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RESUMO

A extensado da lesdo da medula espinal apds injlria esta associada a eventos como o
estresse oxidativo e ativagdo da neuroglia. Dessa forma, compostos de origem natural
com atividade antioxidante tém sido estudados como potenciais agentes
neuroprotetores. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da administracéo oral do
extrato aquoso das folhas de Tradescantia spathacea (EATS) em ratos submetidos a
lesdo medular por hemisseccdo. A extracdo foi realizada pelo método de infuséo e o
extrato aquoso foi analisado quanto ao seu rendimento e presenca de compostos
fendlicos pela cromatografia liquida de ultra performance acoplada a um espectrometro
de massa (UPLC-QTOF). O ensaio biolégico foi aprovado pela Comisséo de Etica no
Uso Animal da UNIT (030919). Ratas Wistar (180-250 g) foram submetidas a cirurgia
para realizacdo de laminectomia e/ou hemissec¢do medular do lado direito. Os animais
foram divididos em 4 grupos (n= 7), tratados diariamente por via oral com 4gua destilada
(grupos laminectomia e leséo), EATS 10 mg/kg e EATS 100 mg/kg por 7 dias. Foi
realizada a avaliagdo funcional por meio da escala de Basso, Beattie, Bresnahan, nos
dias O (pré-teste), 1, 3 e 7. A eutanasia foi realizada no 8° dia e as medulas espinais
processadas para avaliacdo das alteracBes histolégicas no tecido e contagem de
neurdnios remanescentes (cornos dorsais e ventrais da medula espinal separadamente
e quantificacéo total do lado lesionado), utilizando-se a coloragdo hematoxilina-eosina
e avaliacdo imunohistoquimica da expressao astrocitaria, com marcagao para proteina
fibrilar &cida presente em astrocitos reativos e quantificacdo dessas células marcadas.
Para a analise estatistica, todos os dados foram submetidos ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilk. Os dados que apresentaram distribuicdo gaussiana foram avaliados por
andlise de variancia mdultiplas com medidas repetidas (Two-way Anova reapeated
meassures) e 0os dados ndo-paramétricos por Kruskall-Wallis com pés teste de Dunn.
As diferencas foram consideradas significativas para valores de p < 0,05. O rendimento
do extrato por infusdo foi de 22 %. Quanto a composicao quimica foram identificados
acidos fendlicos, cumarina, flavonoides, iridoide, glicosideo fenilpropanoide e derivados
de Acidos graxos. Na avaliacdo da fungdo motora ndo houve diferenca significativa
entre 0s grupos até o 7° dia. A andlise histolégica mostrou que todos os animais
lesionados apresentaram diminui¢@o significativa de neurénios do lado lesionado em
relagdo ao grupo laminectomia. Nos grupos lesionados observou-se ainda neurénios
com sinais histopatoldgicos de alteracdes degenerativas e caracteristicas morfolégicas
compativeis com o estado celular post-mortem. O tratamento com EATS 10 e 100 mg/kg
promoveu aumento significativo no nimero médio de neurbnios integros (corno ventral
e total do lado lesionado) em relacdo ao grupo leséo, sendo o efeito do EATS 10 mg/kg
significativamente maior que o do grupo EATS 100 mg/kg. No corno dorsal observou-se
maior numero de neurdnios no grupo tratado com EATS 10 mg/kg em relacdo ao grupo
lesdo e também aumento da expressao astrocitaria nos grupos EATS 10 mg/kg e 100
mg/kg em relacdo aos grupos laminectomia e lesédo, compativel com o papel reparador
de astrocitos nas fases inciais da lesdao medular. Portanto, os resultados mostraram
efeito neuroprotetor do EATS.

Palavras-chave: Commelinaceae; Traumatismos da medula espinal; Astrocitos
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ABSTRACT

The extent of lesion spinal cord injury after injury is associated with events such as
oxidative stress and neuroglia activation. Thus, compounds of natural origin with
antioxidant activity have been studied as potential neuroprotective agents the aim of this
work was to evaluate the effect of orally administration of aqueous extract of
Tradescantia spathacea leaves (AETS) in rats submitted to spinal cord injury by
hemissection. and the aqueous extract was analyzed for its yield and presence of
phenolic compounds by ultra-performance liquid chromatography coupled to mass
spectrometer (UPLC-QTOF the biological assay was approved by the UNIT Ethics
Committee on Animal Use (protocol number 030919). Adult female Wistar rats (180-250
g) underwent surgery for perform laminectomy and / or right medullary hemisection the
animals were divided into 4 groups (n = 7), treated daily orally (gavage) with distilled
water (laminectomy and injury groups), AETS 10 mg / kg and EATS 100 mg / kg for 7
days. Functional assessment was performed using the Basso, Beattie, Bresnahan (BBB)
scale, on days O (pre-test), 1, 3 and 7. Euthanasia was performed on the 8th day and
the spinal cords were processed to evaluate the histological changes in the tissue and
count of remaining neurons (dorsal and ventral horns of the spinal cord separately and
total quantification of the injured side), using hematoxylin-eosin staining and
immunohistochemical evaluation of astrocyte expression, with labeling for acid fibrillar
protein (GFAP), present in reactive astrocytes and quantification of labeled cells. For
statistical analysis, it used the Shapiro-Wilk to test the normality of data. The data with
Gaussian distribution were evaluated by multiple repeated measures analysis variance
(Two-way Anova) and Kruskall-Wallis test non-parametric data with Dunn's post-test.
The differences were considered significant P values < 0.05. Regarding the chemical
composition, five phenolic acids, one coumarin, two flavonoids, an iridoid, a
phenylpropanoid glycoside, and six fatty acid derivatives were identified. In the
assessment of motor function, there was no significant difference between groups until
7th day. Histological analysis showed all injured animals showed significant decrease in
neurons on the injured side in relation to the laminectomy group (LAM). In the injured
groups, neurons with histopathological signs of degenerative changes (cytoplasmic
vacuolization) and morphological characteristics compatible with post-mortem cell status
(cytoplasmic eosinophilia and chromatin contraction and condensation). Treatment
AETS 10 and 100 mg / kg promoted a significant increase in the average number of
healthy neurons (ventral and total horn of injured side) n relation to the lesion group, the
effect of AETS 10 mg / kg being significantly greater that of AETS 100 mg/kg group. In
the dorsal horn, higher density of neurons was observed in the group treated with AETS
10 mg/ kg compared to the lesion group. Increase in astrocyte expression was observed
in the AETS 10 mg/ kg and 100 mg / kg groups in relation to the laminectomy and lesion
groups, compatible with repairing role of astrocytes in the early stages of spinal cord
injury. Therefore, the results showed a neuroprotective effect of AETS.

Keywords: Commelinaceae; Spinal cord trauma; Astrocytes
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1 INTRODUCAO

A lesdo da medula espinal (LME), por contusdo ou transeccdo, esta associada a
traumas por quedas e acidentes de transito e pode comprometer completa ou
incompletamente as fun¢cdes motoras, sensoriais e autondmicas de individuos em idade
produtiva, gerando impacto econdmico para sociedade (AHMED et al., 2018; ALBAYAR
et al., 2019).

Os eventos subjacentes a fisiopatologia da LME séo divididos em duas fases (HILTON
et al.,, 2017). A fase primaria é caracterizada pelo dano mecanico inicial com lesao
compressiva (VAZQUEZ et al., 2017) e contusio da medula espinal, e compreende
eventos como hemorragia e morte celular (RATH; BALAIN, 2017). O dano secundario
refere-se & progressdo da lesdo inicial e seus mecanismos incluem processos de
excitotoxicidade mediada por glutamato, estresse oxidativo, inflamacéo e degeneracao
axonal, os quais levam a morte de neurdnios e também das células de suporte,
astrécitos e oligodendrocitos (VAZQUEZ et al., 2017; ALIZADEH et al., 2019).

A inflamacédo é mediada inicialmente pela ativacao da micrdglia, que libera citocinas pro-
inflamatorias (FAN et al., 2020). Em consequéncia da alteragdo da homeostase, ha o
excesso da producao das espécies reativas de oxigénio (ROS) (SIMPSON; OLIVER,
2020). Alguns fatores estdo associados ao aumento de ROS apds o dano medular,
como a disfun¢éo mitocondrial, acdo de neutréfilos e macrofagos (JIA et al., 2012).
Com o rompimento da barreira hemato-espinal (CHIO et al., 2019) pés trauma medular,
0s astrécitos sao ativados, proliferam (SHULTZ et al., 2017; PICOLI et al., 2019) e
rapidamente circundam o local lesionado. Na fase aguda e subaguda, podem ser
capazes de liberar citocinas anti-inflamatdrias e limitar a expanséo da area lesionada
(PEKNY etal., 2005; ZHANG et al., 2019). Os astrdcitos reativos produzem quantidades
elevadas de moléculas na matriz extracelular (OKADA et al., 2018), séo identificados
pela hipertrofia, alta expresséo da proteina glial fibrilar acida (GFAP) e compdem a
cicatriz glial promovendo o blogueio para o crescimento axonal, na fase crénica da lesdo
(AHMED et al., 2018).

Estudos tém sido realizados para identificar intervencdes protetoras nas reacdes
secundarias apés LM, a fim de proteger a célula neuronal e orientar a regeneracéo
axonal (MCDONOUGH et al., 2015; AYDIM et al., 2016; OLAKOWSKA et al., 2017). O
tratamento atual conta com a cirurgia para descompressdo medular, programas de
reabilitacdo funcional multidisciplinar e o uso do medicamento anti-inflamatorio
metilprednisolona frequentemente utilizado para o tratamento da LM na fase aguda.

Porém o uso deste farmaco é controverso devido a eficacia relativa para dirimir o dano
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neuroldgico e aos efeitos colaterais associados, como hemorragias gastrointestinais e
propensao a infecao por diminuicdo da resposta imune (MBORI et al., 2016; PINCHI et
al., 2019).

Diante dessa necessidade, plantas medicinais tém sido amplamente estudadas devido
acOes antioxidante e anti-inflamatéria (GEORGE et al., 2017) que se associam a riqueza
de compostos bioativos presentes em seus extratos (DUQUE et al., 2017) e que
poderiam atuar na reducéo de eventos secundarios & LME (VAZQUEZ et al., 2017).

A Tradescantia spathaceaT spathacea Sw. (Commelinaceae) ou Rhoeo discolor,
conhecida como Abacaxi-roxo, Moisés-no-berco ou Espada de lansa, é popularmente
utiizada como produto medicinal em forma de cha e apresenta potente acéo
antioxidante (TAN et al., 2015). Estudo anterior evidenciou o efeito neuroprotetor do
extrato aquoso obtido das folhas de T.spathacea com tratamento de 30 dias em modelo
pré-clinico da doenca de Parkinson que resultou na modulacao na expressédo de GFAP
e protecdo neuronal (LOPES, 2019). Além disso, compostos como a quercetina, rutina,
kampferol,epigalocatequina, acidos vanilico, p-cumarico e ferulico e antocianinas foram
constatados em analises cromatograficas ap6s a decocg¢do das folhas de da T.
spathacea (TAN et al., 2014, 2015; Garcia-Varela et al., 2016; Sanchez-Roque et al.,
2017) e tais compostos mostraram efeito neuroprotetor (FAN et al., 2019; GARCIA-
VARELA et al., 2016; SAKAMULA; THONG-ASA, 2018; SANCHEZ-ROQUE et al., 2017;
ZHANG, 2017; LI et al., 2017).

