/kg resultou em aumento na contagem de neurdnios marcados em relacdo aos
demais grupos (todos os valores de p < 0,0001) (figura 5A, Fs.,s5; = 41,66, p < 0,0001,
ANOVA de uma via seguida do pds-teste de Tukey).
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Figura 4. Seccdes histologicas do tecido da medula espinal. (A) Seccédo da medula espinal em
menor aumento, mostrando auséncia de alteracdes histoldgicas no grupo Laminectomia. (Al)
Auséncia de infiltrado inflamatdrio na substéncia cinzenta no mesmo grupo. (A2) Detalhe da
substancia cinzenta ao redor do canal central da medula, com corpos celulares de neurdnios
motores. (A3) Detalhe da substancia branca, contendo axdnios mielinizados algumas células
gliais dispersas. (B) Sec¢do da medula espinal, em menor aumento, do grupo LME. (B1)
Infiltrado inflamatério pode ser observado na substéncia cinzenta. (B2) Detalhe da substancia
cinzenta ao redor do canal medular atréfico, mostrando menor quantidade de corpos celulares
de neurdnios, infiltrado inflamatério crénico e profuso (rico em linfécitos) e hiperemia de
capilares sanguineos. (B3) Detalhe da substéncia branca mostrando leve infiltrado inflamatdrio
e algumas alteracdes edematosas. (C) Menor aumento ilustrando secc¢do do grupo LME/EXE.
(C1) Auséncia de alteragfes histologicas visiveis na substancia cinzenta. (C2) Detalhe da
substancia cinzenta ao redor do canal central medular, mostrando apenas leve inflamacao e
hiperemia. (C3) A substancia branca mostra caracteristicas histolégicas habituais. (D)
llustracdo de sec¢do do grupo LME/EHPV em menor aumento. (D1) N&o s&@o observadas
alteracBes histolégicas significantes na substancia cinzenta. (D2) Detalhe da substancia
cinzenta mostrando infiltrado inflamatério moderado e corpos celulares em degeneracdo ao
redor do canal central da medula. (D3) Infiltrado inflamatério leve e alteracdes edematosas
moderadas podem ser observadas na substéncia branca (HE, aumentos de 40, 100 e 400x).
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Figura 5: Niumero médio de neur6nios motores integros (A) e em degeneracgéo (B) aos 21 (D)
dias apos o procedimento cirdrgico de laminectomia ou hemissecgdo (LME). As colunas
representam as médias e as barras o erro padrdo da média. EHPV10: tratamento com extrato
hidroetandlico de prépolis vermelha 10 mg/kg, durante duas semanas; EXE: exercicio de
natacdo durante trés semanas. Letras diferentes indicam valores significativamente distintos (p
<0,05, ANOVA de uma via para o fator tratamento, seguida do pés-teste de Tukey).

Foram quantificados os neurbnios em degeneracdo na mesma regido e
observou-se aumento no grupo LME (p < 0,0001 em relacdo a Laminectomia). Este
efeito n&o foi modificado pelo exercicio (p < 0,0001 em relagdo a Laminectomia), mas
sim pela associacdo dos tratamentos (p < 0,0001 em relagdo aos grupos LME). Os
dados podem ser observados na figura 5B (Fs.»5; = 46,85, p < 0,0001, ANOVA de uma
via seguida do pés-teste de Tukey).
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Figura 6: Namero médio de neurbnios sensoriais integros (A) e em degeneracao (B)
aos 21 (D) dias ap6s o procedimento cirdrgico de laminectomia ou hemissec¢édo (LME). As
colunas representam as médias e as barras o erro padrdo da média. EHPV10: tratamento com
extrato hidroetandlico de prépolis vermelha 10 mg/kg, durante duas semanas; EXE: exercicio
de natacéo durante trés semanas. Letras diferentes indicam valores significativamente distintos

(p <0,05, ANOVA de uma via para o fator tratamento, seguida do pds-teste de Tukey).

No corno dorsal, observou-se reducdo significativa de neurdnios sensoriais
integros em funcao da lesdo independente dos tratamentos utilizados (p < 0,0001). No
entanto, o efeito da lesdo foi menor no grupo tratado com exercicio (p = 0,049,
LME/EXE em relacdo a LME) e ainda menos evidente quando os tratamentos foram
associados (p = 0,013 e p < 0,0001, LME/EXE/EHPV em relacdo a LME e LME/EXE,
respectivamente), conforme observado na figura X (figura 6A, Fzos; = 27,20, p <
0,0001, ANOVA de uma via seguida do pos-teste de Tukey).
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Foram encontrados em média apenas 1,5 neurbnios em degeneracdo em
todos os grupos, sem diferencgas significativas entre os mesmos, a excec¢ao do grupo
LME que recebeu EHPV 10 mg/kg associada ao exercicio de natagéo (p = 0,002, p =
0,002 e p= 0,033 em relacdo a Laminctomia, LME e LME/EXE). Os resultados podem
ser visualizados na figura 6B (Fz.s; = 5,80, p = 0,001, ANOVA de uma via seguida do
pos-teste de Tukey).

