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RESUMO

A prépolis € produzida por abelhas, e possui propriedades antiinflamatorias,
antitumorais e anti-microbianas, e melhora o sistema imune. A isquemia cerebral
(IC) ocorre devido a diminuicdo do fluxo sanguineo cerebral e pode levar a
mortalidade. S&o escassos os tratamentos farmacoldgicos que podem prevenir as
consequéncias da IC. Um agente com atividade antiinflamatéria e antioxidante como
a propolis teria potencial para atuar sobre as sequelas da IC. O objetivo deste
estudo foi investigar os efeitos comportamentais e histoldgicos da administracédo de
extrato hidroalcéolico de prépolis (EHP) em camundongos submetidos a ocluséo
bilateral das artérias carotidas comuns (OBACC). Camundongos C57BL/6 machos
foram submetidos a OBACC por 20 minutos. Animais do grupo SHAM foram
submetidos aos mesmos procedimentos cirdrgicos, exceto pela OBACC. Os animais
foram divididos em cinco grupos: (1) SHAM + veiculo; (2) OBACC + veiculo; (3)
OBACC + EHP 50 mg/kg; (4) OBACC + EHP 100 mg/kg; (5) OBACC + EHP 150
mg/kg; gavagem por 7 dias. Os animais foram avaliados no teste do campo aberto
(CA) e labirinto zero elevado (LZE), dia 7, e teste de suspensao pela cauda (TSC),
dia 15. Avaliou-se os efeitos do EHP sobre a neuroinflamacéo usando deteccéo de
Iba-1 via imunohistoquimica. Foi observado que EHP melhorou comportamentos
tipo-ansiedade dos animais no teste do LZE (EHP 150 mg/kg), e comportamentos
tipo-depressivo observado no TSC (EHP 100 e 150 mg/kg). O tratamento com EHP
150 mg/kg nao reduziu inflamacéo induzida pela OBACC em camundongos.

INTRODUCAO

A propolis € uma substancia produzida por abelhas, sendo utilizada historicamente
como medicamento na sociedade ocidental. Possui propriedades antiinflamatorias,
antitumorais e antimicrobianas. As caracteristicas da propolis variam conforme a
flora, podendo ser verde, vermelha ou marrom (BRAAKHUIS, 2019). Evidéncias
experimentais indicam que a propolis pode apresentar propriedades neuroprotetoras
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em diversas condig¢fes, incluindo processos isquémicos.

A isquemia cerebral (IC) pode ser definida como uma diminui¢éo do fluxo sanguineo
cerebral a um nivel que cause danos cerebrais. Pode ser causada por uma parada
cardiaca, com reducdo do suprimento sanguineo total do cérebro, ou por um
acidente vascular encefélico (AVE), com reducdo do suprimento sanguineo da
artéria afetada. As consequéncias mais frequentes da IC incluem déficits
neuropsicolégicos e de memodria, com o0s pacientes acometidos estando
normalmente na faixa etaria acima dos 65 anos (HARUKUNI; BHARDWAJ, 2006).

A triade da fisiopatologia da IC inclui neuroinflamacado, estresse oxidativo e morte
neuronal (SIMATS; GARCIA-BERROCOSO; MONTANER, 2016). Portanto, um
agente com atividade antiinflamatéria e antioxidante como a prépolis teria potencial
terapéutico para reducéo de sequelas da IC. O objetivo deste estudo foi investigar os
efeitos comportamentais e histologicos da administragdo de extrato hidroalcoolicos
de prépolis (EHP) em camundongos submetidos a oclusdo bilateral das artérias
carétidas comuns (OBACC), um modelo de IC.

MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica da Universidade
Estadual de Maringa (CEUA n° 9665110422). Camundongos C57BL/6 machos foram
submetidos a OBACC por 20 minutos. Animais do grupo SHAM foram submetidos
aos mesmos procedimentos cirdrgicos, exceto pela oclusdo das artérias carotidas.
Os animais foram divididos em cinco grupos experimentais: (1) SHAM + veiculo; (2)
OBACC + veiculo; (3) OBACC + EHP 50 mg/kg; (4) OBACC + EHP 100 mg/kg; (5)
OBACC + EHP 150 mg/kg. O tratamento foi realizado por gavagem durante 7 dias
apos a reperfusdo. Os animais foram avaliados por meio de testes comportamentais
durante 15 dias. As fungbes motoras, cognitivas e emocionais foram registradas no
campo aberto (CA) e labirinto zero elevado (LZE), no dia 7, e teste de suspenséao
pela cauda (TSC), no dia 15 ap0ds as cirurgias. Avaliou-se os efeitos do EHP sobre a
neuroinflamacéo induzida pela OBACC, usando imuno-histoquimica para deteccao
de Iba-1, um marcador para microglia. Os dados foram analisados pelo teste t de
Student ou ANOVA seguido de Teste post hoc de Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Efeitos do EHP no CA
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Figura 1. Gréficos representativos do teste do CA. (A) Distancia percorrida (m). (B) Nimero
de entradas no centro. (C) Tempo no centro (S).