Considerando ainda que as folhas da T.spathacea séo facilmente encontradas na
Ameérica do Sul (TAN et al., 2015) e que o0 EATS apresenta em sua composi¢ao quimica
alto teor de compostos fendlicos e flavonoides com agéo antioxidante, anti-inflamatoria
e neuroprotetora, hipotetiza-se que este produto possa ser uma nova abordagem em

modelo pré-clinico de lesdo medular.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da administracdo oral do extrato aquoso das folhas de
Tradescantia spathacea em ratos submetidos a lesdo medular por hemisseccéo.

2.2 Objetivos especificos

Obter e caracterizar o0 extrato aquoso da Tradescantia spathacea;
Avaliar as modifica¢des in vivo, em funcdo dos tratamentos (EATS, agua)
apos lesdo medular ou laminectomia, sobre:

e A recuperacao funcional sensoriomotora;

e Aspectos histomorfolégicos no tecido medular dos animais estudados;

e A extensdo da perda neuronal;

e A reatividade de astrocitos.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Estrutura medular

A medula espinal juntamente com o encéfalo formam o Sistema Nervoso Central (SNC)
que controla todas as fun¢des do corpo (GRIJALVO et al., 2019). Tem como fungéo a
conducdo de impulsos nervosos para 0S centros superiores no encéfalo e o
processamento de informacdes sensoriais (reflexos espinais) sem acdo do encéfalo.
Esta localizada no interior do canal medular da coluna vertebral e é revestida por trés
membranas do tecido conjuntivo chamadas de meninges com o objetivo de proteger a
medula espinal: dura-mater, formada por tecido conjuntivo fibroso é a membrana mais
externa, espessa e resistente; aracnoide, meninge média localizada abaixo da dura-
mater onde esta intimamente aderida, tem a forma de trabéculas irregulares ou “teia de
aranha”; e a pia-méater, altamente vascularizada e aderida a medula (Figura 1 B)
(JUNQUEIRA, 2005; LAROSA, 2018).

Entre as meninges existem espacos ocupados por liquido cerebrospinal. Entre a dura-
méater e aracnoide-mater situa-se o espac¢o subdural ocupado por liquido de pequeno
volume e entre a aracnoide e pia-mater, no espac¢o subaracnoide, o liquido
cerebrospinal. A medula espinal se estende desde o forame magno até a primeira ou
segunda vértebra lombar e em sua extensao caudal se encontra a cauda equina
(SPENCER, 1991)(Figura 1 A).

Medula
espinal

Pia-mater

Medula
espinal

Aracnoide-
mater

Dura-mater

Cauda
equina

Figura 1: (A) Corte sagital proporcionando vista das vertebras e medula espinal. (B) Corte
transversal vista da medula espinal e descricdo das meninges- Pia-mater, Aracnoide-mater e
Dura-mater. Arquivo pessoal.
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Num corte transversal, observa-se que a medula é formada, interiormente, por duas
regides distintas, a substancia branca e substancia cinzenta (Figura 2). A primeira,
localizada externamente, estrutura que é dividida em comissura anterior, fissura
mediana anterior, sulco mediano posterior, funiculos ventral onde ha troca de
informacdo motora, funiculo lateral de informacdo autossdmica e funiculo dorsal de
informacé&o sensorial, formada por fibras mielinizadas e ndo-mielinizadas, transmitem
impulsos nervosos tanto internamente quanto da medula para o cérebro; a segunda, na
parte interna, uma estrutura em forma de H, possui comissura cinzenta local onde
encontra-se 0 canal central ou canal epidemario, com células em forma cilindrica de
uma Unica camada de células ependimarias; corno anterior (ventral) e posterior (dorsal)
estruturas formadas por corpos de neurénios motor (processa informacdo motora) e de
neurdnios sensitivos (processa informagcdo sensorial), respectivamente , além de,
células da glia e vasos sanguineos (LAROSA, 2018; SPENCER, 1991).

Figura 2: Corte transversal da medula espinal proporcionando vista da estrutura interna da
medula: (1) Corno anterior (2) Corno posterior (3) Comissura cinzenta (4) Funiculo anterior (5)
Funiculo lateral (6) Funiculo posterior (7) Comissura anterior (8) Fissura mediana anterior (9)
Sulco mediano posterior (10) Canal central. Arquivo pessoal.

3.2 Fisiopatologia da lesdo medular espinal (LME)

A LME esta associada a uma variedade de eventos traumaticos que podem resultar em
fratura dos corpos das vértebras com consequente compressdo da medula espinal,
capaz de ocasionar diferentes graus de disfuncdo neurolégica com grande potencial de
comprometimento dos sistemas motor, sensorial e autondomico (HUTSON; DI
GIOVANNI, 2019).
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Como consequéncia e com a progressao do dano mecéanico inicial, ocorrem alteracdes
secundarias: ruptura de axbnios e morte celular, isquemia, edema acompanhado de
infiltracdo de neutréfilos e de macréfagos tipo | no sitio da lesdo, além da ativagéo e

proliferagéo de astrécitos e microglia (FISCHER et al., 2020).

A microglia, célula imune do SNC, estd diretamente ligada a resposta inflamatéria
imediata apds lesdo medular. Nessa circustancia a micrdglia da o suporte na mediacao
da neuroinflamacdo com liberacao das citocinas pré-inflamatéria, como interleucina 1
(IL-1B), interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral a (TNF-a), essas citocinas podem
estimular a expressdo uma das outras, fator que promove o aumento dos seus niveis ,
condicdo que pode ocasionar a morte neuronal (FAN et al., 2020). Ainda, durante a
neuroinflamacdo o receptor P2X7 é estimulado e regula a expressdo de citocinas e
mediadores de inflamagéao, como NF-KB (fator de necrose tumoral KB) que participam
da mediacao da neuroinflamacéo e resulta também na morte de células neuronais (WAN
et al., 2020).

No dano secundario: a degeneracdo Walleriana acontece quando o axbnio e bainha de
mielina se desconectam do corpo celular (FISCHER et al., 2020) com consequente
acometimento da circulagdo de impulsos nervosos; em condi¢des fisiopatologicas o
estresse oxidativo ocorre devido o excesso de radicais livres e insuficiéncia da defesa
antioxidante (MOHD SAIRAZI, SIRAJUDEEN, 2020). As espécies reativas de oxigéncio
(ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS) reagem com acidos graxos, nucleicos e
proteinas e ocasionam danos oxidativos (VISAVADIYA et al., 2013). Outros fatores
como a disfuncdo mitocondrial, acdo de neutrdéfilos e macréfagos podem acarretar em
aumento de ROS e resultar em morte neuronal (JIA et al., 2012); e a excitotoxicidade
corresponde ao estimulo exagerado de glutamato, o neurotransmissor excitatorio
importante do SNC, os quais levam a morte de neurénios (ALIZADEH et al., 2019;
VAZQUEZ et al., 2017).

Os astrocitos sdo células gliais com importante fungdo no SNC. Em condi¢des normais
atuam como sustentacdo, contribuem na composi¢éo iénica e molecular extracelular
dos neurénios com a manutencao da estabilidade do SNC, da barreira hematoencefalica
e barreira espinal; regula o metabolismo do neurotransmissor glutamato e da gliose
(PEKNY; NILSSON, 2005);contribuem para desintoxicacdo de radicais livres e para
prevencdo da excitotoxicidade com a regulacdo da liberagcdo do glutamato (CHEN et
al., 2019) . E em atividade da célula neuronal capturam e redistribui potassio, produz
lactato e liberam Adenosina Trifosfato (ATP), além da capacidade de armazenar o
glicogénio que pode substituir o ATP e estdo envolvidos na regulagdo das sinapses
excitatorias e inibitérias (SUTHERLAND et al., 2020).
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Na lesdo medular (LM), uma situacao de desregulagéo da fisiologia com inicio de um
processo inflamatério, os astrécitos sdo ativados e sofrem alteracéo fenotipica como a
hipertrofia celular necesséaria para conter a lesdo aguda, ajudar no processo de
cicatrizacdo e remodelar o tecido (ADAMS; GALLO, 2018; PICOLI et al., 2019).

Rapidamente, os astrécitos “recém-nascidos” depois de sofrerem alteracdo da sua
caracteristica inicial e apresentarem aumento na expressdo de filamentos
intermediarios, caracterizados pela proteina fibrilar &cida da glia (GFAP), passam a ser
astrécitos reativos e expressam a N-Cadeirina, moléculas de adeséo, em torno da area
lesionada (BRADBURY; BURNSIDE, 2019), e se transformam em astrécitos
formadores de cicatriz (na fase cronica da les&o) os quais aderem uns aos outros e
formam a cicatriz glial densa, meio celular complexo que impede a regeneragédo axonal
(Figura 3) (CHEN et al., 2016; OKADA et al., 2018).

LESAO MEDULAR
Astrocitos Astrocitos Astrocitos
“recém-nascidos” reativos Formadores de cicatriz

Figura 3: Alteracéo fenotipica dos astrocitos pos lesédo medular. Foto adaptada de OKADA et
al., 2018.

Os astrocitos podem apresentar-se de forma prejudicial ou benéfica e a sua reatividade
€ 0 que determinara essa condicdo. Exitem pelo menos dois estagios de ativacao
diferente de astrdcitos reativos, A1 e A2, com base no fenétipo. O tipo reativo Al esta
associado a processos neuroinflamatorios e pode interferir na funcdo sinaptica e
diminuir a capacidade de sobrevivénvia neuronal pelo aumento da neurotoxicidade. O
tipo A2, considerado neuroprotetor, relaciona-se ao reparo das sinapses, capacidade de
fagocitose e sobrevivéncia dos neurdénios (LIDDELOW, BARRES, 2017; SU et al., 2019).

Os astrécitos Al, sdo encontrados em lesGes agudas e sao ativados pela micréglia, na
neuroinflamacéo, por meio da liberacdo de TNF-a e IL-1a que facilita a transformacao
para o fenotipo ora descrito. A transformacao de Astrécitos A1 em astrécitos A2, ainda
na fase aguda, pode criar um ambiente favoravel para protecdo dos neurbnios e

remodelacdo das sinapses. Contudo, ainda n&o se conhece o mecanismo de
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transformacéo dos astrocitos em tipo A2, porém sua presenca esta ligada ao gene miR-

21 (microRNA 21) em lesdo medular isquémica aguda (SU et al., 2019).

3.3 Inducao dalesdo medular por hemissecc¢éo

O modelo animal de inducéo para lesdo da medula espinal esta diretamente ligado aos
objetivos a serem alcancados no estudo. O modelo de lesdo por hemisseccéo €
observado, eventualmente, apds lesdo por lamina e apresenta vantagem para o estudo
in vivo. Em geral, este procedimento é simples, realizado a partir de cirurgia e pode
envolver a regido lateral de qualquer nivel medular a depender da finalidade do estudo
(WILSON et al., 2020), em exemplo, a leséo no nivel toracico corresponde a perda da
funcdo motora e sensorial dos membros posteriores em ratos, e pode ser feita com

instrumentos tesoura e/ou bisturi.

