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RESUMO

O acidente vascular encefélico (AVE) é uma das principais causas de incapacidade
e morte no mundo, sendo o AVE do tipo isquémico o mais prevalente. Atualmente,
0 Unico tratamento farmacolégico disponivel para o AVE isquémico € o ativador do
plasminogénio tecidual recombinante (rt-PA), um farmaco que tem sua abrangéncia
limitada pela curta janela terapéutica e graves efeitos colaterais. Diante disso,
surgem estudos visando a descoberta de novas farmacos neuroprotetores capazes
de recuperar o tecido neuronal danificado e controlar os eventos fisiopatolégicos da
cascata isquémica, tais quais a inflamacéo exacerbada, ainda na fase aguda da
doenca. A planta Piper divaricatum tem efeitos anti-inflamatorios e anti-oxidantes
atribuidos pela medicina popular, e com algumas evidéncias cientificas, sendo
utilizada no tratamento de doencas reumaticas. Entretanto, ainda ndo foram
investigados o0s seus potenciais efeitos anti-inflamatorio e neuroprotetor em
modelos experimentais de isquemia cortical. Neste estudo, investigou-se o potencial
anti-inflamatério e neuroprotetor do extrato supercritico de Piper divaricatum (100
mg/kg) na lesdo isquémica cortical induzida por microinje¢cdes de endotelina — 1
(ET-1) em ratos wistar adultos. Foram utilizados 6 animais divididos em 2 grupos
experimentais: grupo controle (ET-1 + tween a 5%, n=3) e grupo tratado (ET-1 +
extrato supercritico de Piper divaricatum, n=3). Os encéfalos foram processados
para analise histologica com coloracdo pela violeta de cresila. Apés a analise
histoldgica, observou-se que os animais de ambos 0s grupos exibiram palor tecidual
(perda de corpos neuronais) e infiltrado inflamatoério na area de lesdo. Entretanto,
nos animais tratados com extrato supercritico de Piper divaricatum, houve uma
diminuicdo da area de infarto e reducdo do nimero de células mononucleares e
proximas a ele. Estes resultados sugerem que o extrato de Piper divaricatum, na
concentracdo investigada, diminui o infiltrado de células inflamatoérias,
principalmente células mononucleares, com concomitante efeito neuroprotetor apos
isquemia cortical experimental em ratos adultos. Estudos futuros, usando
marcadores especificos de neurbnios, leucécitos e células gliais devem confirmar
os resultados aqui descritos.

Palavras-chave: Acidente Vascular Encefalico, Fitoterapicos, Neuroinflamacao,
Microglia, Neuroprotecao.



ABSTRACT

Stroke is one of the main causes of disability and death in the world, with ischemic
stroke being the most prevalent. Nowadays, the only pharmacological treatment
available for ischemic stroke is the recombinant tissue plasminogen activator (rt-PA),
a drug that is widely used due to its short therapeutic window and severe side effects.
Therefore, studies are necessary for the identification of neuroprotective drugs
capable of avoiding secondary injury after acute neural disorders. Piper divaricatum
plant is considered in the folk medicine as possessing both anti-inflammatory and
anti-oxidant effects, with some scientific evidence available. This plant is also used
for treatment of rheumatic diseases. Nevertheless, its potential anti-inflammatory
and neuroprotective effects have not yet been investigated using experimental
models of brain stroke. In this study, the anti-inflammatory and neuroprotective
potential of the supercritical extract of Piper divaricatum (100 mg/kg, i.p) was
investigated using an experimental model of cortical ischemia induced by
microinjections (80 pmol/ul) of endothelin-1 (ET-1) in adult Wistar rats. Six animals
were divided in 2 experimental groups: control group (ET-1 + 5% tween, n = 3) and
treated group (ET-1 + supercritical Piper divaricatum extract, n = 3). The brains were
processed for histological analysis with cresyl violet staining. After histological
analysis, it has been observed tissue pallor, loss of neuronal bodies and
inflammatory infiltrate in the ischemic area of both experimental groups. However, in
the animals treated with supercritical Piper divaricatum extract, there was a decrease
in infarct area and reduction of inflammatory infiltrate. These results suggest that
Piper divaricatum extract, at the investigated concentration, decreases the infiltrate
of inflammatory cells, mainly mononuclear cells, with concomitant neuroprotective
effects after experimental cortical ischemia in adult rats. Future studies, using
specific markers of neurons, leukocytes and glial cells, are necessary to confirm the
results here described.
Key words: Stroke, Phytotherapics, Neuroinflammation, Microglia, Neuroprotection.
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1. INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o Acidente Vascular
Encefalico (AVE) € definido como a ocorréncia subita de disfuncdo neurolégica
focal, e por vezes global, com duracdo superior a horas ou que cause morte,
resultado de origem vascular (BRASIL, 2013).