N&o houve diferenca significativa na distancia percorrida (t=0,21; df=31; p = 0,80;
figura 1A), no niumero de entradas (t=0,78; df=30; p=0,06; figura 1B) e no tempo no
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centro (t=1,4, df=26, p=0,18; figura 1C) entre os animais SHAM ou OBACC no CA.
Da mesma forma, a ANOVA ndo detectou diferenca significativa na distancia
percorrida (Fses = 0,702; p = 0,6; figura 1A), no niumero de entradas (Fs63=1,8; p =
0,15; figura 1B) e no tempo no centro (F359=5,7; p=0,0016; figura 1C), quando
comparados 0s grupos isquémicos. Estes resultados indicam que nem a OBACC ou
o tratamento com o EHP afetaram a atividade locomotora e comportamentos
relacionados a ansiedade dos animais.

Efeitos do EHP no LZE

a
S

w
-3

o

g

Entradas no brago aberto >
s 8

Tempo no brago aberto (s) =

o

SMAM OBACC OBACC OBACC OBACC SHAM CBACC OBACC OBACC OBAGC
VW omg 100mg 153 rpg WoW somg 150m 159y

Figura 2. Gréficos representativos do teste do LZE. (A) Entradas no braco aberto. (B) Tempo no braco
aberto (s). *p<0.05 (ANOVA seguida do teste post hoc de Tukey).

N&o houve diferenca significativa nas entradas no braco aberto (t = 1,9; df = 30; p =
0,07; figura 2A) e no tempo no braco aberto (t = 1,24; df = 30; p = 0,02; figura 2B)
guando comparados os animais SHAM e OBACC. A ANOVA nao detectou diferenca
significativa nas entradas no braco aberto (Fses = 2,5; p = 0,07; figura 2A), mas
detectou diferenca no grupo OBACC 150 mg/kg em comparagdo ao isquémico
veiculo no tempo no braco aberto (F362 = 5,17; p = 0,003; figura 2B).

Efeitos do EHP no TSC
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Figura 3. Gréficos representativos do TSC. (A) Tempo de laténcia (s). (B) Tempo de imobilidade (s).
**p<0.001 (ANOVA seguida do teste post hoc de Tukey)

O teste t mostrou diferenca significativa na laténcia (t = 2,178; df = 31; p = 0,04;
figura 3A) e no tempo de imobilidade (t = 3,31; df = 31; p = 0,004; figura 3B) dos
grupos SHAM + veiculo, em comparacdo ao grupo OBACC + veiculo. A ANOVA
detectou diferenca na laténcia dos grupos EHP 100 e 150 mg/kg, em comparacéo ao
OBACC veiculo (Fses= 3,504; p = 0,02; figura 3A) e no tempo no braco novo (Fs3,
63=1,5; p = 0,22; figura 3B), no grupo tratado com EHP 150 mg/kg em comparacéo
ao OBACC + veiculo.

Imuno-histoquimica para Iba-1
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Figura 4. Andlise imuno-histoldgica das regides do hipocampo CA1 (A) e CA3 (B). Os
resultados s3o apresentados como densidade dpitca integrada (DOI).. “p<0.05 (test t de Student).

O teste t mostrou diferenca significativa na analise de CA1 (t = 4,08; df = 7; p =
0,005; figura 4A) e de CA3 (t = 8,4; df = 7; p < 0,0001; figura 4B) no grupo SHAM
veiculo em comparacdo ao OBACC veiculo. A ANOVA nao detectou diferenca
significativa na analise de CAl (Fs15 = 5,46; p = 0,001; figura 4A), e na analise de
CA3 (Fs,15 = 3,2; p = 0,05; figura 4B), entre os isquémicos tratados com EHP.

CONCLUSOES

O tratamento com EHP 150 mg/kg resultou em um aumento no tempo gasto nos
bracos abertos do LZE por camundongos OBACC em comparagdo aos controles,
indicando efeito do tipo ansiolitico do tratamento. Além disso, EHP 150 mg/kg
diminuiu comportamentos semelhantes ao desespero de camundongos isquémicos
no TSC, indicado por um aumento na laténcia e uma diminuicdo no tempo de
imobilidade quando comparado aos controles isquémicos. A neuroinflamacéo foi
observada em camundongos isquémicos, comparado ao grupo SHAM, mas o EHP
nao foi capaz de reduzir a inflamacéao.
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