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Resumo:

A isquemia cerebral (IC) se configura como uma das principais causas de
morte no mundo. Disfun¢gBes neurolégicas decorrentes da IC sdo comuns
em pacientes sobreviventes. Lesbes de matéria branca (MB) e perda da
integridade da barreira hematoencefalica (BHE) estdo entre as
consequéncias da IC, as quais estdo associadas a prejuizos cognitivos.
Atualmente néo existem tratamentos eficientes para diminuir as
consequéncias da IC. Estudos in vitro e in vivo mostraram efeitos
neuroprotetores da fracdo acetato de etila (FAE) obtida da Trichilia catigua,
uma planta conhecida popularmente como catuaba. Estes efeitos foram
ligados a reducdo do estresse oxidativo e da neuroinflamagdo no
hipocampo. Pouco se sabe sobre os efeitos da FAE sobre a integridade da
BHE e da MB. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do tratamento com
FAE sobre a injuria da MB e da integridade da BHE em camundongos
submetidos a ocluséo bilateral das artérias carétidas comuns (OBACC), um
modelo experimental de IC. Os animais foram tratados com FAE (400 mg/kg)
1h apos a reperfuséo e seguiu, uma vez ao dia, por 3 dias consecutivos. A
guebra da BHE foi avaliada através da medida do extravasamento do
corante Azul de Evans (AE) 1, 3 e 7 dias ap0s a cirurgia. A quebra da BHE
em 1 e 7 dias ndo apresentou valores relevantes, mas foi observada quebra
significativa da BHE 3 dias apos a OBACC. Estudos futuros, utilizando
outros esquemas posoldgicos, deverdo ser conduzidos para verificar se a
FAE apresenta efeito neuroprotetor sobre a BHE.

Introducéo

A isquemia cerebral (IC) é uma das principais causas de morte em todo o
mundo (Neumann et al., 2013) e sobreviventes de eventos isquémicos séo
particularmente vulneraveis a desenvolver disfuncdes neurolégicas (Geri et
al., 2014). Atualmente, ha apenas o ativador do plasminogénio tecidual
recombinante (rtPA) aprovado pelo FDA para tratamento dos efeitos agudos
da IC, o qual apresenta limitacbes para sua utilizacdo. Nesse contexto, é
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cognitivas estdo associadas a integridade da matéria branca (MB) e barreira
hematoencefalica (BHE). A BHE € uma barreira de permeabilidade seletiva,
gue mantém o microambiente do cérebro, separando o sangue do fluido
extracelular. A ruptura da BHE é o principal fenbmeno patoldgico na IC,
situagdo na qual o cérebro lesionado destréi a integridade da BHE e
aumenta a permeabilidade da mesma. Evidéncias indicam que a leséao
isquémica do cérebro pode causar ruptura da BHE e aumentar o infarto
cerebral (Fan et al., 2018), além de danos a substancia branca do cérebro
de ratos (Choi et al., 2016). Portanto, a protecdo da BHE e a integridade da
MB s&o essenciais para manter a fungéo cerebral. Conhecida como catuaba,
a Trichilia catigua € usada popularmente por suas propriedades afrodisiacas
e tonificantes. Em 2012, Kandem et al. verificaram que o tratamento com o
extrato da T. catigua promoveu: a) reducdo do estresse oxidativo, b) perda
de atividade mitocondrial, e c¢) reducdo da formacdo de lactato
desidrogenase (marcador de lesdo neuronal) in vitro. Truiti et al. (2015)
mostraram que o tratamento com 200-800 mg/kg da fracdo acetato de etila
(FAE) de T. catigua reduziu o déficit de aprendizagem medido no labirinto
aquatico de Morris (LAM) e diminuiu em cerca de 80% a morte neuronal no
hipocampo de camundongos submetidos a oclusdo bilateral das artérias
cardtidas comuns (OBACC). Aléem disso, a FAE (400 mg/kg), preveniu a
amnésia retroégrada, bem como diminuiu o estresse oxidativo, a filtracédo
leucocitaria e a resposta das células gliais provocadas pela IC em ratos
(Godinho et al.; 2017, 2018). Nesse sentido, 0 objetivo do presente trabalho
foi investigar os efeitos da FAE sobre a integridade da BHE e MB em
animais submetidos a OBACC.