Alguns autores reportaram modificacBes estruturais relacionadas a pratica de
atividade fisica ap6s lesdo medular experimental. Endo et al. 2009, observaram que as
alteracBes sofridas pelos tratos axonais foram minimizadas com a introducdo do
exercicio fisico. Kao et al. (2009) encontraram modificagbes plasticas no mapa
somatotopico induzidas por treino em esteira apos lesdo medular em animais

neonatos.

Alguns mecanismos foram sugeridos para a melhora no desempenho motor
apos transeccdo da medula espinal de ratos submetidos ao treino com esteira,
correlacionada a expressao do fator de crescimento neurotréfico derivado do cérebro
(Macias et al., 2009). Maier et al. (2008) demonstraram que, concomitante a melhora
funcional, ocorrem modificagfes quanto aos fatores de crescimento, moléculas guia e
de adesé@o e componentes de formag&o de sinapses, induzidas pela atividade fisica
em ratos com lesdo medular No entanto, ainda nao foram reportados 0s mecanismos
neurais subjacentes recuperagéo funcional promovidas especificamente pelo exercicio
de natacdo. No presente trabalho, este exercicio diminuiu a morte neuronal e este

efeito foi mais significativo quando a terapia foi associada a administracéo de EHPV.

Extratos de propolis tém mostrado efeitos protetores sobre a morte neuronal,
em modelos de neurotoxicidade induzida por peroxido de hidrogénio (Cardoso et al.,
2001), privacao de oxigénio e glicose (Nakajima et al., 2009) e apoptose mitocondrial
(Izuta et al., 2008), associados a sua atividade antioxidante (Nakajima et al., 2007). Tal
atividade pode estar diretamente envolvida na reducédo dos efeitos secundarios ao
trauma por estresse oxidativo, inclusive reduzindo processo inflamatério decorrente da
lesdo. Neste sentido, vale ressaltar que a amostra utilizada no presente trabalho
apresentou alto grau de atividade antioxidante, que pode ter resultado na diminuigédo

da morte neuronal.

Andlise semiquantitativa da intensidade da reacdo inflamatoéria
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A figura 7 ilustra as médias de escores obtidos para a intensidade da reagéo
inflamatéria. Observou-se que o grupo com LME apresentou os maiores indices
(reacado inflamatéria severa) e que este efeito foi significativamente reduzido no grupo
LME submetido a natagdo (reagéo inflamatdria moderada). A reducéo foi ainda mais
evidente nos animais que receberam tratamentos associados (reagéo inflamatéria leve
— moderada), de forma semelhante ao grupo Laminectomia, que mostrou escassa
reacdo inflamatoria (todos os valores de p < 0,01; Kruskal-Wallis, com pdés-teste de

Dunn para compara¢fes multiplas).

3,5

1,5 I I I I
0

Laminectomia LME/EXE LME/EXE/EHPV10

inflamatoria
N
= N [6)]

Escores médios daintensidade da reacao
o
a1

Figura 7:Resposta inflamatéria na medula espinal, onde 1 corresponde a grau leve, 2
corresponde a grau modorrado e 3 grau severo. As colunas representam as médias e as barras
0 erro padrdo da média, encontrados em cada grupo. EHPV10: tratamento com extrato
hidroetandlico de propolis vermelha 10 mg/kg, durante duas semanas; EXE: exercicio de
natacdo durante trés semanas. Letras diferentes indicam valores significativamente distintos (p

<0,05, Kruskal-Wallis, com p6s-teste de Dunn).

A atividade fisica pode ser um importante modulador neuro-imuno-endécrino:
0 exercicio causa aumento na atividade simpatica, levando a um aumento de
catecolaminas no plasma e o subsequente aumento nos niveis sanguineos de IL-6.
Esta liberacdo de IL-6 na circulacdo é entdo seguida de um aumento de citocinas anti-
inflamatoérias IL-lar e IL-10. O aumento da resposta simpatica também leva ao
aumento de lip6lise e a ativacao de células do sistema imune, efeitos que resultam na
diminuicdo da gordura corporal e visceral, com decréscimo na producdo de citocinas

inflamatoérias pelos linfécitos do sangue (Rosa-Neto et al., 2009; Penget al., 2004). De
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acordo com revisdo apresentada por Alves et al., (2013) o exercicio pode representar
um terapia ndo farmacologica interessante por diminuir a inflamacg&o crénica de grau

leve- moderado.