O AVE resulta do acumulo a longo prazo de fatores risco nao-modificaveis,
incluindo idade avancada, género e etnia, e fatores de risco modificaveis, tais quais
hipertensdo, doenca cardiacalfibrilacdo atrial, diabetes, dislipidemia, tabagismo,
etilismo e sedentarismo. (KIRSHNER, 2009; PACIARONI e BOGOUSSLAVSKY,
2010; SKINNER et al., 2009). No geral, classifica-se o0 AVE como hemorragico ou
isquémico dependendo do mecanismo fisiopatoldégico responsavel pelo dano
cerebral, sendo o tipo isquémico o mais frequente, correspondendo a mais de 80%
dos casos (SARKAR et al., 2019). O evento isquémico ocorre quando um vaso
cerebral é ocluido, por exemplo por placas de ateromas, o que obstrui o fluxo
sanguineo para uma porcao do encéfalo, acarretando rapida e progressiva morte
celular. (DESAI et al., 2019; SARKAR et al., 2019). Apds colapso metabdlico inicial,
uma cascata patolégica com indmeros mecanismos, entre 0s quais
excitotoxicidade, acidose metabdlica, morte celular programada, estresse oxidativo
e neuroinflamacao, induzem aumento progressivo da area de lesdo primaria, com
severos déficits funcionais subsequentes (LO et al.,, 2003; MOSKOWITZ et al.,
2010).

Atualmente, a Unica terapia farmacoldgica aprovada para o tratamento da
isquemia é o ativador do plasminogénio tecidual recombinante (rt-PA, alteplase), um
trombolitico que dissolve o coagulo e restaura o fluxo sanguineo. (ONWUEKWE e
EZEALA-ADIKAIBE, 2012). No entanto, esta terapia tem pouco uso na pratica
clinica, por causa da sua restrita janela terapéutica. Ela € indicada para o AVE
iIsqUémico e seu uso € restrito a cerca de 4.5 horas (POWERS et al., 2011) apés
inicio dos sintomas clinicos, apesar de que novos estudos sugerem que esta janela
de aplicacdo pode ser estendida (KNECHT et al., 2017). O uso tardio do trombolitico

alteplase pode induzir a transformacdo hemorragica, onde o vaso sanguineo pode
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romper induzindo um AVE hemorragico, o que agrava o quadro do paciente
(KABLAU et al., 2011). Na nossa regiao, onde ribeirinhos podem chegar ao hospital
varios dias apos o inicio dos sintomas, o uso clinico de trombolitico é praticamente

impossivel.

1.2. JUSTIFICATIVA

Modelos animais de isquemia cerebral focal sdo essenciais para identificar
0S eventos responsaveis por morte celular, faléncia elétrica, inibicdo da sintese
proteica, deplecdo energética e assim determinar a vida 0til da area de penumbra
potencialmente viavel (COOK et al., 2012; SORBY-ADAMS et al., 2018)..

Do ponto de vista terapéutico, por ser uma area ainda viavel de tratamento,
a area de penumbra isquémica é alvo de possiveis intervencdes terapéuticas, tais
quais 0s agentes neuroprotetores que interferem nos mecanismos das cascatas
isquémicas, visando resgate desse tecido neuronal (SARKAR et al., 2019). Sabe-
se que a lesdo inicial (centro isquémico) pode expandir consideravelmente em mais
de 60% do seu volume inicial e invadir a penumbra na fase mais crénica do AVE, o
gque aumente os déficits funcionais consideravelmente (LO et al.,, 2003;
MOSKOWITZ et al., 2010). Esse fendmeno € conhecido como degeneracédo neural
secundaria (DNS).

1.3. HIPOTESE E PERGUNTA EXPERIMENTAL

Dentre os varios eventos da cascata isquémica, a inflamacéo é reconhecida
como um evento primordial para a fisiopatologia do AVE. Visto que tal desempenha
um carater benéfico no controle da lesdo isquémica, todavia se nao for
adequadamente modulada, pode desencadear efeitos deletérios. Compreender a
acdo dos componentes desta cascata e suas relagdes entre si é essencial para

criagdo de agentes capazes de modula-la.
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Agentes neuroprotetores, 0 seja, drogas que impecam ou minimizem a DNS,
sdo grandemente desejaveis na pratica clinica, mas séo indisponiveis. Inimeros
estudos propuseram diversas drogas alopaticas, incluindo bloqueadores de calcio
e de receptores de N-Metil-D-Aspartato (NMDA) como o MK801, mas nenhuma
delas foi aprovada em humanos devidos aos seus terriveis efeitos colaterais e/ou
ineficacia em humanos (MERGENTHALER & MEISEL, 2012; CHAMORRO et al.,
2016). A busca por agentes neuroprotetores é incessante e moléculas que protejam
0 SNC sem efeitos colaterais consideraveis é de grande importancia cientifica e

clinica.

Uma possibilidade interessante € que existam neuroprotetores como
componentes de plantas da flora Amazdnica (GOMES-LEAL, 2016). Estes
compostos naturais, alguns que podem ser usados na dieta (por exemplo, o
gergelim preto), e outros como 6leo de copaiba e cipd pucd, possuem potencial para
menos efeitos colaterais. Nosso laboratorio no Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
UFPA investiga a possiblidade de que existam agentes anti-inflamatérios e
neuroprotetores para doencas agudas do SNC, como AVE e trauma, por VAarios
anos, com algumas evidéncias cientificas ja publicadas (SALAZAR et al., 2018;
BOTELHO etal., 2015; BOTELHO et al., 2014 ;GUIMARAES-SANTOS et al., 2012).