A hemisseccao parcial (Figura 4) refere-se ao rompimento do tecido medular de um dos
lados, uma desconexdo entre neurbnios aferentes (neurdnios sensitivos) e eferentes
(neurdnios motores) (ANDERSON et al., 2005). A leséo parcial facilita a comparacdo no
mesmo animal entre areas lesionadas e néo lesionadas e por isso € indicada quando
se necessita investigar degeneracéo, regeneracdo axonal (WILSON et al., 2020) e a

acao de um tratamento frente a neuroplasticidade (LIN et al., 2018; ZHANG et al., 2019).

rHemissecqéo
parcial a direira

Figura 4: Vista da medula espinal sem a lamina, com medula espinal exposta e ilustracéo da
hemisseccao parcial a direita. Arquivo pessoal.
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3.4 Tratamentos para lesdo medular

No tratamento clinico, o uso do suscinato de sodio de metilprednisolona (MP), medida
farmacologica atualmente utilizada, tem sido discutido e apresenta resultados
controversos quanto a sua eficicia. Nos anos 80, observou potencial neuroprotetor do
MP quando administrado dentro de 8h apds trauma medular (Lesdo aguda), e teve
evidéncia moderada de melhoras na fungéo motora (FEHLINGS et al., 2017; PINCHI et
al., 2019), porém o mecanismo gue explica como o medicamento afeta a neuroprotecao

ainda permanece incompreendido, assim como, sua utilidade clinica.

No protocolo sugerido pela National Acute Spinal Cord Injury (NASCIS II), o MP é um
corticosteroide indicado para o tratamento pds lesdo medular por estar associada a
diminuicdo da cascata inflamatéria que favorece o aumento da lesdo secundaria
(EVANIEW et al., 2016). No entanto, altas doses desse medicamento, em busca da
neuroprotecdo, aumenta a incidéncia de infec¢bes repiratérias, do trato urinario,

hemorragias gastrintestinais e sepse (HUANG et al., 2020).

A cirurgia para descompresséo da medula espinal numa lesdo completa ou parcial, para
restauracdo do fluxo sanguineo, objetiva diminuir os danos bioquimicos que iniciam a
partir da interrupgéo do fluxo sanguineo. A intervencao cirirgica precoce para remogao
da compressao medular potencializa melhoras neurolégicas e diminui a incidéncia de
eventos adversos (WILSON et al., 2020).

Como continuidade do procedimento cirdrgico séo realizados programas de reabilitacdo
multidisciplinar com inicio precoce, uma vez que a lesdo medular acarreta em
consequéncia fisicas, sociais e psicologicas. Intervencbes fisioterapéuticas com
atividades focadas na fungéo neuromuscular e respiratéria auxiliardo na diminuicdo das
limitagbes ocasionadas pela lesdo medular e previnirdo a evolugdo tanto da leséao
medular quanto de outras complicacdes associadas a ela. Além do apoio psicoldgico
que visa acompanhar o individuo na adaptacdo e consciéncia frente a deficiéncia
(MARIBO et al., 2020).

3.5 Produtos Naturais e Lesdo medular

O uso de plantas medicinais € milenar e fundamentado, com informacdes passadas por
geracdes. Ao longo dos anos, produtos de origem vegetal foram base para combater
doencas (HU et al., 2020) devido a eficiéncia no tratamento, baixo custo e facilidade de

obtencdo. Porém, mesmo com o uso constante do produto natural o seu consumo deve
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ser consciente e cauteloso devido ao potencial risco de danos a saude e, para
seguranca, necessita de evidéncias cientificas que comprovem a sua qualidade, eficacia
e eficiéncia (EKAR; KREFT, 2019).

O produto de origem natural tém efeitos terapéuticos que se associam a riqueza de
compostos bioativos encontados em seus extratos (DUQUE; BRAVO; OSORIO, 2017,
TALEB et al., 2018) ligados as agdes antioxidante e anti-inflamatéria (GEORGE et al.,
2017) que poderiam atuar na reducéo de eventos secundarios a LME (VAZQUEZ et al.,
2017). No grupo de antioxidantes tém os compostos fendlicos que incluem &cidos
fendlicos, polifendis e flavonoides que protegem plantas, frutas e vegetais de danos
oxidativos (BENTO-SILVA et al., 2020). Por essa razédo sao relevantes na elaboracéo

de antioxidantes naturais (DO et al., 2014).

Atualmente, a comunidade cientifica busca meios naturais que possam diminuir a
cascata de alteracdes secundarias determinante para morte celular neuronal pés leséo
medular visto que ndo existe tratamento curativo para essa condicdo. Tem sido mais
presente o estudo com produtos naturais com foco em seus compostos quimicos que
atuam como elemento terapéutico pds LM. Devido as caracteristicas antioxidante e anti-
inflamatdria, muitos compostos atuam na reducdo das espécies reativas de oxigénio e
inflamacado que séo desenvolvidos pés trauma na medula espinal (COYOY-SALGADO
et al., 2019). Na tabela 1 estdo descritos alguns produtos naturais, principais

constituintes e efeito (neuroprotetor) pés LME.
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Tabela 1: Buscas para investigacdo do efeito neuroprotetor de produtos naturais em modelos
pré-clinicos para estudo da LME.

Produto Natural

Principais
constituintes

Efeitos em modelos SCI

Referéncias

Centella asiatica

Acido asiatico
(AA)

Elevacdo do escore de BBB,
diminuicdo dos niveis de
citocinas inflamatoérias;

reducédo do estresse oxidativo

(JIANG et al,
2016)

Inibicédo da ativacao

microglial elevacdo do (ZHU etal,
Angelicae Lingustilide ghal, & 2014); (XIAO et
sinensis escore de BBB, reduz nivel al., 2015)

de iROS.

Reducdo da peroxidacdo

L . . . lipidica, apoptose; atenuacgéo (KHALATBARY;

Camellia sinensis  Epigalocatequina- ' ' AHMADVAND,

(chaverde) 3-galato (EGCG)  da producéo de citocinas pré6- 2011); (BOADAS-
inflamatérias; promocédo da VAELLO;
' VERDU, 2015)
recuperagdo motora
Inibicdo da expressédo de
iINOS, da morte por apoptose,
da degeneracdo secundéria (AO et al., 2006);
Ginkgo biloba Ginkgolide B ela ativacio de fosfolivase (ZHAO et al,
P & P 2011); (GUO et
A2 (cPLA?2); Reducdo da al., 2020)
resposta inflamatoria;
protecdo de neurdnios e
oligodendracitos.
Aumento do escore BBB;
Curcuma Curcumina apoptose reduzida; (LIN et al., 2011)
longa (carcuma) diminuicBo da expressao

GFAP.

Panax ginseng

Ginseno6sidos

Aumento da fun¢do motora e
de neurdnio sobreviventes;
atenuacdo do  estresse
oxidativo e da ativagéo

microglial.

(CONG; CHEN,
2016); (KIM et al.,
2017); (WANG et
al., 2020)

Familia Lamiaceae

(alecrim, salvia,
erva-cidreira e
tomilho)

Acido rosmarinico
(RA)

Melhora na funcdo motora;
Reducéo do estresse
oxidativo; atenuacdo de

citocinas pro-inflamatérias

(SHANG et al,
2017)

BBB = Basso, Bettie, Bresnahan; iROS = espécies reativas intracelulares de oxigénio iNOS =
oxido nitrico-sintase induzida cPLA 2 = fosfolipase A 2 GFAP = Proteina fibrilar &cida glial.
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A planta medicinal é fonte abundante de substancias ativas que pode ser base para a
producdo de medicamentos ou matriz para sintese de farmacos novos (KAZIEV et al.,
2021). A mistura dessas substancias com efeito semelhante pode aumentar a
biodisponibilidade de substancias ativas, produzindo efeitos adicionais, quando usados
simultaneamente. A palavra sinergia (do grego “synergos” significa trabalhar em
conjunto (FLEMING; LUO, 2021).

O composto curcumina, proveniente da Curcuma longa, conhecido como anti-
inflamataério, tem sido estudado em modelo experimental de LM com objetivo de diminuir
a ativacao microglial e apoptose da célula neuronal. Epigalocatequima galato (EGCG),
também em estudo de LM, apresenta efeito neuroprotetor atuando na inflamagéo
mediante a diminuicdo nos niveis de TNF-a e IL-1. No tratamento de LM por
compressao, as respostas pos lesdo medular no tratamento associado desses dois
compostos foram semelhante ao grupo tratado com apenas com um composto,
curcumina (RUZICKA et al.,2018). No entanto, mais estudos necessitam ser realizados

para comprovacao do efeito sinérgico dos compostos ativos em LM.

Em modelo experimental de cancer, a juncdo desses compostos potencializou o efeito
do EGCG (inibidor da proliferagéo de células PC3), cujo efeito foi a regulacédo positiva
sinérgica com a interrupcéo do crescimento de células cancerigenas prostaticas (EOM
et al., 2015). Em ensaio in vitro com células MGC-803 (célula cancer gastrico humano),
0 tratamento combinado com curcumina e quercetina foi mais forte do que o do

tratamento individual desses compostos (ZHANG et al., 2015).

3.6 Tradescantia spathacea

A planta herbacea Tradescantia spathaccea ou Rhoeo spathacea (sw), pertencente a
familia Commelinaceae é conhecida popularmente como Manguey morado, Abacaxi-
roxo, Moisés-no-berco ou Espada de lansé (figura 5), foi reconhecida para consumo na
forma de cha no continente americano para tratamentos diversos: afec¢fes das vias
aéreas, cicatrizacao de feridas e como anti-inflamatorio (ROSALES-REYES et al., 2007,
TAN et al., 2015).

30



Figura 5: Fotografia da Tradescantia spathacea. Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

Na América do Sul, é utilizada também como bebida em fung&o das suas atividades
antibacteriana (MYRIAM et al., 2011; ROSALES-REYES et al., 2007; TAN et al., 2015)
e antioxidante, essa Ultima evidenciada atravez de andlises da quantificacdo de
fendlicos totais, teor de flavonoides totais e avaliagdo de radicais livres (DPPH)
(GONZALEZ-AVILA et al., 2003; TAN et al., 2015).

Estudos mostraram que o extrato aquoso obtido das folhas da T. spathacea, extrato
polar, evidenciaram algumas propriedades terapéuticas como agéo antioxidante e anti-
inflamatoéria, além de atividade antibacteriana, antimutagénica (MYRIAM et al., 2011),
antineoplasica (ROSALES-REYES et al., 2007), antigenotdxica (GONZALEZ-AVILA et
al., 2003) e inibidora de receptores associados ao desenvolvimento de diabetes tipo 2
(VO et al., 2015) e neuroprotetora em modelo experimental de Doenca de Pankinson
(LOPES, 2019).