Materiais e métodos

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissao de
Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Maringa (CEUA/UEM)
sob n° 2081190719. Foram utilizados camundongos BalbC machos, de 2 a 3
meses. A IC foi induzida pela OBACC, conforme descrita por Soares et al.
(2013). Para os animais controle, denominados Sham, os procedimentos
cirurgicos foram os mesmos, com a diferenca de que esses animais nao
tiveram nenhuma das artérias ocluidas e, portanto, ndo sofreram injaria
isquémica. Apos 1, 3 ou 7 dias o animal foi levemente anestesiado em
camara saturada com o anestésico isoflurano e uma solugdo a 2% do
corante AE (0.2 mg/kg, 1ml/kg de peso) foi injetada i.p. Duas horas apés a
injecdo do AE o animal foi anestesiado profundamente (Thiopental, 50
mg/kg) e perfundido transcardiacamente com solugdo salina tamponada
(PBS) num fluxo de 11 ml/min, por 5 minutos. O cérebro foi extraido e
mantido sob congelamento (- 20 °C a - 80 °C). Para a analise da
permeabilidade da BHE, os cérebros foram pesados, homogeneizados com
igual volume de acido tricloroacético em etanol (1: 3) e incubados overnight.
Em seguida, o sobrenadante e os padrdes (0; 0,5; 1; 2; 4; 6; 8 e 10 pg / ml)
foram detectados em (ExA = 620 nm, EmA = 680 nm) por leitor de
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microplaca, de modo que o conteudo de AE de cada grupo foi calculado
conforme curva padrdo demonstrada por Wu et al. (2017).
FAE obtida da Trichilia catigua (200 e 400 mg/kg) foi administrada oralmente
por gavagem em um volume de 10 ml/kg, uma hora apds as cirurgias aos
animais do grupo de OBACC 3d. Na andlise estatistica, os resultados séao
apresentados como médias + EPM dos grupos. Os dados foram submetidos
a ANOVA de uma via, seguido do teste post hoc de compara¢des multiplas

de Tukey-Kramer's (GraphPrisma software). p<0,05 foi considerado como
critério para significancia estatistica.

Resultados e Discusséao

Os resultados obtidos sdo demonstrados na Figura 1. A IC induzida por
OBACC em camundongos resultou em significativa alteracdo da
permeabilidade da BHE ao corante AE apds a reperfusdo (Fs46=6,513,
p=0,0003). Houve diferenca significativa entre o grupo OBACC e grupo
Sham, 3 dias apds a cirurgia (p<0,05). No entanto, ndo foram observadas
diferencas entre os grupos OBACC e OBACC + FAE (p>0.05), indicando que
a FAE, neste esquema posoldégico, ndo exerceu efeitos neuroprotetores
sobre a BHE em camundongos isquémicos. Estes resultados contrariam, em
parte, estudos preliminares que indicaram que a FAE reduz o estresse
oxidativo, diminui neuroinflamacdo e promove recuperacdo funcional em
roedores com isquemia cerebral (Godinho et al. 2017, 2018; Truiti et al.,
2015). No entanto, os estudos citados foram realizados em ratos
submetidos a isquemia cerebral global e a administracdo de FAE foi
realizada por 5 dias apO6s a isquemia. Portanto, foram modelos de IC
cerebral, espécie e esquemas posoldgicos diferentes. As razdes para a
ineficacia da FAE sobre a quebra da BHE precisam ser melhor investigadas.
Outras doses da FAE, bem como outros esquemas posologicos deverao ser
testados em experimentos futuros.
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Figura 1: Permeabilidade da BHE em animais submetid  os a isquemia cerebral. As
colunas representam as médias e as barras verticais os EPMs dos grupos Sham (n=11),
OBACC 1d (n=6), OBACC 3d (n=17), OBACC 7d (n=10), OBACC + FAE (n=6). *p<0,05
comparado ao grupo Sham.
OBS: os experimentos com a dose de 200 mg/kg da FAE e sobre a injuria da
matéria branca ndo foram realizados devido a pandemia COVID-19 (Res.
CEP 006/2020).
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Conclusdes

Os resultados indicam quebra da BHE em camundongos BalbC ocorre 3
dias apés a OBACC. O tratamento com a FAE 400 mg/kg ndo protegeu 0s
animais do dano da isquemia sobre a BHE.
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