Considerando a imensa diversidade da flora Amazobnica, inUmera outras
plantas podem possuir efeitos anti-inflamatorias e neuroprotetoras em doencas do
SNC. A Piper divaricatum € uma planta encontrada na Amazoénia, como em regides
do Maraj6, em varios outros estados brasileiros, com efeitos larvicidas e anti-
fungicos ja descritos (DA SILVA et al., 2014; SOUTO et al., 2012; DA SILVA et al.,
2010). Como o estresse oxidativo € um importante mecanismo do AVE e
substancias anti-oxidantes podem induzir neuroprotecao, o Piper divaricatum pode

possuir efeito neuroprotetor, apesar destes efeitos ndo terem sido investigados.

Neste estudo, investigaremos a hipotese de que o Piper divaricatum € anti-
inflamatério e neuroprotetor apos isquemia focal induzida por microinjecbes de

endotelina-1 (ET-1) no cértex cerebral de ratos Wistar adultos.
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1.4. OBJETIVO GERAL

Investigar se o extrato supercritico de Piper divaricatum possui efeitos anti-

inflamatorios e/ou neuroprotetores em um modelo experimental de isquemia cortical

em ratos adultos.

1.5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a.

Investigar os padrdes lesivos gerais, incluindo palor e area de infarto, apos
isquemia focal induzida por microinje¢des de endotelina-1 no cortex motor de
ratos adultos;

Comparar os padrdes lesivos mencionados nos encéfalos de animais
tratados com tween a 5% ou com extrato supercritico de Piper divaricatum;
Avaliar o padréo inflamatorio contendo células mononucleares e
polimorfonucleares na regido isquémica de forma comparativa e animais
controle e tratados com extrato de Piper divaricatum;

Avaliar o padrdo inflamatério contendo células mononucleares e
polimorfonucleares na regido isquémica de forma comparativa e animais
controle e tratados com extrato de Piper divaricatum;

Comparar o padrdo de perda neuronal entre animais tratados e controle no

modelo de leséo proposto.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. EPIDEMIOLOGIA

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o AVE mata 6,2 milhdes
de pessoas no mundo a cada ano, sendo a segunda maior causa de morte no
mundo (OMS, 2006). A OMS estima que, até 2030, o AVE continue sendo a
segunda maior causa de mortes no mundo, sendo responsavel por 12,2% dos 6bitos
previstos para o ano. O progndstico epidemiologico também sugere que uma em
cada seis pessoas terd um AVE na vida (OMS, 2006; BRASIL, 2013).

No Brasil, de acordo com dados do Ministério da Saude, no ano de 2011,
foram registrados 99.159 6bitos por AVE. As doencas cerebrovasculares sao a
primeira causa de morte, seguidas pelo infarto agudo do miocardio (BRASIL, 2012).
O AVE também é a segunda causa de incapacidade em paises de baixo e médio
desenvolvimento (FEING et al, 2013). No Brasil, a imensa maioria dos sobreviventes
necessita de reabilitacdo para as sequelas neurolégicas consequentes, sendo que
aproximadamente 70% n&o retornam ao seu trabalho e 30% necessita de auxilio
para caminhar (BRASIL, 2012).

2.2. FISIOPATOLOGIA DO ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO ISQUEMICO

A lesédo causada pela isquemia cerebrovascular exibe tipicamente duas
zonas: 0 centro isquémico e a penumbra. A zona do centro isquémico tem reducao
de 10-25% do fluxo sanguineo e rapida deplecdo da reserva energética com
possivel necrose. (BROUNS e DEYN, 2009; DULA et al, 2019). Devido a faléncia
energética, e em minutos ou horas apos a oclusdo do vaso sanguineo, ocorre
desequilibrio i6nico intracelular, faléncia mitocondrial e ativacdo intracelular de
proteases, lipases e ribonucleases levando a rapida desagregacéo dos elementos
celulares estruturais e perda da integridade celular (RAMOS-CABRER et al, 2011;
ANRATHER e IADECOLA, 2016; McCABE et al., 2018)

No centro isquémico, a faléncia energética induz excitotoxicidade local e

despolarizacdo peri-infarto que levam a morte celular, principalmente por necrose.
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As células necrdéticas liberam padrées moleculares associados ao dano (DAMPs,
do inglés damage-associated molecular pattern), glutamato, espécies reativas de
oxigénio (EROs), e adenosina trifosfato (ATP), que ativam as células microgliais
residentes e astrocitos, as quais podem liberar citocinas amplificando a resposta
inflamatéria (LO et al., 2003; MOSKOWITZ et al., 2010; GOMES-LEAL, 2012, 2019).
Esses mediadores causam o recrutamento de células imunes periféricas em uma
tentativa de iniciar a remoc¢ao de residuos celulares e recuperagdo no parénquima
cerebral. Este processo induzira posteriormente morte das células gliais e de
neurdnios (LO et al., 2003; MOSKOWITZ et al., 2010; GOMES-LEAL, 2012, 2019).

A viabilidade desta area de penumbra € mantida por algumas horas devido
ao suprimento sanguineo das artérias colaterais. No entanto, eventos secundarios
da amplificam os mecanismos lesivos, expandindo a &area de lesdo inicial e
comprometendo a penumbra isquémica (LO et al., 2003; MOSKOWITZ et al., 2010).
Descreveu-se que a leséo inicial pode aumentar em até 70% devido ao mecanismo
de DNS (LO et al., 2003; MOSKOWITZ et al., 2010; DULA et al, 2019). No centro
isquémico, as ceélulas morrem mais por necrose, enquanto que na penumbra
isquémica as ceélulas morrem mais por necrose e apoptose, além de tipos

intermediarios de morte celular e autofagia (HOU et al., 2019).