Em analise cromatografica, alguns compostos como a rutina, epigalocatequina,
antocianinas, taninos, alcaloides, terpenoides, esterois, saponinas e glicosideos foram
identificados na amostra que passou pelo processo de decoccao das folhas de Rhoeo
discolor (TAN et al., 2014). A rutina esta associada a a¢do antioxidante e neuroprotetora
(MACHAWAL; KUMAR, 2014; NA et al., 2014; QU et al., 2014; WANG et al., 2015)
contra isquemia (QU et al., 2014) e apoptose (NA et al., 2014). A epigalocatequina, por
sua vez, teve acdo neuroprotetora em lesdo medular ao promover a recuperacao
funcional, a protecao contra excitotoxicidade e edema e o aumento da sintese de fatores
de crescimento (RENNO et al., 2014; TIAN et al., 2013). A roeonina € uma antocianina,
classe das substancias que tem acao protetora frente a lesdo medular por diminuir a

producao de espécies reativas de oxigénio (KIM et al., 2011). Na tabela 2 estdo descritos
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flavonoides como kaempferol, quercetina, epigalocatequina, rutina, rhoeonina e

antocianina pigmento n® 2 e compostos fendlicos (acido galico, acido ferulico, acido

vanilico e acido clorogénico) e suas atividades biologicas.

Tabela 2: Compostos fendlicos encontrados na Tradescantia spathacea

Compostos Classe Acéo biologica Referéncia
fendlica
(DEVI et al., 2015;
Kaempferol Flavonéide Atividade antioxidante SANCHEZ-ROQUE et
al., 2017)
Anti-inflamatério e antioxidante; (FAN et al.,, 2019;
Quercetina Flavonoide Melhora na recuperacdo motora; SANCHEZ-ROQUE et
diminuicéo da atividade al., 2017; CHULTKE;
antioxidante pela diminuicdo da GRIEBEL; JUURLINK,
mieloperoxidase 2010)
Efeito neuroprotetor;
Flavonoide melhora na funcdo motora; maior (RENNO et al., 2014;
Epigalocatequina preservacdo de  neurbnios; SANCHEZ-ROQUE et
diminuicao de astrécitos  al., 2017)
imunorreativos GFAP
Efeito antiinflamatério
Redugao significativa nos niveis (SANCHEZ-ROQUE et
Rutina Flavonoide de espécies reativas de al., 2017; TAN et al.,
oxigénio; melhora da 2015) (WU etal., 2016)
recuperacao motora
Antioxidante; (GARCIA-VARELA et
Rhoeonina Flavonoide reduz da concentracdo de al, 2016; TAN et
superoxido e do volume da lesdo al.,2015); (KIM et al.,
2011)
Diminuigdo da concentracdo de
Antocianina Flavonoide superdxido e do volume da
lesdo; melhoras dos niveis de (GARCIA-VARELA et
BBB; al., 2016; KIM et al.,
2011)
antioxidante e anti-inflamatorio;
Acido gélico Acido Diminuicao do estresse (SANCHEZ-ROQUE et
fendlico oxidativo; diminuicdo da lesdo al., 2017)
Acido (GARCIA-VARELA et
Acido ferulico fendlico Diminuicdo da morte por al., 2016; ZHANG,
apoptose 2017)
Acido Aumento do escore de BBB (GARCIA-VARELA et
Acido Vanilico fendlico Aumento da expressao de fator al., 2016; LI et al.,
de  crescimento endotelial 2017)
vascular
Mellhora do escore BBB;
Acido clorogénico Acido Reducdo dos niveis de TNF-a, (CHEN et al., 2018;
fendlico IL-1B, IL-6; Diminuicdo da lesio GARCIA-VARELA et
por meio da atividade anti- al., 2016)
inflamatoria.
Acido p-cumérico Acido Antioxidante, anti-apoptético e (GUVEN et al., 2015;
fendlico neuroprotetor (aumento da SOD SAKAMULA; THONG-

e catalase)

ASA, 2018)

GFAP = Proteina fibrilar 4cida glial; BBB = Basso, Bettie, Bresnahan; TNF-a= Fator de necrose

tumoral; IL-1B= Interleucina-1B; IL-6=Interleucina-6.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local da pesquisa

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Morfologia e Patologia Experimental (LMPE)
e no Nuacleo de Estudos em Sistemas Coloidais (NUESC), ambos no Instituto de
Tecnologia e Pesquisa (ITP), e no biotério da Universidade Tiradentes (UNIT).

4.2 Material vegetal

As folhas da Tradescantia spathacea foram coletadas na Universidade Tiradentes
(UNIT), localizacdo geografica 10°58'00.5"S 37°03'40.1"W, na cidade de Aracaju,
estado de Sergipe. O espécime vegetal foi identificado no “Herbario Tiradentes — AJU”
e a exsicata depositada sob o protocolo AJU N° 0845 (ANEXO1). As folhas frescas
foram pesadas, lavadas com &gua destilada e cortadas em tamanhos menores,
acomodadas em recipientes e levadas a estufa para secagem a 45°C. ApOs a secagem,
o material foi triturado e avaliado o teor de agua (umidade) a partir da analise
termogravimétrica, onde uma pequena amostra foi colocada no leitor (balanca
termogravimétrica). As folhas foram armazenadas em temperatura ambiente e

protegidas de luz para posterior extragao (Figura 6).

= ] N )-';ﬁ_;. o
Figura 6: Fotografias do processo de preparo da amostra: (A) Planta Tradescantia spathacea;
(B) Folhas apds higienizacao; (C) Folhas frescas cortadas num recipiente para secagem; (D)
Folhas secas para granulometria; (E) Balanca termogravimétrica para avaliacdo do teror de agua
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(umidade); (F) Peneirador mecéanico com peneiras da série Tyler 18-32 mesh; (G) Amostra com
18-32 mesh; (H) Recipiente para armazenamento da amostra.

4.3 Extracédo

O extrato aquoso da T. spathacea (EATS) foi obtido por infusdo, conforme protocolo
definido por Garcia-varela et al., (2016) e Tan et al., (2015). Para o procedimento de
infusdo utilizou a propor¢éo 1:50,1 g de folha seca para 50 mL de agua. A agua fervente
(100°C) foi adicionada a amostra e, em seguida, a preparacdo foi mantida em repouso
e sob incubacdo durante 15 min, isenta de aquecimento constante. Posteriormente,
utilizou-se um filtro de papel microporoso para obtencao do filtrado, o qual foi mantido

em estufa a 45°C em placas de petri para obteng&o do extrato seco.

4.4 Caracterizacdo dos extratos

4.4.1 Determinagao do rendimento do EATS

O rendimento da extragcdo foi obtido em percentual (%) por meio da equagéo (1),

conforme Machado et al., (2017).

1)

%R = (3—;’;) x 100

Onde %R = Porcentagem de rendimento; Mes = Massa de extrato seco (g); Mag =

Massa da amostra granulada (g).

4.4.2 Cromatografia liquida de ultra performance acoplado a um espectrometro de
massa (UPLC-QTOF)

As analises foram realizadas em um sistema Acquity UPLC (Water, EUA) acoplado a
um espectrometro de massa Xevo QTOF (Q-TOF, Water). As separacfes foram
realizadas em uma coluna C18 (Waters Acquity® UPLC C18; 150 mm x 2,1 mm, 1,7
pm). Para a impresséo digital metabdlica, uma aliquota de 2 uL do extrato foi submetida
a analise UPLC usando um gradiente exploratério com uma fase mével compreendendo
agua deionizada (A) e acetonitrila (B), ambos contendo acido férmico (0,1% v/v). O
extrato foi submetido ao gradiente exploratério da seguinte maneira: 2% —95% por 15
min, a uma taxa de fluxo de 500 pL min™. A ionizacdo foi realizada com uma fonte de
ionizacao por electrospray (ESI) no modo de ions negativos, na faixa de 110-1200 Da.

Os parametros instrumentais otimizados foram os seguintes: tenséo capilar de —2800 V,
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tensdo do cone de -40 V, temperatura da fonte de 120 °C, temperatura de
dessolvatacdo de 330 °C, fluxo do gas do cone de 20 L h?, fluxo do gas de
dessolvatacdo em 600 L h! e voltagem do detector de placa de microcanais (MCP) de
—1900 V. modo de aquisicdo foi MSE, e o sistema foi controlado usando o software

MassLynx 4.1 (Waters Corporation).

4.5 Ensaio in vivo

4.5.1 Animais

O projeto foi realizado de acordo com as normas do Conselho Nacional de Controle de
Experimentagcédo Animal (CONCEA) e foi autorizado pela Comisséo de ética no Uso de
Animais da Universidade Tiradentes (CEUA-UNIT) sob parecer nimero 030919 (Anexo
2).

Foram utilizados 28 animais da linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus), adultos,
com pesos entre 180-250 g, idade de 2-3 meses, acomodados em trios nas gaiolas de
polipropileno com cama de maravalha. Ambiente com controle de temperatura, ciclo

claro-escuro 12h e acesso livre a comida e agua.

4.5.2 Desenho experimental

Os animais (28) foram divididos em 4 grupos (n=7). Os grupos experimentais foram
submetidos a laminectomia (LAM) e hemisseccdo da medula espinal (Leséo) em nivel
toracico e foram tratados com veiculo (Agua destilada) ou extrato aquoso da T.
spathacea (EATS) nas dosagens de 10 e 100 mg/kg por gavagem (via oral) diariamente
durante 7 dias. A organizacdo dos grupos pode ser observada no quadro 1 e as doses
foram escolhidas com base no estudo de LOPES, 2019 (Quadro 1).

GRUPO (n=7) CIRURGIA TRATAMENTO VIA ORAL (7 dias)
LAM Laminectomia (T10) Agua destilada
LESAO Hemissecc¢éo (T10) Agua destilada
EATS-10 Hemissecc¢éo (T10) EATS 10 mg/kg
EATS-100 Hemissecc¢éo (T10) EATS 100 mg/kg

Quadro 1: Organizagéo dos grupos experimentais e tratamento proposto.

4.5.3 Procedimento cirargico
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Os ratos foram pesados e posteriormente anestesiados com uma mistura de 0,05 mL
de cloridrato cetamina 10% (na dose de 80 mg/kg) + 0,05 mL de cloridrato xilazina 2%
(na dose de 10 mg/kg) para cada 100 g de massa corporal, administradas por via
intraperitoneal (i.p.). Em seguida, foi realizada a tricotomia e assepsia da regiao dorsal
toracica e uma incisdo nesta mesma regiao para expor as vértebras toracicas e assim
realizar os procedimentos de laminectomia onde é retirada da apéfise espinhosa e a
lamina da décima vértebra toracica - T10 - para expor o tecido medular, e/ou
hemisseccao que corresponde a retirada da apofise espinhosa e lamina da vértebra
T10 para expor o tecido medular e posteriormente seccionada do lado direito a partir do
sulco mediano dorsal (KIM et al., 2011; HE; NAN, 2016; WANG et al., 2017).

Apoés realizacao da sutura, foi aplicado o pentabiético (0,2 mL/kg) intramuscular para
animais de pequeno porte. O animal foi exposto a luz 60 W, na gaiola, para evitar a
hipotermina , durante a recuperacao pés-anestésica. Os ratos foram recolocados em
suas respectivas gaiolas e tiveram livre acesso a agua e comida e foi feito o
monitoramento das condi¢des intestinais e urinarias. Os roedores receberam
massagens abdominais 3 vezes ao dia até a restauracdo das condi¢cées autonémicas
de miccédo e defecacdo (ZHANG et al. 2015, WANG et al., 2017, LIU et al., 2019).

