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RESUMO

Isquemia cerebral € uma condicédo clinica severa que decorre, mais frequentemente,
da oclusdo de um ou mais vasos sanguineo cerebrais (tipico AVC), ou de uma
parada cardiaca reversivel (ndo-fatal), deixando sequelas incapacitantes. Estudos
anteriores do nosso laboratorio, demonstraram que o tratamento com a fragéo
acetato de etila (FAE, 400 mg/kg) preparada a partir da planta Trichilia catigua
(catuaba) reduziu tanto o déficit de memodria, quanto o estresse oxidativo
desencadeados pela isquemia cerebral em ratos. Nesse projeto de IC objetivamos
avaliar 1°) a viabilidade biol6gica da administracdo intravenosa (1.V) de uma solucéo
de lipossomas contendo a FAE de T. catigua, e 2°) se tal tratamento protege contra
0 estresse oxidativo desencadeado pela isquemia. Resultados: A administracdo 1.V.
de lipossomas contendo a FAE se mostrou plenamente viavel, pois ndo houve
nenhuma alteragdo comportamental que indicasse a inviabilidade de tal
administracdo. Detectamos, contudo, um leve e temporario aumento da temperatura
retal, refletindo, provavelmente um estado febril passageiro. A avaliacdo sobre o
efeito antioxidante dos lipossomas administrados por via I.V. ndo foi conclusiva, pois,
inesperadamente, a isquemia ndo provocou a resposta de estresse oxidativo (grupo
controle isquémico), resultado este que diverge de experimentos anteriores deste
laboratério.

INTRODUCAO

A doenca cerebral isquémica, aguda ou cronica, € uma condicdo clinica grave,
decorrente de multiplas causas. Apés um evento cerebral isquémico, entretanto, a
lesdo cerebral, em maior ou menor grau, € uma consequéncia imediata, deixando
sequelas parcial ou totalmente irreversiveis. Em continuidade a estudos anteriores
deste laboratério, o objetivo desse projeto de IC consistiu em averiguar a viabilidade
biolégica da administracdo intravenosa de uma formulacdo lipossémica da FAE
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(FAE-Lip). Caracteristicamente, substancias polifendlicas contidas em extratos
vegetais tém baixa biodisponibilidade oral, o0 que demanda o uso de altas doses. O
emprego de lipossomas como sistema de liberacdo de farmacos pode melhorar a
solubilidade e biodisponibilidade dos principios ativos de uma planta ou seu extrato
(Saraf, 2021; Bozzuto & Molinari, 2015). Assim, esse estudo é preliminar, com vistas
a avaliar a eficacia pré-clinica de lipossoma contendo a FAE de T. catigua num
modelo animal de isquemia cerebral global e transitoria (ICGT).

MATERIAIS E METODOS

Animais

Ratos Wistar (180-230 g) foram alojados com ciclo de luz controlado, temperatura
ambiente 22 + 1°C, e acesso livre a agua e ragdo. Todos os procedimentos seguiram
aprovacao ética do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA n° 1399190422).

Viabilidade biolégica da administracdo intravenosa da solucdo de lipossoma da
FAE

Ratos intactos foram levemente anestesiados em uma cuba saturada com isoflurano,
possibilitando a correta administracdo dos lipossomas da FAE (0,14 mg/kg, i.v., 1 ml/kg)
através da veia peniana. Apés recuperacdo da anestesia, os animais foram observados
guanto ao seu bem-estar geral, atentando-se para manifestacbes de
comportamentos considerados atipicos, como piloerecdo, tosse/espirros, postura
corporal diferente do habitual, movimentacdo em campo aberto, presenca de tremores,
convulsdo ou mesmo morte.

Isquemia cerebral

Os animais foram anestesiados usando a mistura de isoflurano/oxigénio liberada
através de uma mascara fixada no focinho do animal. A ICGT foi induzida conforme
o modelo de oclusdo do 4-vasos, ou seja, oclusdo permanente das artérias
vertebrais, seguida da oclusdo transitéria (15 minutos) das artérias caroétidas
comuns, conforme rotina deste laboratorio. Uma hora ap0s a cirurgia, 0s animais
receberam a injecado 1.V. de lipossomas da FAE, ou veiculo (salina).