A excitotoxicidade origina-se do acumulo patolégico de aminoacidos
excitatérios como o glutamato no meio extracelular e fenda sinaptica (BESANCON
et al., 2008). O glutamato atiava os receptores de NMDA (N-methyl-D-aspartate) e
AMPA  (amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic  acid) que levam
inicialmente a entrada de sddio e, tardiamente, ao influxo exacerbado de célcio para
0 meio intracelular, desregulacdo da homeostase intracelular do célcio, resultando
na ativacdo excessiva de proteases, lipases e enzimas que contribuem para a
formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), espécies nitrogenadas,
disfuncdo mitocondrial, ativacdo da cascata apoptotica e poli (adenosina
difosfatoribose) ativacdo da polimerase. (MOSKOWITZ et al., 2010; ANRATHER &
IADECOLA, 2016).
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O aumento de EROs e a alteragéo funcional das células do endotélio vascular
desestabiliza a barreira hematoencefalica (BHE), contribuindo para a infiltracdo
neutrofilos, macréfagos e linfécitos T ativados, 0 que agrava os mecanismos lesivos
(ANRATHER e IADECOLA, 2016; RODRIGO et al. 2013). Além do mais, modelos
experimentais de isquemia mostram uma resposta inflamatoria sistémica, que
atinge o pico de atividade 4 horas apos a leséo e precede o pico de neuroinflamacéo
20 horas depois. Esta resposta é caracterizada por altos niveis de IL-6 e proteina

C-reativa, esta ultima associada a um prognostico lesivo ruim (REICHE et al, 2019).

A neuroinflamacdo é um importante componente da lesdo secundaria apos
AVE e outras doencas do SNC (GOMES-LEAL, 2012; RANSOHOFF, 2016;
GOMES-LEAL, 2019). Ela possui componentes humorais e celulares, ambos com
componentes dos sistemas imunes inato e adaptativo (GOMES-LEAL, 2012, 2019).
Células da microéglia sdo os principais componentes da resposta inflamatoéria do
SNC (GOMES-LEAL, 2012, 2019). Elas séo derivadas de progenitores presentes
no saco de Yolk que invadem o SNC durante o desenvolvimento do sistema nervoso
(GINHOUX et al., 2010).

Em situa¢cBes ndo patologicas, as células da microglia fazem uma varredura
completa do parénquima neural através de movimento estocasticos dos seus longos
ramos em busca de alteracBes patoldgicas, deste modo protegendo o sistema
nervoso (NIMMERJAHN et al., 2005). Estes movimentos dependem de
sinalizadores como o ATP (DAVALOS et al., 2005). Em situacdes lesivas, como no
AVE, as células microgliais sdo ativadas, com mudancas profundas na sua
morfologia e bioquimica (GOMES-LEAL, 2012, 2019). Esse fenbmeno é conhecido

como microgliose.

As células da micréglia sdo ativadas sao ativadas rapidamente em resposta
a uma isquemia cerebral (THORED et al., 2009). Essa ativacdo atende um pico
entre 3 e 7 dias ap0s o a inducdo isquémica perdurando por varias semanas
(THORED et al., 2009; JIN et al, 2010; MA et al 2017). O papel dessas células
imunes é duplo na isquemia (GOMES-LEAL, 2012, 2019). Apds oclusdo

experimental da artéria cerebral média, a inibicdo da ativagdo microglial com
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minociclina diminui a neuroinflamacao e induz neuroprotecao (YRJANHEIKKI et al.,
1999), apesar de que, no mesmo modelo experimental, a ablacdo genética da
micréglia aumenta a neuroinflamacéo e induz mais lesédo (LALANCETTE-HEBERT
et al., 2007).

Essa dualidade da acdo micrdglia € conhecida como Face de Janus, em
alusdo ao deus da mitologia grega Janus, que representa dualidade. A face de
Janus da fung&o microglial pode ser explicada pela presenca de diferentes ligantes,
DAMPS ou sinais de perigo, no ambiente patoldégico que ao ativar diferentes
receptores na membrana microglial podem gerar fenotipos benéficos prejudiciais
(GOMES-LEAL, 2012, 2019). A ativacdo de receptores normalmente ativados por
patbgenos na membrana microglial, como receptores tipo toll e outros receptores,
poderia fazer com a as células da micrdglia respondessem de forma similar ao
combate a uma infeccdo, mesmo na auséncia de uma, matando neurdnios como
um efeito colateral desta resposta equivocada. Essa é a base da hipétese do “fogo

amigo”, recentemente levantada em nosso laboratorio (GOMES-LEAL, 2019)

Astrocitos exercem papeis importantes no funcionamento do sistema
nervoso central e também na fisiopatologia do AVE (LIMA et al., 2016; PEKNY et
al., 2019) . Eles podem proliferar e sofrer diferenciacdo (astrogliose) apés a
isquemia cerebral com aumento da expresséao de proteina acida fibrilar glial (GFAP,
do inglés glial fibrillary acidic protein). Astrécitos podem produzir mediadores
inflamatoérios e desencadear a neuroinflamacéo pela expressédo de proteinas do
complexo principal de histocampatibilidade (MHC) e moléculas co-estimulatorias,
gue podem ativar respostas anti-inflamatorias (TH-2). Assim como a micréglia,
astrocitos também exibem funcdes de carater duplo, &s vezes benéficas e em outras
prejudiciais (PEKNY et al., 2014; PEKNY et al., 2019).