4.5.4 Avaliagdo comportamental

4.5.4.1 Escala de Basso, Beattie, Bresnahan (BBB)

A avaliacdo da funcdo motora, na locomogdo, foi realizada a partir da escala de
classificagdo padronizada por Basso, Beattie e Bresnahan, para verificar a recuperacao
motora e a eficacia do tratamento pos leséo da medula espinal (NARDONE et al., 2017).
A escala BBB, varia de 0 a 21 escores, onde 0 significa que nao ¢é identificado nenhum
movimento observavel e 21 recuperacéo total dos movimentos. Na realizacéo do teste
0s animais se locomoveram livremente durante um periodo de 4 min. As categorias de
movimentos observadas foram as seguintes: movimento de articulacédo, coordenacao
dos membros (posteriores), abertura dos dedos, suporte do peso, estabilidade do
tronco, posicionamento da pata e cauda (BASSO et al., 1996; WANG et al., 2018).

Os escores tiveram as seguintes categorias e parametros: inicial (escore de 0-7) =
auséncia de movimento, movimento discreto ou amplo de uma, duas ou trés
articulagbes; intermediaria (escore de 8-13) = Colocagdo da pata, passada,
coordenagcdo entre os membros anteriores e posteriores organizados na escala

conforme o ganho da func&o motora; tardia (escore de 14-21) = Afastamento dos dedos,
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posicéo predominante da pata, estabilidade do tronco e posicdo da cauda (BASSO et
al., 1996).

Os roedores se locomoveram livremente durante um tempo ja estabelecido numa caixa
de tamanho padronizado cujas paredes foram transparentes para melhor visualizacéo.
Foram avaliados, a partir de imagem de videos, no dia O (pré-teste) para verificar a
auséncia de alteracdo motora, bem como nos dias 1, 3 e 7 ap6s 0s procedimentos

cirdrgicos

4.6 Eutanasia e preparo histolégico

Os animais foram eutanasiados no 8° dia com a sobredosagem de anestésico (300
mg/kg de cloridato de cetamina e 30 mg/kg de cloridato de xilazina, por via
intraperitoneal), conforme a Resolucdo normativa n° 37 do CONCEA (2018). Em
seguida, a area lesionada na medula foi cuidadosamente identificada e cortada em um
comprimento de 2 cm (1 cm rostral e 1 cm caudal ao local da leséo) (FAN et al., 2016),
ficou submersa na formalina a 10% durante 7 dias. No processamento histoldgico, o
material passou por uma série crescente de alcoois afim de desidratar o material, em
xiléis para diafanizar e, por ultimo, parafinas que foram mantidas a uma temperatura
acima de 55°C e abaixo de 60°C seguido de formacgéo dos blocos.

Posteriormente, os blocos foram cortados no microtomo MR2014 (O patologista, Brasil)
a uma espessura de 5 um e obtidas cinco séries de sete laminas contendo o epicentro
da leséo e as porcdes rostral e caudal da medula espinal totalizando 35 laminas por
bloco, e cada lamina com 5 cortes teciduais organizados do lado esquerdo e direito. Os
cortes foram depositados em banho histolégico que depois de um tempo foram

pescados em laminas gelatinizadas e postas para secar a uma temperatura de 37°C.

4.7 Avaliagao histolégica (Hematoxilina-Eosina)

A avaliacdo das alteracdes histolégicas foi feita a partir da coloragdo hematoxilina-
Eosina (HE) seguindo metodologia de coloracdo de PUEBLA-OSORIO et al, 2017
(Figura 7). Os cortes histologicos foram desparafinizados em uma série de xil6is,
desidratados em uma série decrescente alcoolica, reidratados em agua para posteior
fixacdo da hematoxilina, submersos em eosina; imersos em série alcéolica crescente
para remogao do excesso de corante e submetidos a uma série de xilGis e , por fim, as

laminas foram montadas com balsamo e laminula para prote¢éo do tecido.
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Xilgis I, 1l e 1l (2 min/série)

Alcoois 95%, 80%, 70% (2 min/séire)
Lavagem em agua | e Il (2 min/lavagem)
Hematoxilina (3 min)

Lavagem em agua I, Il e lll (2 min/lavagem)

r Eosina (30 s) “
r Alcoois 80%, 95%, 100% e 100% (2 min/ série) “
' Xilgis I, Il e Il (2 min/série) ‘
r Montagem das laminas com laminula e fixagdo com balsamo ‘

Figura 7: Protocolo da coloragéo por hematoxilina-eosina.

4.8 Andlise imunohistoquimica

Foi avaliada a expressao de astrécitos reativos, por meio da marcacao para proteina
fibrilar acida presente em astrocitos (GFAP).

As laminas com cortes de medula passaram pela desparafinizacdo em xiléis,
desidratacdo em alcoois e lavadas com tampao fosfato (phosphate buffered saline
(PBS) 0,1 M, pH 7,4). No forno micro-ondas a um tempo e temperatura pré-determinado
deu inicio a recuperacao antigénica com tampao citrato (pH 6,0). Posteriormente foi feito
0 bloqueio da peroxidase endodgena (H202- 1% em PBS) e incubacdo com soro
albumina-bovina 5% (Sigma-Aldrich, Sigma Chemical Co., St Louis, USA), seguida da
incubacdo com anticorpo priméario GFAP (produzido em camundongos, clone S206A-8,
1:100, lote SAB5201104; Sigma Aldrich Chemical Company, St Louis MO, USA)
(overnight). Subsequentemente, foi posto o anticorpo secundario (DAKO LSAB2 Kkit,
DAKO Corp., Carpinteria, CA), conjugado com complexo streptavidina-peroxidase
(DAKO Corp., Carpinteria, CA), conforme instru¢des do fabricante. Para revelagéo, as
seccdes foram incubadas com o tetracloreto de 3'3’-diaminobenzidina (kit DAB, Vector
Laboratories) diluido em tampdo tris salino (Tris-buffered saline) (TBS) pH 7,4) com

H202 (0,3%) e lavadas em PBS. Novamente foi feita a desidratacdo do material,
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diafinizacdo para na sequéncia montar as laminas com laminulas e balsamo (SIBA et
al., 2017).

4.9 Andlise de imagens

A analise quantitativa para laminas de HE foi feita a partir da contagem dos neurénios
(laminas das sec¢des V) usando o programa image J, do National Institute Off Healh
Image (W. Rasband, dominio publico National Institute of Mental Health), com dados
armazenados em planilhas no excel. As imagens foram obtidas através do microscépio
Olympus CX31 acoplado a camera de video Olympus. As areas avaliadas foram cornos
ventrais e cornos dorsais direito (area lesionada) da medula espinhal em campo de 400
x, para quantificacdo das células neuronais integras, com nucléolo evidente e sem
sinais de degeneracgédo (KIM et al., 2011). A andlise qualitativa, por sua vez, foi baseada
na evidéncia e frequéncia de neurdnios com alteracdes histopatoldgicas degenerativas
(vacuolizacao citoplasmética) e caracteristicas morfolégicas compativeis com estado
celular post-mortem (eosinofilia citoplasmatica; picnose e caritlise nucleares); hiperemia
do tecido; integridade e caracteristicas das células da glia e das células neuronais. Para
GFAP, foi utilizado a contagem de células do software image J para contabilizar os
astrécitos nas mesmas areas pré-determinadas. Os valores obtidos dos cornos direito
e esquerdo também foram somados para verificagdo do total obtido no lado lesionado.

4.10 Andlise estatistica

Todos os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Os dados
gue apresentaram distribuicdo gaussiana foram avaliados por analise de variancias
mdaltiplas com medidas repetidas (Two-way ANOVA repeated measures:
comportamento), com poés teste de Tukey. Os dados ndo paramétricos (histologia) foram
analisados por Kruskal-Wallis com poés - teste de Dunn. As diferencas foram
consideradas significativas para valores de p < 0,05. Foi utilizado o software Graph Pad

Prism versédo 7.0.
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5 RESULTADOS

5.1 Umidade relativa a amostra da Tradescantia spathacea coletada

O teor de umidade do espécime vegetal em estudo (folhas secas de T.spathacea) foi de
11 £ 0,4%.

5.2 Determinacdo do Rendimento do EATS

ApoOs a analise em triplicata, foi obtido uma média de rendimento global equivalente a

21,98 £ 0,25% da extracdo aquosa das folhas secas de T. spathacea.

5.3 Cromatografia liquida de ultra performace acoplado a espectrémetro de
massa (UPLC-QTOF- MSEF)

A figura 8 mostra o cromatograma tipico dos padrdes internos, compostos detectados
no EATS e os tempos de retengéo obtidos e a tabela descreve os compostos fendlicos

encontrados no EATS.

100

Figura 8. Cromatograma UPLC-QTOF-MSE do extrato de Tradescantia spathacea
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Tabela 3: Identificagdo de compostos fendlicos do extrato etandlico de Tradescantia spathacea.

Pico Rt [M-H] [M-H]- fons de produto Empirico Ppm Compostos Referéncias
no. min Observado Calculat (MS/MS) Formula (erro)
edo

1 2.98 181.0495 181.0501 161.0390, 135.0489 CoHoO4 -3.3 Acido Verétrico® Jiaetal., 2020

2 3.24 207.0295 207.0295 179.0376, 163.0399 C10H70s 1.0 Fraxetina Saleem et al., 2019

3 3.63 593.1505 593.1506 473.1264, 353.0658 C27H29015 -0.2 Vicenina 2! Dehkordl et al., 2020

4 3.77 311.0769 311.0767 193.0460, 178.0218, C14H150s 0.6 Acido Ferdlico! Wang et al., 2017

149.0456, 134.0351

5 3.82 179.0345 179.0344 135.0477 CoH704 0.6 Acido Cafeico* Campos et al., 2020

6 4.04  351.1291 351.1291 249.0609 C14H23010 0.0 Desconhecido -

7 4.23 371.0977 371.0978 249.0576,121.0303, 113.0255 C16H19010 -0.3 desacetil asperuloside! Ouchemoukh et al.,
2014

8 4.35 163.0391 163.0395 119.0493 CoH703 -2.5 Acido p-coumarico*! Amaya-Cruz et al., 2018

9 444  385.1144 385.1135 207.1059, 113.0237 C17H21010 2.3 Acido sinapico-O- Lorenzo et al., 2018

hexosideo

10 4.80 693.2028 693.2031 271.0932 C32Hz7017 -0.4 Heloniosideo A Zou et al., 2017

11 5.13 691.2618 691.2602 335.1241 C34H43015 2.3 Desconhecido -

12 5.41 271.0964 271.0970 - Ci16H1504 -2.2 Vestitol Yerlikaya et al., 2019

13 5.84 675.2654 675.2653 - C34H43014 0.1 Desconhecido -

14 6.67 375.2758 375.2747 - C20H32906 -2.4 Derivado de acido graxo -

15 6.90 373.2583 373.2590 - C20H3706 -1.9 Fatty acid derivative! -

16 7.11 327.2161 327.2171 229.1406, 211.1334 C18H310s -3.1 Pinellic acid isomer?! Barragan-Zaratea et al.,
2020

17 7.34 371.2420 371.2434 - C20H3506 -3.8 Fatty acid derivative! -

18 7.56 329.2317 329.2328 229.1441, 211.1323 C18H330s -3.3 Pinellic acid isomer?! Barragan-Zaratea et al.,
2020

19 7.94 359.2785 359.2797 - C20H390s -3.3 Fatty acid derivative! -
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5.4 Avaliagcdo comportamental

Na avaliacdo da funcdo motora a partir da escala BBB, os grupos lesionados
apresentaram diminuicéo significativa dessa funcdo motora em relacdo ao grupo LAM
(p<0,0001). Em contrapartida, ndo foram observadas diferencas significativas entre os

grupos lesionados, (Figura 9).
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Figura 9: Resultados da avaliacdo funcional (DO= dia 1; D2= dia 2; D3=dia 3, D7= dia 7). LAM:
grupo controle; LESAQO: grupo lesdo/veiculo; EATS10: grupo lesionado tratado com extrato
aquoso da Tradescantia spathacea na dose de 10 mg/kg; EATS100: grupo lesionado tratado
com extrato aquoso da Tradescantia spathacea na dose de 100 mg/kg. * indica diferenca
significativa entre os grupos lesionados e o LAM no primeiro dia apos leséo (p<0,0001); # indica
diferenca significativa entre os grupos lesionados e o LAM no terceiro dia pos lesé@o (p<0,0001);
&indica diferenca significativa entre os grupos lesionados e o LAM no sétimo dia apés lesdo
(p<0,0001) (MANOVA com pés-teste de Tukey).