Estresse oxidativo

O estresse oxidativo resultante da isquemia foi avaliado através da atividade das
enzimas superoxido dismutase (SDO) e catalase (CAT), nivel de carbonilacédo
proteica (CBP), e lipoperoxidacdo (TABARS, tiobarbituric acid reactive substances).
Essas medicbes seguiram a metodologia de estudos anteriores (Godinho et al.,
2018, Oliveira et al., 2023) em colaboracdo com o Laboratorio de Oxidacdes
Biologicas do Departamento de Bioquimica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Viabilidade biolégica da administragéo intravenosa da solucéo de lipossoma da FAE
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Figura 1 — Temperatura retal medida antes e 1, 2 e 3 horas apds a injecéo I.V. de lipossoma da FAE,
em dois dias subsequentes (18 e 19). Os valores sdo a média +/- EPM. Sample, n=10. **p < 0.01;***p
< 0.0001 comparado ao basal (Antes); ##p < 0.01; ###p < 0.0001 comparado a 12. hora.

Quanto ao comportamento geral do animal, ndo detectamos nenhuma alteracdo que
pudesse indicar algum efeito deletério da administracdo |.V. de lipossomas.
Deduzimos, portanto, que a administracao I.V. da solucdo de lipossoma da FAE é
um procedimento biologicamente viavel. Entretanto, observamos uma leve e
transitoria alteracdo da temperatura retal. A figura 1 mostra a variacdo de
temperatura retal medida antes (basal) da administragéo I.V. de lipossoma, e até 3
horas apés, em dois dias subsequentes de administracéo (Dias 18 e 19). No Dia 18,
a temperatura se elevou de 36.7 + 0,1°C (basal) para 37.8 + 0.2°C ap6s a 32. hora
pos-administracao (p < 0.001). Padrdo semelhante foi observado no Dia 19 (35.6%
0,2°C (basal) para 36.8 + 0.1°.C apds a 32 hora; p < 0.001), indicando, talvez, um
leve estado febril. A temperatura retal também foi diferente entre os dias 18 e 19 (p <
0.001). Nao temos uma explicacdo para as diferencas significativas de temperatura
de um dia para o outro, no mesmo animal, antes e apos as inje¢des.

Extresse oxidativo

A figura 2 mostra que a isquemia cerebral ndo resultou em exacerbacéo do estresse
oxidativo (grupo Isch/Veh vs. grupo Sham, p > 0.05), ou seja, ndo houve inducao do
estresse oxidativo. Comparado com estudos anteriores, esse resultado foi algo
inesperado, nao permitindo qualquer conclusdo acerca do suposto efeito
antioxidante do lipossoma da FAE (grupo Isch/Lip).
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Figura 2 — Efeito do tratamento com FAE-Lip (0.14 mg/kg/ml, 1.V.) sobre o estresse oxidativo
induzido por isquemia cerebral. GSH (glutationa reduzida), GSSG (glutationa oxidada), SOD
(superdxido dismutase), CAT (catalase), TBARS (substéncia reativa ao acido tiobarbitlrico). O
experimento 2 (Exp. 2) foi conduzido somente com 0s grupos ‘sham’ e isquémico/veiculo (Isch/Veh)
para certificarmos a falta de efeitos da isquemia durante o experimento com o lipossoma (Exp 1).
Sham = controle, Isch/Veh = ischemia + veiculo, Isch/Lip = isquemia + lipossoma.

CONCLUSAO

A administracéo intravenosa da solucdo de lipossoma provou ser um procedimento
viavel, apesar do efeito possivelmente pirogénico, porém, transitério. A conclusao
guanto ao efeito antioxidante do lipossoma elaborado a partir de um extrato (FAE)
da planta Trichilia catigua (catuaba) ndo pdde ser alcancada, pois a isquemia, por si,
nao provocou O estresse oxidativo. Esse resultado foi inesperado, pois néo
reproduziu dados anteriores deste laboratério. Nao temos, ainda, uma explicacao
para a tal resultado. Experimentos futuros deverdo investigar possiveis falhas
metodoldgicas.
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