O tratamento com EHPV aumentou o efeito benéfico do exercicio na resposta
inflamatéria. Neste sentido, trabalhos mostraram que a prépolis tem atividade anti-
inflamatéria (Khayyal et al., 1993; Moura et al., 2001), inclusive a prépolis vermelha
(Leddn et al., 1997). Este efeito parece ser mediado por compostos como o CAPE
(Boreli et al.,, 2012) e a formononetina, respectivamente, esta Ultima através da

modulagéo da producgdo de interleucinas (Wang et al., 2012; Park et al., 2005).

Apés LME, ocorre aumento na producdo de NO pela isoforma induzida da
NOS, que pode ser toxico e causar insultos como cavitacdo tecidual (Matsuyama et
al., 1998). Kasai et al. (2011), observaram aumento no expressdo de NOS induzida
apos hemisseccao que foi revertido pela administracdo do extrato etandlico da propolis
chinesa. No entanto, este efeito ocorreu nos primeiros trés dias apds as cirurgias,
enquanto a melhora comportamental foi observada depois de dez dias. Nossos
resultados apontam para um quadro de inflamagé&o cronica apés a leséo, uma vez que
o sacrificio foi realizado aos 28 dias. A propolis e 0 exercicio de natagdo diminuiram
este efeito. Os mecanismos subjacentes precisam ser elucidados, mas pode-se inferir
gue outros fatores, além da produ¢cdo do NO podem estar envolvidos na leséo

secundéria e agdo neuroprotetora da prépolis vermelha.

Em suma, os dados comportamentais indicam que os tratamentos utilizados
atuaram em periodos criticos da morte neuronal (7 a 14 dias), relacionados alteracdes
morfolégicas e estresse oxidativo. A andlise celular corrobora esta hipétese e fornece
evidéncias da diminuicdo dos efeitos secundarios apés lesdo, inclusive sobre a

resposta inflamatoria, depois de 28 dias.
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CONCLUSAO
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5.CONCLUSAO

O exercicio de natacdo e o tratamento com EHPV foram eficazes em acelerar a
recuperacao funcional motora apds a lesédo da medula espinal em ratos, sendo este
efeito mais evidente para o EHPV na dose de 10 mg/kg. Embora a associagéo destas
terapias ndo tenha mostrado efeito significativamente maior que os tratamentos
isolados sobre 0 comportamentos dos animais, a analise histolégica evidenciou que o
EHPV,associado a atividade fisica, aumentou a acdo anti-inflamatéria no tecido
lesionado e promoveu acentuada diminuicdo na morte neuronal. Os resultados
sugerem, portanto, que ambas as terapias tiveram acao neuroprotetora frente a lesdo

medular por hemisseccao toracica.
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9. ANEXOS

Ficha de Classificacdo Neuroldgica da Lesdo Medular Espinal
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Muscle Function Grading

0 = toial paralysis
1 = palpable or visible contracion

1 = active movement, full range of
motion (ROM) with gravity
eliminated

3 = active movement, full ROM against
iy

4 = active movement, full ROM against
gravity and moderate resistance n a
muscle specific position.

§ = (normal) active movement, full
ROM against gravity and full
fesistance ina muscle specific
position expected from an otherwise
unimpaired peson.
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resistance o be considered normal
If identified imhibiting factors (ie.
pain, disuse) were not present.

NT'= not testable (1. due to
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ASIA Impairment (AIS) Scale
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withsirmgh grade 3 or greater) the single newrological
brvelismad

Steps in Classification
The following ordes 15 recommendk in debrmining he
clsticaton o nividal i S

1.
1

Delerm e sensony level i right and kfl ades,

Delermine mokr levels for right and lefl sides

Noe: in o where there is no myoiome o fest, the moter
level &5 premimed io be e sume @ e emory level, i estable
moior fune o abeve thal fevel il mormal

Determiie e e newologieal levl,

This i the lowwest e gment where molor and sensory function iy
norma] on baih sides, and & the mosi cephalad of the senvery
aned metor Levels deermined i sieps {and 2