Portanto, a isquemia induz astrocitose e microgliose com liberacdo de
mediadores inflamatorios tais quais citocinas, quimiocinas, EROs e
metaloproteinases. Esses mediadores aumentam a expressdo de moléculas de
adesdo no endotélio cerebral, que promove adesédo e infiltracdo de leucocitos

derivados do sangue (neutréfilos, macréfagos e linfécitos) para a area de isquemia.
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Esse infiltrado leucocitario promove amplificacdo da resposta inflamatoria pela
secrecdo de uma variedade de mediadores pro-inflamatorios tais quais TNF- a, IL-
18, EROs. Entretanto, micréglia ativada, macrofagos e células T reguladoras
também secretam alguns fatores neuroprotetores, como IL-10 e TGF-3, que podem
suprimir a inflamacédo poés-isquémica (PEKNY et al.,, 2014; PEKNY et al., 2019;
SARKAR et al., 2019). A ativagdo periférica de vias inflamatorias apds a lesédo
isquémica aguda também exerce papel essencial no desfecho neurolégico.
Mediadores imunoldgicos e oxidativos gerados no encéfalo se propaga através da
circulacdo sanguinea, causando uma resposta inflamatéria sistémica. (ANRATHER
e IADECOLA, 2016; SARKAR et al., 2019).

2.3. TRATAMENTO FARMACOLOGICO PARA O ACIDENTE VASCULAR
ENCEFALICO

A restauracao do fluxo sanguineo cerebral € a Unica terapia efetiva para o
tratamento da isquemia cerebral. O rt-PA (alteplase) € uma droga trombolitica, que
causa rapida recanalizacao e restaura o oxigénio e suprimentos nutricionais para a
area afetada, e por conseguinte induz melhora na funcdo neurolégica (ROTH,
2011;McCABE et al, 2018). Entretanto sua utilizacéo é limitada fatores como estreita
janela temporal para administracéo e efeitos colaterais graves (SAVER e LEVINE,
2010).

Geralmente, o alteplase traz bons resultados em 1 entre 3 pacientes tratados
até 3 horas do inicio do quadro clinico e em 1 entre 6 pacientes tratados na janela
de tempo de 3-4,5h, todavia ndo ha beneficios se a administracdo do medicamento
no tempo superior a este periodo. Ap6s 4,5 horas, o risco de graves efeitos
colaterais graves como hemorragia parenquimal, supera os beneficios de sua
utilizacdo (SAVER e LEVINE, 2010; KABLAU et al., 2011; THIEBAUT et al., 2018).

Por causa desta curta janela terapéutica, 0 nimero de pacientes que recebe
tratamento é pequeno. Prevencdo de incapacidade é visto somente em 6 a cada

1.000 pacientes com AVC. Além da curta janela terapéutica, o atraso no
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reconhecimento e transporte dos pacientes, reduz para 5% o numero de casos
elegiveis para trombdlise com rt-PA. O alteplase, embora efetivo, ndo reduz a
mortalidade de forma direta, apesar de atuar eficazmente na funcionalidade dos
pacientes pela reducdo de sequelas (McCABE et al, 2018; MINISTERIO DA
SAUDE, 2012). Na nossa regiao, onde ribeirinhos podem chegar ao hospital varios
dias apds o inicio dos sintomas, o uso clinico de trombolitico é praticamente

impossivel.
2.4. PIPER DIVARICATUM

A familia Piperacae compreende cerca de 5 géneros e mais de 2000
espécies de plantas. O género Piper é encontrado principalmente em regides
tropicais e subtropicais, e tem sido extensamente investigado como matéria-prima
para produtos naturais com potencial antifungico, antitumoral, antioxidante
antiplasmodial e tripanocida. Além disso, espécies do género Piper ja sao utilizadas
pela medicina popular para tratar doencas, incluindo febre, ictericia, reumatismo e
neuralgia (DA SILVA et al, 2014).

Piper divaricatum, conhecida popularmente também como pau-de-angola,
jaborandi-manso, “beetle” € um arbusto com até 9 metros de altura encontrada em
varios estados brasileiros do norte e nordeste, incluindo a regido Marajoara. Na
medicina popular, as folhas e raizes sdo utlizadas para tratar doencas
reumatolégicas e coélicas (ANDRADE et al., 2009).

Em outras investigacdes, o 6leo essencial de Piper divaricatum exibiu efeito
antifungicida contra Cladosporium cladosporioides and C. sphaerospermum.
Cladosporium spp — contaminantes do ar que causam alergias e outras doencas do
trato respiratorio (DA SILVA et al, 2010). Oleo essencial de Piper divaricatum exibiu
atividade antimicrobiana contra bactérias gram-negativas. (BARBOSA et al, 2012).
Além disso, também ha resultados que mostram em sua composi¢cdo o0 eugenol,
uma substancia que é utilizada para analgesia em tratamentos endodénticos. (DA
SILVA et al, 2017).



