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1. INTRODUCAO

O Acidente Vascular Cerebral (AVC) ou Acidente Vascular Encefalico (AVE) é
uma sindrome neurolégica ndo transmissivel, sem cura ou prevencédo. O AVC mata
5,54 milhdes de pessoas todos os anos (JAFFER et al., 2011; PEREIRA et al., 2013;
MWITA, et al.,2014).

E uma doenca de inicio stbito que pode ser classificada como um processo
patologico do tipo isquémico, hemorrdgico ou ainda subaracndide, cujos sinais e
sintomas sdo semelhantes, sendo essa classificagcdo elucidada somente com
exames de neuroimagem. A distincdo entre os subtipos € fundamental para o
tratamento, pois possuem diferentes fisiopatologias (YEN e CHENG, 2009; MWITA
et al.,2014).

O AVC hemorragico ocorre quando um vaso sanguineo se rompe no
parénquima cerebral. Constitui 10% dos casos de AVC e atinge alta taxa de
mortalidade de 30 a 50%. O Acidente Vascular Cerebral isquémico (AVCi), por sua
vez, ocorre em 87% dos casos, sendo causado pela obstrucdo de um vaso cerebral
devido a um émbolo ou trombo. Embora a incidéncia seja tdo diferente, ambos
compartilham do mesmo fator de risco, a hipertenséo, principal fator que precede o
AVC (TAYLOR e SANSING, 2013).

Diferentes estatisticas apontam que 53% a 85% dos casos de AVC do tipo
isquémico predominam a forma permanente, onde a isquemia permanece por mais
de 24h (PIRES et al., 2004). Ja no transitorio, ha um déficit neurolégico de inicio
abrupto que n&o dura mais que 24h (OVBIAGELE e NGUYEN-HUYNH, 2011).

O AVCi também ¢é a segunda causa mais comum de morte e a primeira causa
de incapacidade em todo o mundo. A incapacidade permanente acompanha
deficiéncias sensoriais, motoras e cognitivas, sendo a depresséo pos AVC, uma das
complicacBes mais frequentes associada ao aumento do tempo de internacgéao,
reducdo da qualidade de vida e mortalidade (V. BOUET et al., 2007; TERRONI et al.,
2009). Além disso, o AVCi é recorrente, apresenta altissima prevaléncia pela sua
capacidade de se tornar crénico e é a segunda causa de deméncia (OVBIAGELE e
NGUYEN-HUYNH, 2011).



Nas duas Ultimas décadas (1990 a 2010), houve reducdo nas taxas de
mortalidade por AVCi relacionadas a idade em todo o mundo, principalmente em
paises de alta renda, devido ao sucesso de suas acfes de politicas de saude
preventiva. Entretanto, a frequente atencdo para os fatores de risco ambiental,
vascular, sistémico, genético e do sistema nervoso central, ndo impedem a
crescente morbimortalidade no mundo, isso provavelmente devido ao crescimento
da populacéo idosa, onde o AVCi possui maior incidéncia, chegando a dobrar por
década depois dos 55 anos de vida e alcancando 670 a 970 de 100.000 casos por
ano entre os 65 e 74 anos (OVBIAGELE e NGUYEN-HUYNH, 2011; SORIANO-
TARRAGA et al., 2014; FUENTES e TEJEDOR, 2014; FEIGIN et al., 2014).

Ja no Brasil, os 6bitos por doencas cérebro vasculares sdo superiores as
doencas coronarianas, tendo maior propor¢cdo em mulheres residentes na regiao
norte e nordeste. Pode-se observar ainda que a maior parte dos 6bitos ocorre entre
negros de ambos 0s sexos, e iSso esta associada a prevaléncia de hipertensdo na
raca negra, e a fatores socioeconémicos juntamente com a hipertensdo (LOTUFO e
BENSENOR, 2013).