Scores na escala BBB

5.5 Anélise histolégica

Na quantificacdo de células neuronais totais (Figura 10), observou-se diferenca
estatistica significativa no nimero total de neurdnios do lado homolateral a les@o entre
os grupos LESAO, EATS10 e EATS100 em relag&o ao grupo controle (LAM) (p<0,0001);
além disso, foi observado maior nimero de neurdnios totais nos animais tratados com
EATS em relagéo aqueles tratados com LESAO (p<0,0001), sendo maior a média de
neurdnios integros dos animais no grupo EATS10 em relagdo ao grupo EATS100
(p<0,0001).
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Figura 10: Quantificacdo de neurbnios no corno ventral direito e dorsal direito da medula
espinhal. A contagem foi realizada na substancia cinzenta em campos referentes ao corno ventral
direito e dorsal direito da medula espinhal, por meio de microscépio éptico em campo de alta
poténcia (x 400). LAM: grupo controle; LESAQ: grupo lesdo/veiculo; EATS10: grupo lesionado
tratado com extrato aquoso da Tradescantia spathacea na dose de 10 mg/kg; EATS100: grupo
lesionado tratado com extrato aquoso da Tradescantia spathacea na dose de 100 mg/kg.
**+kn<0,0001 e indica diferenca significativa entre o grupo LAM e os grupos lesionados LESAO,
EATS10 e EATS100; ####p<0,0001 indica diferenca estatistica significativa em relacdo com
grupo Lesdéo; &&&&p<0,0001 indica diferenca estatistica entre os grupos tratados com EATS
(Teste de Kruskal-Wallis e p6s-teste de Dunn).

Na avaliacdo histologica do corno dorsal direito (CDD), foi observada uma diminuicéo
significativa de células neuronais dos animais submetidos a hemissecc¢ao do lado direito
da medula espinal nos grupos Lesdo (p<0,0001), EATS10 (p<0,005) e EATS100
(p<0,0001) em relagdo ao grupo LAM. O CDD dos animais tratados com EATS10
mostrou maior nimero de neur6nios comparado com o grupo Leséo (P<0,0001) (Figura
11).
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Figura 11: Quantificagdo de neurdnios no corno dorsal direito da medula espinhal, substancia
cinzenta, por meio de campo de alta poténcia (x 400) em microscopio 6ptico. CDD: corno dorsal
direito; LAM: grupo controle; LESAQ: grupo les&o/veiculo; EATS10: grupo lesionado tratado com
extrato aquoso da Tradescantia spathacea na dose de 10 mg/kg; EATS100: grupo lesionado
tratado com extrato aquoso da Tradescantia spathacea na dose de 100 mg/kg. **** indica valor
de p<0,0001 e ** indica p<0,005 em relagcdo ao grupo LAM; ##p<0,0005 em relacdo ao grupo
Lesao (Teste de Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn).

Referente a area do corno ventral direito, foi observada diminuicdo significativa no
namero de neurbnios no corno ventral direito entre os grupos lesionados e o grupo
controle (LAM) (p<0,0001). Houve diferenga significativa entre o grupo Lesédo e os
grupos tratados com EATS nas doses de 10 mg/ Kg (p<0,0001) e 100 mg/ Kg (p<0,05).
Entre os grupos tratados com EATS, o grupo EATS10 apresentou maior nimero de

neurdnios no corno ventral direito (p<0,0005) (Figura 12).

OC

5 40-

o

= 30 —|— &&&
= HitH#
g *kkk
>

o 20-

o

© *okkk

2 10

. T

=

<O

= 0 . .

z LAM LESAO EATS10 EATS100

Figura 12: Quantificacdo de neurdnios no corno ventral direito da medula espinal. A contagem
foi realizada na substéncia cinzenta em campos referentes ao corno ventral direito da medula
espinal, por meio de microscopio 6ptico em campo de alta poténcia (x 400). CVD: corno ventral
direito; LAM: grupo controle; LESAQ: grupo lesdo/veiculo; EATS10: grupo lesionado tratado com
extrato aquoso da Tradescantia spathacea na dose de 10 mg/kg; EATS100: grupo lesionado
tratado com extrato aquoso da Tradescantia spathacea na dose de 100 mg/kg. ****p<0,0001 e
indica diferenca significativa entre o grupo LAM e os grupos lesionados: LESAO, EATS10 e
EATS100; ###p<0,0001 e #p<0,05 indicam diferencas estatisticas significativas em relagdo com
grupo LESAO; &p<0,0005 indica diferenca estatistica entre os grupos tratados com EATS (Teste
de Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn).

No presente estudo foi utilizada a coloracdo HE para avaliacdo das alteractes
histolégicas da lesdo de medula espinhal no sétimo dia. Nas altera¢cdes morfologicas

promovidas pela hemissec¢do medular foram observadas células mononucleares da
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microglia, moderada quantidade de vasos capilares neoformados exibindo dilatacéo e

congestéo (hiperemia) (Figura 13).
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Figura 13: Fotomicrografia de seccdes histolégicas coradas em HE de tecido medular mostrando
as principais alteracdes morfologicas observadas sete dias ap6s lesdo medular (grupo LESAO).
(A) Visdo panoramica indicando as areas anatbmicas do tecido medular denominadas corno
dorsal direito e esquerdo (CDD e CDE) e corno ventral direito e esquerdo (CVD e CVE) (40 x).
(B) Detalhe do corno ventral direito, correspondente a area lesada, destacando a substancia
branca (SB) e cinzenta (SC), assim como o canal medular (CM) (100 x). (C) Maior magnificagédo
da figura anterior mostrando a presenc¢a de grande quantidade de astrocitos (seta espessa
negra), oligodendrdcitos (seta espessa branca) e células da micréglia (seta delgada) (400 x). (D)
Presenca de intensa reacdo neovascular (circulos) em meio ao tecido medular (400 x).

Foram notados, também, neurbnios com sinais histopatolégicos de alteracbes
degenerativas (vacuolizacdo citoplasmatica, de provavel natureza hidrépica, em
diferentes graus de intensidade) (Figura 14).
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Figura 14: Fotomicrografia de seccdes histolégicas coradas em HE de tecido medular mostrando
as principais alteragcdes morfolégicas observadas sete dias ap6s lesdo medular (grupo LESAO).
(A) Neurbnios do corno ventral direito exibindo alteragBes vacuolares citoplasmaticas
degenerativas e sinais morfolégicos de morte (100 x). (B) Maior detalhe da fotomicrografia
anterior mostrando vacuolizacdo moderada (seta espessa negra) (400 x) e (C) intensa (seta
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espessa branca) do citoplasma neuronal compativeis com degeneracgdo hidropica (400 x). (D)
Neur6nios exibindo sinais morfolégicos de alteragdo post-mortem como aumento da eosinofilia
citoplasmatica e contracéo da cromatina nuclear (circulos) (400 x)

Também foram observadas caracteristicas morfolégicas compativeis com o
estado celular post-mortem, tais quais aumento expressivo da eosinofilia citoplasmatica
e alteracBes nucleares, como contracdo e condensagcdo cromatinica (picnose) e
dissolucéo total ou parcial da cromatina (cariolise), eventualmente com formacao de um

“colar” de cromatina residual (Figura 15).
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Figura 15: Fotomicrografia de secgdes histolégicas coradas em HE de tecido medular mostrando
as principais alteracdes morfoldgicas ndo degenerativas nucleares consistentes com morte
celular em neurdnios do corno ventral direito. (A) Intensa condensag&o cromatinica compativel
com picnose (400 x). (B) Dissolucao parcial da cromatina (caridlise parcial), com formacao de
“cromatina residual em colar” (400x). (C) Caridlise total, com perda da imagem do ndcleo celular
por dissolu¢do completa da cromatina (400x). (D) Neurénio piramidal viavel e saudavel exibindo
citoplasma dendritico e nucleo volumoso com cromatina clara e nucléolo proeminentes (400 x).

5.6 Andlise para reatividade de astrécitos

A quantidade de astrécitos na substancia cinzenta, especificamente, no CDD e CVD da
medula espinal foi maior nos grupos de tratamento, EATS 10 e EATS 100 p<0,0001,
quando comparados ao grupo LAM e LESAO (figuras 16,19 e 20, fotos C e D).
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Figura 16: Quantificacdo de astrécitos no CDD e CVD, substéncia cinzenta, da medula espinal,
por meio de microscopio ptico em campo de alta poténcia (x 400). LAM: grupo controle; LESAO:
grupo lesdo/veiculo: grupo controle; EATS10: grupo lesionado tratado com extrato aquoso da
Tradescantia spathacea na dose de 10 mg/kg; EATS100: grupo lesionado tratado com extrato
aguoso da Tradescantia spathacea na dose de 100 mg/kg. **** p<0,0001 indicam difereca
significativa entre os grupos EATS 10 e EATS 100 e o grupo LAM; #### p<0,0001 indicam
diferenca estatistica entre os grupos tratados (EATS 10 e EATS 100) e o grupo LESAO (Teste
de Kruskal-Wallis e p6s-teste de Dunn).

Na quantificacdo de astrocitos no CDD da medula espinal (figuras 17 e 19, fotos C e D),
0 numero dessas células foi significativamente maior nos grupos EATS 10 e EATS 100
p<0,0001 em relac&o ao grupo controle (LAM) e les&o/veiculo (LESAO).
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Figura 17: Quantificacéo de astrocitos no CDD, substancia cinzenta, da medula espinal, por meio
de microscépio 6ptico em campo de alta poténcia (x 400). LAM: grupo controle; LESAQO: grupo
lesdol/veiculo; EATS10: grupo lesionado tratado com extrato aquoso da Tradescantia spathacea
na dose de 10 mg/kg; EATS100: grupo lesionado tratado com extrato aquoso da Tradescantia
spathacea na dose de 100 mg/kg. **** p<0,0001 indicam diferec¢a significativa entre os grupos
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EATS 10 e EATS 100 e o grupo LAM; #### p<0,0001 e ## p<0,0019 indicam diferenca estatistica
entre os grupos tratados (EATS 10 e EATS 100) e o grupo LESAO (Teste de Kruskal-Wallis e
pos-teste de Dunn).