20

Em outros trabalhos, algumas espécies do género Piper, como Piper
glabratum, (BRANQUINHO et al, 2017) e Piper vicosanum (BRAIT et al, 2015)
tiveram confirmadas suas propriedades anti-inflamatorias pela inibicdo da migracéo
leucocitaria. Apesar de ser empregada popularmente no tratamento de doencas de
carater inflamatorio, tais qual o reumatismo, ha uma escassez de estudos que

comprovem e descrevam a atividade anti-inflamatéria do Piper divaricatum.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados 6 ratos da linhagem Wistar, machos e adultos, pesando
entre 250-350 g. Os animais ficaram alojados em gaiolas contendo 3 animais, com
dgua e comida na proporcdo ideal a cada exemplar. Os procedimentos
experimentais foram executados conforme o protocolo aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Animais de Experimentacdo da Universidade Federal do
Pard, objetivando reduzir ao maximo o sofrimento e a ansiedade nos animais.
(PARECER 137-130)

3.2. PROCEDIMENTOS PRE-CIRURGICOS

Os animais foram adquiridos com 3 meses de antecedéncia da data prevista
para o inicio das cirurgias, ambientados em gaiolas-padrédo e manipulados sobre
balanca de precisdo para acompanhamento do ganho de massa corpérea ideal ao

momento da cirurgia.

3.3. INDUCAO DE ISQUEMIA FOCAL POR MICROINJECOES DE ENDOTELINA-
1

Neste estudo, utilizamos o método de inducdo de isquemia focal por
microinje¢cdes da substancia vasoconstritora ET-1, usado de rotina em nosso
laboratorio (FRANCO et al., 2012; SOUZA-RODRIGUES et al., 2008). Antes dos
procedimentos cirdrgicos os animais foram anestesiados com uma mistura de
cloridrato de cetamina (Vetanarcol®, Kéning. 72 mg/Kg) e cloridrato de xilazina
(Kensol®, Koning. 9 mg/Kg). Verificada a auséncia dos reflexos de retirada de pata
e corneano, os animais foram colocados sobre um aparelho estereotéxico (Insight®

EFF-336), sob a prote¢cdo de uma manta térmica.

As coordenadas adotadas a partir do bregma foram: +1,2 mm, anterio-
posterior; +2,3 mm, médio-lateral; e —0,5 mm, dorso-ventral, a partir da superficie
cortical. Uma inciséo longitudinal foi feita com bisturi a fim de expor a caixa craniana

e no ponto especificado pelas coordenadas estereotaxicas, realizou-se craniotomia
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com auxilio de broca cirargica odontologica de baixa rotacdo para exposicao da

superficie cortical.

Com auxilio de uma micropipeta de vidro graduada (Sigma-Aldrich,
Hirschmann) foi injetado 80 pMols, diluida em 1 yL de corante azul colonil, de modo
a permitir a localizac&o da area de injecéo. A micropipeta foi mantida fixa por cinco

minutos no parénguima neural para evitar possiveis refluxos.

Apés os procedimentos cirdrgicos, os ratos ficaram em observacdo, em
intervalos regulares, visando o monitoramento da recuperacéo e da evolucao dos
sintomas causados pelo dano isquémico, mantidos em gaiolas-padrao individuais

durante o tempo de sobrevida de 7 dias.
3.4. PERFUSAO E PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Ao término do periodo de sobrevida de cada grupo experimental, os animais
foram anestesiados com cloridrato de cetamina (Vetanarcol®, Kénig 72mg/kg) e
cloridrato de xilazina (Kensol®, Kénig. 9mg/kg). Abolidos os reflexos de retirada da
pata e corneano foram perfundidos na regido do ventriculo esquerdo do coracao
com 300-400 ml de tampéao fosfato salina (PBS 0,1M; 0,9%; ph 7,2 — 7,4)
heparinizada, seguido de 300-400 ml de paraformaldeido a 4% em tampao fosfato
(PB 0,1M; pH 7,2 — 7,4).

Os encéfalos foram retirados e pos-fixados por 24 horas em paraformaldeido
4% tamponado. Em seguida, foram crioprotegidos em solu¢cdes com concentracfes
30 crescentes de sacarose a 25%, 50%, 100% diluidos em mistura de glicerina com
tampao fosfato 0,05 M- pH 7,2 — 7,4.

ApOs a crioprotecdo, os encéfalos foram incluidos em TissueTek® (Sakura)
para congelamento a -35°C em camara de criostato (Microm HE 505E) e,
posteriormente, seccionados por navalhas INOX fixadas em criostato. As sec¢des
de 20um foram montadas em laminas histolégicas gelatinizadas e conservadas em

um freezer a -20°C para uso posterior em protocolos de histoquimica.

3.5. ANALISE HISTOPATOLOGICA
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A analise histopatoldgica foi realizada pela coloracdo de Nissl-Violeta de
cresila que permite a visualizacdo de corpos celulares e a perda dos mesmos em
situacdes patologicas (DOS SANTOS et al., 2007; LIMA et al., 2008; GUIMARAES
et al., 2009).