Deterititne whether e mjury & Cormplele of lncotnple.
(1. aence or presence of sacra gartng)

f vobmiryandl conimciion = %o AND all $4:5 rensory
seores = U AND) deep anal pressune = Na, then inury is
COMPLETE. (herwise, infury & incomplee

Delermine ASIA Impuirment Scale (ALS) Crad:

Is injury Complete? ~ 11YES, AlS=A anl can recard ZPP

NO (lowes dermalome ar myolome an
ach side with some preservation)

I3 injury

milor Lcomplele?  1TNO, ALS-H

(Yesolmtary amal contraction O

VES milot fmction mose thn Lhree kvels
el e ol Level om & given side,
Il the pabient hist semsory miommplele
sl icatin)

Are i leasd halfof the key museles below the
siingle e ol lesel graded 3 o betler?

N{J‘ YES‘
AB=C AISD

Ifsensation il ook Furcton s el i | s, ALS<E.
Node: AISE is wsed in jolloweup festing when an individseal wilh
a cheumeniedd €1 has recovered sormal fine fon, ff af inifid
lesfing no deficits are jouond, the individial & newologgically
inkaci; the ASI Impatrment Scale dhoes nof apply
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Categorias de pontuagao da Escala BBB de avaliagao locomotora*.

00- Sem movimento do membro posterior;

01- Movimento discreto de uma ou duas articulacbes

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

03- Movimento amplo de duas articulagdes;

04- Movimento discreto das trés articulagdes do membro posterior;

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

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

07- Movimento amplo das trés articulagdes do membro posterior;

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

09- Posicionamento plantar da pata com sustentacdo do peso na posi¢ao estética, ou
passos dorsais com sustentacdo de peso ocasional, freqiiente ou constante e sem
passos plantares;

10- Passos plantares ocasionais, com sustentacdo de peso, mas sem coordenagao;
11- Passos plantares com sustentacdo de peso de freqlente a constante e sem
coordenacao;

12- Passos plantares com sustentacdo de peso de freqliente a constante e
coordenagédo ocasional,

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

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

15- Passos plantares e coordenagéo constantes, sem abertura dos dedos, ou abertura
ocasional dos dedos; posi¢cdo da pata predominantemente paralela ao corpo no
contato inicial;

16- Passos plantares e coordenacdo constantes; abertura dos dedos frequente;
posicdo da pata predominantemente paralela ao contato inicial, e rodada ao final da
fase de apoio;

17- Passos plantares e coordenacdo constantes; abertura dos dedos frequente;
posi¢céo da pata predominantemente paralela ao contato inicial e ao final do apoio;

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

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

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

21 - Passos plantares, coordenacéo e abertura dos dedos constantes; posicdo da pata
predominantemente paralela em todas as posi¢Oes; estabilidade do tronco e cauda
erguida.

Obs.: O item coordenacéo refere-se a coordenagdo entre 0s membros anteriores e posteriores.
* BASSO; BEATTIE; BRESNAHAN, 1996.
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Parecer Consubstanciado de Projeto de Pesquisa

Titulo do Projeto: Efeitos do tratamento com propolis vermelha associado ao exercicio fisico
sobre a lesao medular em ratos

Pesquisador Responsavel Fanildes Silva Moraes dos Santos

" Sumario do?‘rbjetow

| Data da Versao 10/11/2010 | ICadastro 131110 y }Data do Parecer 29/11/2010 ]

{Eirupo e Area Tematica Il -rlrirrrojeto fora das areas tematicas especiais [

Objetivos do Projeto
Evidéncias recentes indicam que a morte neuronal e degeneragao dos ax6nios apds trauma
da medula espinal pode ser agravada por processos de inflamagao local e formacao de
espécies reativas de oxigénio. Ao mesmo tempo, a atividade fisica tem sido apontada como
estratégia para reabilitacdo apds lesdo medular, uma vez que promove processos de
plasticidade neuronal como a regeneragao axonal, possivelmente pela ativacao de fatores de
crescimento neuronal (Macias et al., 2009). Nossa hipotese é que a propolis, por apresentar
atividade antiinflamatoria e antioxidante, tenha efeito protetor sobre os eventos secundarios a
lesao medular e possa ser associada a atividade fisica, aumentando a eficacia da reabilitacao,
abrindo perspectiva para uma nova estratégia terapéutica.

Objetivo Geral

Avaliar o efeito do tratamento com extrato de propolis vermelha associada ou nao ao exercicio
fisico sobre a lesao de vias sensorio-motoras em ratos submetidos a hemissec¢ao da medula
espinal.