No CVD em substancia cinzenta da medula espinal o nimero de astrdcitos foi
estatisticamente superior nos grupos tratados com Tradescantia spathacea, EATS10 e
EATS100 com p<0,0001 em comparagao aos grupos LAM e LESAO (figura 18 e 20, foto
CeD).
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Astrécitos em corno ventral direito (média)

Figura 18: Quantificagdo de neurbnios no corno ventral direito (CVD) da medula espinal. A
contagem foi realizada na substancia cinzenta em campos referentes ao corno ventral direito da
medula espinal, por meio de microscopio optico em campo de alta poténcia (x 400). LAM: grupo
controle; LESAO: grupo lesdo/veiculo; EATS10: grupo lesionado tratado com extrato aquoso da
Tradescantia spathacea na dose de 10 mg/kg; EATS100: grupo lesionado tratado com extrato
aquoso da Tradescantia spathacea na dose de 100 mg/kg. **** p<0,0001 indicam difereca
significativa entre os grupos EATS 10 e EATS 100 e o grupo LAM; #### p<0,0001 indicam
diferenca estatistica entre os grupos tratados (EATS 10 e EATS 100) e o grupo LESAO (Teste
de Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn).

A figura 19 ilustra, micrografia em 400 x do corno dorsal direito da medula espinal dos
grupos estudados. Os grupos EATS 10 e EATS 100 apresentaram aumento da resposta

astrocitaria em comparag&o aos grupos LAM e LESAO.
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Figura 19: Fotomicrografia de seccdes da imunihistoquimica para GFAP de tecido medular
mostrando a reacao astrocitaria no CDD (A) LAM (grupo laminectomia) (400 x). (B) LES (grupo
lesdo veiculo) (400x). (C) EATS10 (grupo tratato com extrato a 10 mg/kg) (400x). (D) EATS100
(Grupo tratado com extrato a 100 mg/kg) (400 x).

Na figura 20, micrografia em 400x, do corno ventral direito da medula espinal dos
grupos estudados. Observa-se aumento da resposta astrocitaria nos grupos EATS 10

e EATS 100 em comparacéo aos grupos LAM e LESAO.

Figura 20: Fotomicrografia de secc¢des da imunihistoquimica para GFAP de tecido medular
mostrando a reagéo astrocitaria no CVD. (A) LAM (grupo laminectomia) (400 x). (B) LES (grupo
les&o veiculo) (400x). (C) EATS10 (grupo tratato com extrato a 10 mg/kg) (400x). (D) EATS100
(Grupo tratado com extrato a 100 mg/kg) (400 x).
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6 DISCUSSAO

Para obtencéo do extrato da T.spathacea , o método de preparo foi infusdo uma técnica
de facil execucdo semelhante ao tradicional preparo de chas, de baixo custo, baixo
indice de toxicidade e que possibilitou a extracdo de compostos fendlicos associados a
atividade antioxidante (SANTOS; MAGAHAES, 2020; ALARA et al., 2021). Neste estudo
o rendimento da extracao (22%) foi superior ao rendimento encontrado nos estudos de
Mena-Rejor et al. (2009), que utilizou o aparelho soxhlet para extracdo da mesma planta
deste estudo com o caule e folhas, e apresentou rendimento de 4,3 % e 17,9 %,
repectivamente. Em Rosales- Reyes (2008), o método de extracdo também foi por

infusd@o (30 min) com rendimento de 8,37%.

Os acidos fendlicos encontrados no extrato da T. spathacea, o acido ferulico e o acido
p-cumarico foram testados no tratamento de lesdo medular. O acido ferulico inibiu a
apoptose (via mitocondrial), promoveu um aumento de proteinas antiapoptose,
Survinina, NAIP e Bcl-2 e inibiu a autofagia celular (quando as células englobam e
degradam seu citoplasma) via mTOR, P13K, AKT (reguladores do crescimento celular)
(Zang et al., 2017). Fatores que interferem blogueando a morte por apoptose que

consequentemente possibilita a sobrevivéncia de neurdnios

Guven et al. (2015), mostraram que o acido p-cumarico tem efeito neuroprotetor contra
isquemia no SNC pois reduz a apoptose com ativagdo das vias de sinalizacdo ERK e
AKT que inibem a proteina pré-apoptética ligada a mitocondria. Sakamula et al. (2018),
realizaram tratamento preventivo com do &cido p-cumarico contra a isquemia no SNC.
O pré uso desse composto além de reduzir o estresse oxidativo ao melhorar os niveis
de MDA (malondialdeido, biomarcador que avalia o estresse oxidativo), aumentou as

atividades de superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT).

Com relagdo ao composto acido veratrico, também encontrado na composi¢ao quimica
do EATS neste trabalho, Choi et al. (2012) observaram que esse composto diminuiu a
producdo de oxido nitrico (NO) com a regulacdo de sintase de éxido nitrico induzida
(iNOS) e interleucina 1 beta (IL- 1b), atenuou a expressdo de interferon y (IFNy,
secretado pelos macréfagos apds estimulacédo de citocinas) e Interleucina 6 (IL-6) a
partir da inativacéo dos genes STAT1 e STAT 3 em células RAW264.7 (macréfago) que
resultou em diminuigdo de NO. O tratamento com acido veratrico inibiu a fosforilacao de
fator nuclear kappa B (NF-KB) com consequente regulacdo da expressao iNOS, reduziu

a fosforilacdo de proteinas quinases ativadas por mitogénio (MAPKs ), pois a producédo
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de NO e as reagdes inflamatorias sdo moduladas por essa proteina. Em resumo, o 4cido

veratrico pode ser um tratamento eficaz na modula¢éo do NO p6s LME.

Referente aos flavonoides encontrados destacam-se Vicenina 2 e Vestitol e a cumarina,
fraxetina, Martin-aragon et al. (1997) mostraram que o tratamento com a fraxetina pode
promover uma resisténcia ou protecdo contra eventos mediados por radicais livres que
contribui para doengas neurodegenerativas. Molina-Jimenes et al. (2003), constataram
que a fraxetina tem agao neuroprotetora contra a apoptose induzida por rotenona na
doenca de Parkinson, diminui o estresse oxidativo e a ativacdo da caspase 3 cujo
aumento da atividade da caspase 3 é indicativo para apoptose neural. Molina-Jimenes
et al. (2005), ainda atestaram que o pré tramento com a fraxetina protege a célula contra
a apoptose quando a inducao é pelo estresse oxidativo. Nesse sentido, a compreensao
da cascata apoptoética, mecanismo de “autodestruicao” celular, que ocorre posterior a
LME, pode ser um importante meio para promover sobrevivéncia de células neuronais,

ao contrario da morte neuronal irreversivel por necrose (KUMAR et al., 2018)

Sobre o mecanismo de agdo do composto fendlico vestitol na modulacdo e migragéo
dos neutréfilos em processo inflamatério, Franchin et al. (2016), reportaram que em
situacdo de processo inflamatério ocorre um alto influxo de neutréfilos e o tratamento
com vestitol reduz a liberagdo das quimiocinas CXCL1/KC e CXCL2/MIP2 estas que
participam da migragéo de neutrdfilos. Fisiologicamente, os neutrofilos séo células que
tem funcédo bactericida e é a primeira defesa contra invasores. No entanto, pos trauma
medular os subprodutos que sédo gerados a partir da fagocitose mediada por essas
células, entre eles as EROs, podem ser toxicos o que contribui para morte celular e
aumento da lesdo (RIGBY et al.,2020) e, possivelmente, esta associada a lesao
progressiva da barreira hemato-espinal. Com isso, a redugéo do influxo de neutréficos
pode atenuar essa condicdo com consequente protecdo de neurdnios e promocao da

recuperacao funcional (KUMAR et al., 2018).

Referente a acdo do vestitol em macréfagos ativados por lipossacarideo (LPS), Bueno-
Silva et al. (2020), enfatizaram que houve reducéo da producgéo de oxido nitrico (NO),
dos niveis de citocinas pré-inflamatérias como fator estimulador de coldnias de
granulécitos e macrofagos (GM-CSF), Interceucina 6 (IL-6), fator de transformacao de
crescimento (TGF-B) e fator de necrose tumoral (TNF-a), visto que a superproducéo
dessas citocinas pode causar respostas inflamatérias e acarretar em danos a célula
neuronal e posterior morte por apoptose (KUMAR et al., 2018). As células inflamatérias
que liberam essas citocinas, macréfagos com fenétipo M1, séo ativadas e proliferam

frente a lesdo, (CHEN et al., 2017), essas citocinas também séo capazes de liberar
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EROs, danificar o DNA da célula neuronal e exacerbar a lesdo do tecido medular
(AHUJA et al., 2017; ZHOU et al., 2020) e essa polarizacao para o fenétipo M1, mediada
pelas condicBes do microambiente, apresenta capacidade reduzida para fagocitose sua
principal funcdo (ALIZADEH et al., 2019). Bueno-Silva et al. (2020) ainda mostraram
que os macréfagos objetivam padrbes moleculares que se associam a patégeno, como
o LPS, para iniciar a transcricdo dos genes inflamatérios a partir do fator nuclear Kappa
B (NF-KB). Por isso a inibicdo de NF-KB, baseado no tratamento com vestitol, pode ser
um mecanismo anti-inflamatério desse composto. Também evidenciaram aumento da
interleucina 10 (IL-10) e promoveu a inducdo de macréfagos que se assemelham ao
fendtipo 2, esse tipo de célula é fonte de fatores tréficos e anti-inflamatdrios que séo

importantes para promover a reparacao do tecido (ZHOU et al., 2020).

No que se refere a inducdo das respostas inflamatérias vasculares mediadas por
lipossacarideo (LSP), Kang et al. (2015) mostraram que o tratamento com o flavonoide
vicenina-2 associada a escolimosida inibiu a ruptura endotelial vascular, a expressao de
moléculas de adesao celular (CAMSs), a adesao/migragéo de neutrofilos para as células
endoteliais, a hipermeabilidade (caracteristica do processo inflamatorio) e migragéo de
leucocitos. Dessa forma, € importante manter a integridade vascular com manutengéo
das respostas anti-inflamatérias contra estimulos inflamatérios que podem exacerbar a
lesdo. Lee e Bae (2016) reproduziram o estudo com lesédo a partir do polifosfato
(mediador pré-inflamatoério) e confirmaram a acdo anti-inflamatéria da vicentina-2

associada a escolimosida.