Para identificar o local exato da lesdo isquémica, observou-se seccoes
coradas em diferentes pontos, anteriores e posteriores a area de injecao de
endotelina-1. As secc¢des mais proximas do centro da lesdo foram escolhidas para

analise histopatolégica.
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4. RESULTADOS

Neste estudo, investigamos o0s possiveis efeitos neuroprotetores e anti-
inflamatorios do extrato supercritico da planta Piper divaricatum. Nos animais
controle, tratados somente com tween a 5%, as microinje¢cdes de ET-1 induziram
conspicua lesdo isquémica caracterizada por palor tecidual (auséncia de corpos
neuronais), infarto cortical e intensa resposta inflamatoéria (FiguralA-C). A leséo
afetou quase todas as camadas corticais, mas nao a substancia branca do corpo
caloso (Figura 1). A analise microscépica com objetivas de maior aumento revelou
predominio de infiltrado de células mononucleares (macrofagos/microglia). Nos
animais tratados com 100 mg/kg de extrato supercritico de Piper divaricatum, houve
uma diminuicdo da area de infarto, preservacédo de corpos celulares e reduc¢éo do

ndmero de células mononucleares no centro isquémico (Figura 1D-F).
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Figura 1: Andlise histopatolégica da area da lesao revelada pela coloracdo com violeta de
cresila. Em A, B e C: animal controle (7d ap0s leséo); em D, E e F: animal tratado (7d apos
lesdo). A linha pontilhada em A e D delimita toda extens&o da area de lesdo. Coértex cerebral
(CO); Corpo caloso (CC). Escalas: 200um (Ae D); 50 um (B e E) e 30 um (C e F).
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5. DISCUSSAO

Estudos utilizando modelos experimentais de isquemia vém fornecendo
importantes avancos para a compreensdo dos mecanismos envolvidos no AVE
(HERMANN et al, 2019; McCABE et al, 2017). Neste estudo, induzimos isquemia
focal no cortex motor de ratos adultos por microinjecfes de ET-1. Este procedimento
foi eficaz para a inducdo de perda tecidual, infarto cortical e intensa resposta
inflamatoéria. Estes resultados condizem com o0s estudos prévios de nosso
laboratorio, onde implementamos o modelo experimental utilizado (DOS SANTOS
et al., 2007; SOUZA-RODRIGUES et al., 2008; FRANCO et al., 2012; LIMA et al.,
2016).

A coloracéo de Nissl empregada neste trabalho € amplamente usada como
meétodo histologico para estudar a morfologia e alteracdes patoldgicas no SNC
(DOS SANTOS et al., 2007; SOUZA-RODRIGUES et al., 2008; FRANCO et al.,
2012; LIMA et al., 2016). O corante basico de violeta de cresila interage com o DNA
(acido desoxirribonucleico) do nucleo celular e também com RNA (acido
ribonucleico), que e altamente concentrado no reticulo endoplasmatico rugoso e nos
ribossomos das células neuronais. As células danificadas mostram varias
caracteristicas, incluindo picnose (condensacao da cromatina), edema ou necrose
(KADAR et al, 2009).

No geral, hd uma diminuicdo da intensidade da violeta de cresila na marcacao
de Nissl, o que é detectavel em torno de 2 a 3 horas apdés a isquemia experimental
(ZILLE et al, 2012). Neste estudo, observamos que o grupo de animais controle
submetidos a isquemia por microinjecdes de ET-1 apresentou diminui¢do de corpos
celulares no centro da leséo isquémica, como relatado anteriormente. Os corpos
celulares de Nissl sdo envolvidos na sintese proteica, incluindo enzimas
relacionadas a sintese de neurotransmissores e peptideos (KADAR et al, 2012). No
grupo controle, a coloracédo de Nissl mostrou notavel palor e morte celular. Como
esperado, 0s corpos celulares no encéfalo isquémico apresentaram estas

caracteristicas morfolégicas com reducéo do tamanho e nimero de neurdnios nas
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camadas corticais de modo mais intenso quando comparados ao grupo de
tratamento com o extrato de Piper divaricatum.

A perda neuronal apos isquemia pode ocorrer devido a inUmeros fatores
entre 0s quais os previamente descritos para a fisiopatologia do AVE (LO et al.,
2003; MOSKOWITZ et al., 2010; GOMES-LEAL, 2012, 2019). A excitotoxicidade é
especialmente importante. A morte excitotoxica é fundamental para a inducédo de
morte neural, tanto que injecbes de pequenas quantidades de NMDA causam
intensa necrose nos cérebros de animais de experimentacdo (GUIMARAES-
SANTOS et al.,, 2012). A ativacdo excessiva de receptores glutamatérgicos
ionotrépicos induz massiva abertura de canais de Ca++ promovendo ativacdo de
lipases, proteases e formacgédo de radicais livres, contribuindo para intensa morte
celular (BESANCON et al., 2008; BROUNS e DEYN, 2009).

Nos animais tratados com extrato supercritico de Piper divaricatum, houve
uma diminui¢éo da area de infarto e reducéo do numero de células mononucleares
no infiltrado inflamatério. Este resultado € corroborado pelo estudo publicado Hua
et al. (2018), no qual relatou-se um efeito neuroprotetor do extrato supercritico de
outras duas plantas do género Piper - Piper nigrum L. and Piper longum L - apés
isquemia focal permanente.