Objetivos Especificos

Verificar os efeitos do tratamento com extratos da propolis vermelha associada ou ndo ao
exercicio aerobio sobre:

. 0O desempenho locomotor fisico apos hemissecgdo da medula espinal ou laminectomia
em ratos por meio da analise funcional

. As alteragoes plasticas no tecido neuronal ap6s hemissecgdo da medula espinal ou
laminectomia por meio da analise histoquimica e imunohistoquimica

. A glicemia, insulemia e colesterol dos animais

. As condigoes histologicas de figado, pancreas e musculos

A lesdo da medula espinal € um problema clinico sério que impoe responsabilidades e custos a
sociedade, pois atinge principalmente a populagdo jovem, no auge de sua produtividade. Para o
individuo com lesdo medular, o trauma inicial € caracterizado por rompimento dos tratos axonais,
desconectando o sistema nervoso central (SNC) com as estruturas alvo, os quais nao regeneram no
adulto. No entanto, os chamados eventos secundarios (a lesdo progressiva da microvasculatura e a
cascata de eventos bioquimicos como inflamagao e oxidagao que levam a morte celular) sao
especialmente importantes, pois contribuem para instalagao de deficiéncias permanentes. O estudo
da lesdo medular se focaliza, portanto, (i) na elucidagao dos processos fisiopatologicos, (i) no
desenvolvimento de terapéutica para interrupgao do processo secundario de les&o e (iii) reversao
dos fatores que impedem o crescimento axonal no SNC adulto. Neste sentido, a propolis - substancia
resinosa obtida pelas abelhas - apresenta propriedades antioxidantes e antiinflamatorias descritas na
literatura, inclusive no SNC. Adicionalmente, a atividade fisica & apontada como estratégia para
reabilitagdo motora apos lesdo medular por promover a sintese de fatores que favoreceriam o
crescimento axonal. Neste trabalho nos propomos a testar os efeitos do tratamento com o extrato
etandlico da propolis vermelha, associado a atividade fisica, sobre a lesdo medular em ratos. Os
efeitos serdo caracterizados apés lesdo medular por hemissecgdo em nivel toracico, seguida da
avaliagido comportamental (recuperagao funcional motora) e da analise histoldgica do tecido
(modificagdes no SNC). O trabalho sera desenvolvido no Instituto de Tecnologia e Pesquisa na
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Universidade Tiradentes, junto ao laboratério de Morfologia e Biologia Estrutural e Laboratério de
Biomateriais, mediante aprovagdo do Conselho de Etica em Pesquisa.

Itens Metodoldgicos e Eticos Situacdo
Titulo Adequado
Autores Adequados
Local de Origem na Instituicdo Adequado
Projeto elaborado por patrocinador Sim
Aprovagao no pais de origem . | Nao necessita
Local de Realizacao Propria instituicdo
Outras instituigoes envolvidas Nao
CondigGes para realizagao Adequadas
Comentarios sobre os itens de Identificacao
FAPITEC/SE
[Introducio [ Adequada ]
Comentarios sobre a Introdugao
A
[Objetivos [Adequados ]

Comentarios sobre os Objetivos
Objetivos claros e de acordo com a metodologia proposta

Pacientes e Métodos
Delineamento Adequado
Tamanho de amostra Total 80 Local 01
Calculo do tamanho da amostra Adequado
Participantes pertencentes a grupos especiais Nao
Selecio eqiiitativa dos individuos participantes Adequada
Critérios de inclusdo e exclusdo Adequados
Relagio risco- beneficio Adequada
Uso de placebo Adequado
Periodo de suspensdo de uso de drogas (wash out) | Ndo utiliza
Monitoramento da seguranca e dados Adequado
Avaliacdo dos dados Adequada - quantitativa
Privacidade e confidencialidade Adequada
Termo de Consentimento Nao se aplica
Adequagdo as Normas e Diretrizes Sim
Comentarios sobre os itens de Pacientes e Métodos
Cronograma Comentério
Data de inicio prevista més 1
Data de término prevista més 24
Orgamento Adequado
Fonte de financiamento externa Agéncia de fomento

Comentarios sobre o Cronograma e o Orcamento
Fianciamento proveniente em sua maior parte da FAPITEC/SE.
[Referéncias Bibliograficas - [ Adequadas ]
Comentarios sobre as Referéncias Bibliograficas

Recomendagdo

[ Aprovar J

Comentarios Gerais sobre o Projeto
O projeto é de relevancia ao demonstrar a importancia da utilizacdo dos recursos
naturais disponiveis para o desenvolvimento de tratamentos alternativos.
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