O acido verétrico, fraxetina, vicentina 2, &cido caféico e vestitol encontrados ndo estéo
associados ao uso na condicdo de lesdo da medula espinal, mas apresentam acao
neuroprotetora em estudos relacionados ao sistema nervoso central. No tratamento com
acido caféico frente a neurodegeneracédo da via nigroestriatal induzida por rotenona em
modelo de doenca de Parkinson, Zaitone et al. (2019) evidenciaram diminuicdo da
expressao microglial e mediadores inflamatérios e aumento do nimero de neurdnios
dopaminérgicos que influenciaram na melhora da coordenagdo e dos movimentos
motores. Yegin et al. (2020), mostraram que a intervencao preventiva com acido cafeico
em les&o cerebral por isquemia-reperfusdo foi eficaz na protecdo do tecido. Ainda, em
modelo de isquemia-reperfusdo, o acido cafeico teve acgdo neuroprotetora e o
mecanismo desse efeito pode estar associado a inibicdo da 5-lipoxigenase (5-LO,
enzima que produz leucotriénio que esta aumentado em cérebro isquémico) que refletiu

no reestabelecimento da memaria e aprendizagem (LIANG el al.,2015).
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Wei et al. (2008) apresentaram a capacidade protetiva do éster fenetil do acido cafeico
(CAPE) contra a neurotoxicidade induzida por glutamato pela inibicdo da proteina
transportadora de elétrons citocromo C (induzida por calcio) na membrana mitocondrial
de neurbnios cerebelares. Son e Ma (2020), confirmaram a acdo neuroprotetora do
CAPE por via antioxidante com diminuicédo das espécies reativas de oxigénio em células
lesionadas por acdo do glutamato. Wang et al. (2016), observaram que o efeito
neuroprotetora do CAPE foi por meio da diminuicdo da morte celular por apoptose e da
atenuacdo da caspase na presenca de degeneracdo de neurdnios induzida por
anestésico sevoflurano no hipocampo. O edema cerebral é mediado pela aquaporina-4
(AQP4) e citocinas. Nasution et al. (2020) evidenciaram que o tratamento com CAPE
diminuiu os niveis da AQP4 induzida por astrécitos e como resultado houve reducéo do
edema cerebral. Turan el al. (2020), comprovaram que a intervengdo com &cido cafeico
reduziu a morte neuronal por apoptose induzida pela neutoroxina 6-hidroxidopamina (6-
OHDA), limitou o aumento das espécies reativas de oxigénio, preveniu disfuncdo
mitocondrial, aumentou os niveis de Bcl-2 e AKT (quinase responsaveis por bloquear

proteinas pré-apoptoticas) assim como 0s niveis da enzima tirosina hidroxilase (TH).

Na avaliagdo da fungdo motora, nesse modelo de LME por hemissecgéo (7 dias), ndo
houve aumento dos escores da escala BBB dos animais tratados com EATS. Porém,
em estudo semelhante, Lin et al. (2011) utilizaram modelo de hemisseccao para verificar
o efeito da curcumina. Houve um pré-tratamento no dia anterior ao da cirurgia e seguiu
até o sexto dia pdos lesdo medular. Na escala BBB, 0os animais tiveram ganho motor no
7° dia p6s leséo e esse resultado foi atribuido a maior preservagéo de danos neuronais
e ao efeito antiapoptético. Nos resultados encontrados por Chen et al. (2018), que
utilizaram um tipo de acido fendlico (acido clorogénico) como tratamento para LM,
observaram que no inicio da fase subaguda houve aumento dos escores de BBB
imposto a diminuicdo da reacdo inflamatéria e inibicdo da apoptose. Li et al. (2017),
trataram os animais com &cido feralico numa lesé@o por contuséo e a pontuagéo do BBB
aumentou apos o 7° dia de LM, com justificativa semelhante pautado na diminuicdo da
apoptose. Na maioria dos estudos encontrados a intervencéo nos eventos que levam
ao processo apoptotico foi crucial para o reestabelecimento da funcdo motora em
modelo animal. Porém é primordial considerar que outros fatores também influenciam

na recuperagdo motora.

A preservacao de neurbnios nos grupos de tratamento, sobretudo no grupo EATS10,
ndo refletiu na avaliagdo da fun¢cdo motora. A recuperacdo funcional € com processo
complexo e dependente de fatores importantes e necessarios: regeneracao do axénio,

microambiente permissivo e a capacidade intrinseca do neurénio lesado (PALMISIANO,
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DI DIOVANNI, 2018). No estagio secundario da LM, residuos de mielina estao
acumulados esse é um fator que pode inibir o crescimento de neuritos (novos ramos de
axbnio), assim chamados de inibidores de NOGO-A, uma proteina que esta associada
a morte de neurdnio por apoptose, colapso axonal e retracdo de neurite (ASHAMMAKAI
et al.,, 2019; RIGBY et al.,, 2020), além de outros inibidores como glicoproteinas de
oligodendrécitos e glicoproteina associada a mielina. Nesse ambiente, os axdnios ndo
sdo capazes de construir cones de crescimento, por isso ha formacdo de terminais
dismorfos e subsequentes axénios retraidos, incapazes de regeneracdo em dire¢cao ao
mausculo (SHIN, CHO, 2017). Sugere-se que outras analises sejam realizadas afim de
investigar as condi¢cdes do microambiente pos tratamento com EATS frente a leséo

medular por hemissecc¢ao que podem ter impedido o ganho motor.

Na coloragdo hematoxilina-eosina (HE) foi possivel identificar que o grupo tratado com
EATS, com énfase na dose de 10 mg/kg, apresentou maior nimero de neur6nios
sobreviventes em regido de corno dorsal e ventral do lado direto na substancia cinzenta
0 que traduz em maior protegdo de neurdnios pos lesdo medular. Esse beneficio pode
ser atribuido ao efeito dos compostos fenodlicos (acidos fendlicos e flavonoides)
encontrados na composi¢cdo quimica da T. spathacea que tem acdo antioxidante, anti-
inflamatéria (TAN et al., 2015) e neuroprotetora (LOPES, 2019), porém 0 mecanismo de
acao que envolve a preservagdo de neurbnios motores com o tratamento da planta em

estudo precisa ser investigado.

Nesse sentido, o efeito dose-resposta do EATS pds lesdo medular na dose de 10 mg/kg
pode ter sido mais potente por isso permitiu que o tratamento com baixa dose pudesse
ter acdo neuroprotetora; eficiente, devido a protecdo de neurbnios e maior eficacia
guando comparada a dose de 100 mg/kg, que apesar de ter sido eficiente pode néo ter
sido tdo eficaz pois teve diminuicdo do nimero de neurdnios protegidos o que, segundo
CRIPPA, ORSINI (2016), amplia a probabilidade de toxicidade ou ineficacia do

tratamento.

As alteracdes histolégicas analisadas a partir da coloracdo HE, permitiu a identificagédo
de neurdnios baseada na sua morfologia (HILTON et al., 2016). Alizadeh et al. (2019),
mostraram que na condicdo de isquemia, as células neuronais apresentaram sinais de
nucleos encolhido, picnético e condensado com membrana plasmatica com danificacao
irreversivel. Miguel et al. (2012), apontam que na microscopia essas caracteristicas séo

evidéncias de necrose neural e apoptose.

A LME atinge os astrocitos de maneira diferente das células neuronais e

oligodendrdcitos. Na LME os astrocitos passam a ser reativos. Os astrocitos reativos
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envolvem as margens da lesdo com intuito de separar o nucleo da lesdo do tecido
medular normal (FAN et al., 2016). A ativacdo dessa célula é importante para
minimizacdo da extensdo da lesdo em estagios iniciais (KARIMI-ABDOLREZAEE;
BILLAKANTI, 2012).

Neste estudo em modelo de lesdo medular por hemissec¢édo com tratamento em 7 dias
a base do extrato do T. spathacea, os grupos de tratamento, EATS 10 e EATS 100,
apresentaram aumento da reacao astrocitaria na fase subaguda da lesdo. Lukovic et al.
(2015), mostraram que pos lesdo medular os astrocitos passam por alteracao
morfolégica e molecular como hipertrofia, aumento da proliferacdo e expressao da
proteina glial fibrilar acida (GFAP), vimentina e nestina, caracteristicas do astrocito
reativo. Hara et al. (2017) evidenciaram que na fase subaguda os astrocitos reativos séo
capazes de migrar para o epicentro da lesdo, ajudam na protecao da area lesionada

com o isolamento das células inflamatérias e sdo capazes de reparar o tecido.

Os astrocitos reativos liberam diversas substancias que sao bioativas, como fator de
crescimento nervoso, fator neurotréfico derivado da linha de células gliais e fator de
crescimento transformador 3, exercem um efeito neuroprotetor aos neurdnios. Portanto,
preservar a proliferacdo dos astrocitos reativos contribui para prote¢cdo neuronal e
regeneracgao do tecido medular (GU et al., 2019). Este estudo apresentou aumento da
reatividade de astrocitos nos tratamentos com EATS vista por imunohistoquimica para
GFAP. Esse fator pode explicar a maior preservacao de neurdnios exibida na coloracdo
HE, onde a dose de 10 mg/kg apresentou melhor tratamento pés lesdo medular com a

protecdo de um numero maior de neurénios.

Wang et al. (2018), ressaltam que durante as primeiras semanas 0s astricitos reativos
protegem o tecido e podem ter efeito benéfico sobre a restauracdo da medula espinal.
A lesdo permitiu aumento da quantidade de células astrocitaria que sao positivas para
GFAP, e o composto quercetina, um flavonoide, aumentou ainda mais essas células,
assim como a expressdo GFAR e S100B que sao marcadores bases para destingdo de

astrocios.

Dessa forma, o tratamento com EATS parece ter favorecido respostas gliais
neuroprotetoras que contribuem para a diminuicao da perda de neurénios pés LME por

hemisseccéao.
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7 CONCLUSAO
O tratamento subagudo com EATS teve efeito protetor sobre a perda de neurbnios apds

LME e promoveu aumento da resposta astrocitaria. No entanto, ndo foi observada

melhora significativa da funcdo motora.
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ANEXO 1- EXSICATA DA Tradescantia spathacea
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ANEXO 2- CERTIFICADO DE APROVACAO DO CEUA

et e, UNIVERSIDADE TIRADENTES : e
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO, PESQUISA E EXTENSAO
COMISSAO DE ETICA NO USO ANIMAL - CEUA

CERTIFICADO DE APROVACAO DA CEUA

Certificamos que a proposta intitulada " Avaliagdo do efeito neuroprotetor do extrato
aquosos da Tradescantia spathacea sobre a lesdo medular em roedores.”, registrada com
o n°030919, sob a responsabilidade de Margarete Zanardo Gomes, que envolve a
produgdo, manutengdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata. subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de acordo
com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899. de [5
de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA) ¢ foi Aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE TIRADENTES. em reuniio de
09/10/2019,

Finalidade ( ) Ensino ( X ) Pesquisa J
Vigéncia da autorizagdo 01/12/2019 a 3171272020 !
Espécie/linhagem/raga Rattus norvegicus /| Wistar J
N° de Animais 60 !
Peso/idade Peso: 180 a 250g / 1dade: 2 a 3 meses |
Ecxo Machos i \
Origem Biotério da Universidade Tiradentes |
—

Aracaju, 09 de outubro de 2019

Maria Julia Nardelli
Coordenadora da Comissdo de ftica no { 'so Animal - CI-UA
Universidade Tiradentes - UNIT

UNIVERSIDADE TIRADENTES _ ) ‘ o TELEFONE (79)3218 2200
AV MURILO DANTAS N* 300 B FAROLANDIA F AX (79) 3218 21 00
CEP 49032490 | ARACAJU - SE - BRASIL | =
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