Houve diminuicdo de células mononucleares (macréfagos/microglia
ativados) ap6s tratamento com Piper divaricatum. Como a ativagdo microglial
exacerbada contribui para lesdo secundaria (GOMES-LEAL, 2012, 2019), a
modulacao da ativagdo microglilal pode ser um importante componente das agdes
neuroprotetoras do Piper divaricatum. Corroborando este dado, o trabalho de
Yrjanheikki et al. (1999) mostrou que a inibicdo da ativacdo microglial com
minociclina diminui a neuroinflamacéo e a area de infarto, tanto no cortex como no
estriado de ratos adultos.

O efeito neuroprotetor do Piper divaricatum pode ocorrer devido as agdes
pleiotrépicas, como no caso da minociclina. No entanto, efeitos antioxidantes e anti-
inflamatodrios sdo mecanismos muito provaveis de agéo desta planta (DA SILVA et

al., 2010). Sabe-se gue os mecanismos anti-oxidantes endégenos estédo diminuidos
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apos isquemia, e que o estresse oxidativo € um potente indutor de lesdo secundaria
(LO et al., 2003; MOSKOWITZ et al., 2010; SARKAR et al., 2019).

O extrato de Piper divaricatum foi utilizado para o tratamento de animais
isquémicos na tentativa de modular o processo inflamatorio no cortex motor. O
infiltrado inflamatério foi notado tanto no grupo controle quanto no tratado, todavia
no grupo tratado o infiltrado inflamatério foi mais brando. O papel da
neuroinflamacao € crucial na fisiopatologia de doencas do SNC, porém h& dualidade
quanto a funcdo da ativacdo microglial que pode ser prejudicial ou benéfica
(BECKER e BUCKWALTER, 2016; GOMES-LEAL, 2019). Isso parece depender
dos estimulos presentes no tecido e dos receptores ativados na membrana
microglial (GOMES-LEAL, 2019).

A modulacdo da inflamagcdo ao invés da sua abolicdo completa € mais
indicada no caso de uma terapia que atue em mecanismos inflamatorios no SNC,
ja que a inflamacéao também possui efeitos benéficos. Células microgliais, astrocitos
e outros componentes da resposta inflamatéria no SNC podem promover efeitos
benéficos na fase aguda po6s-isquemia devido a producdo de fatores troficos e de
crescimento, que contribuem para recuperacdo neuronal e neurogénese apos
isquemia (BUTOVSKY et al, 2006). A ativacdo microglial também exibiu perfil
benéfico no trabalho de Lalancette-Hébert et al. (2007), onde a ablacédo genética da
proliferagcdo microglial, durante a inflamacéo, acentuou a lesdo isquémica induzida
por oclusdo da artéria cerebral media em camundongos. A neuroprote¢do microglial
também foi encontrada em modelo experimental de isquemia por privacdo de

glicose e oxigénio em cultura organotipica (NEUMANN et al., 2006, 2008).
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6. CONCLUSAO:

Os dados aqui apresentados sugerem que o0 extrato supercritico de Piper
divaricatum (100 mg/Kg) reduz a area de infarto, preserva corpos celulares e diminui

o infiltrado inflamat6rio apds microinjecdes de ET-1 no cortex motor de ratos adultos.

O presente estudo é o primeiro a sugerir acdo neuroprotetora do Piper
divaricatum em modelo de isquemia cerebral focal com ET-1, constituindo um
estudo piloto para trabalhos posteriores, utilizando outros tempos de sobrevida e
marcacfOes com técnicas de imunoistoquimica para avaliar de forma quantitativa o

carater neuroprotetor do extrato de Piper divaricatum.
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PARECER 137-13

Projeto: EXTRATOS DE PLANTAS DA AMAZONIA E SEUS PRINCIPIOS ATIVOS
COMO AGENTES ANTI-INFLAMATORIOS E NEUROPROTETORES EM
MODELOS EXPERIMENTAIS DE ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO E
TRAUMAS CRANIOENCEFALICO E DA MEDULA ESPINHAL

Coordenador: Prof. Dr. Walace Gomes Leal

Area Tematica: Neurociéncias
Vigéncia: 04/2014 a 04/2016
No no CEPAE-UFPA: 137-13

O projeto acima identificado foi avaliado pelo Comité de Etica Em Pesquisa
Com Animais de Experimentacdo da Universidade Federal do Pard (CEPAE). O
tema eleito para a investigacao e de alto teor cientifico justificando a utilizacdo do
modelo animal proposto. Os procedimentos experimentais utilizados seguem as
normas locais e internacionais para tratamento e manipulacdo de animais de
experimentacdo. Portanto, o CEPAE, através de seu presidente, no uso das
atribuicdes delegadas pela portaria No 3988/2011 do Reitor da Universidade Federal
do Para, resolve APROVAR a utilizacdo de animais de experimentacdo (Ratos
Wistar, N= 200) nas atividades do projeto em questdo, no periodo de vigéncia
estabelecido.
As atividades experimentais fora do periodo de vigéncia devem receber nova
autorizacdo deste comité.
Belém, 05 de marc¢o de 2013

(A/al 1ce (pumu [ c
#rof. Or. Walece Goms Lok
Presidente do CEPAE-UFPA