Diferentes processos de doencas contribuem para o AVCIi, entre eles, os mais
comuns sao: aterosclerose, doenca de pequenas artérias, embolia aortocardiaca,
fatores genéticos, fibrilacdo atrial, hipercolesterolemia, doenca arterial coronariana,
diabetes mellitus, fumo e histérico familiar de AVC (SORIANO-TARRAGA et al.,
2014; SLUJITORU et al., 2012; HSIEH e CHIOU, 2014; HONG et al., 2013).

Ja as complicacbes mais comuns relacionadas ao AVCi envolvem coma,
sindrome de hipertenséo intracraniana, complicacdées cardiacas e, principalmente,
transformacao do isquémico para o hemorragico. Neste Ultimo, é possivel associar
com diabetes, fibrilacdo atrial, hipertensdo, idade avancada, tratamento com
anticoagulantes e o territorio atingido ser a artéria cerebral média (SLUJITORU et al.,
2012).

Quando ocorre o AVCi, ha a reducdo do fluxo sanguineo cerebral,
ocasionando a falta de oxigénio e nutrientes, que levam a morte celular. O principal
recurso usado para recanalizar o vaso e impedir essa progressiva morte celular é o
uso de anti-tromboliticos endovenosos como o ativador de plasminogénio tecidual
recombinante (rt-PA) (T.ISHII et al., 2013).



O alteplase, como é conhecido o rt-PA, € o unico tratamento trombolitico para
AVCi, aprovado pelo FDA, em muitos paises, cuja eficacia e seguranca dependem
da restrita janela terapéutica que fica entre 3 e 4,5h apds o inicio dos sintomas. Além
disso, a demora do paciente em chegar ao hospital depois do inicio dos sintomas e
algumas contraindica¢gfes fazem com que essa alternativa tenha seu uso ainda mais
restrito e somente alguns pacientes recebam esse tratamento (HACKE et al.,
2008;EISSA et al., 2013).

A neuroprotecdo pode ser uma alternativa de prevengdo ao AVC. A
neuroprotecao consiste em estratégias que visam minimizar ou interromper eventos
moleculares e celulares responsaveis pelo dano isquémico, permitindo que as
células sobrevivam a reducdo do fluxo sanguineo cerebral. Todavia, devido a
complexidade dos eventos isquémicos, diversos alvos e agentes neuroprotetores
foram estudados, mostrando tanto a viabilidade de algumas substancias como o
dificil trajeto até chegar ao uso humano. Contudo, ainda € um caminho promissor
(MORETTI et al., 2014).

1.1 Fisiopatologia da isquemia cerebral

A isquemia cerebral € uma doenca néo infecciosa que pode ocorrer através
da formacdo de um émbolo ou trombo que obstrui um vaso cerebral, levando a
reducdo significativa do fluxo sanguineo. Quando acomete apenas uma regido
delimitada do cérebro chamamos de isquemia focal, porém, quando ocorre em
diversas regibes chamamos de isquemia global (MERGENTHALER e MEISEL,
2012).

A regido do cérebro na qual houve uma reducao repentina do fluxo sanguineo
sofre em consequéncia da diminuicdo dos niveis de Adenosina trifosfato (ATP),
levando a morte celular em alguns minutos. A esta regido chamamos de centro
isquémico, onde a intervencdo medicamentosa para reverter o quadro de morte
celular é praticamente impossivel. A area em torno do centro isquémico & chamada
de regido de penumbra, onde o suprimento sanguineo ainda é feito por vasos
colaterais, que mantém o funcionamento celular. Essa area é susceptivel a morte
celular devido a baixa oxigenacéo e aporte de nutrientes, porém, permite possiveis
abordagens terapéuticas que impecam que a area de penumbra faca parte do centro
isquémico (ARAI et al., 2011).



A isquemia cerebral desencadeia uma série de eventos fisiopatologicos, tais
como, necrose, despolarizacdo celular, excitotoxicidade, inflamacdo, estresse
oxidativo e apoptose nas células neurais da area de penumbra isquémica (HU et al.,
2012). Os aspectos fisiopatolégicos do AVCi envolvem tempo e espaco e ndo sao
limitados na area afetada, mas tendem a se expandir e atingir até areas remotas do
cérebro (POPP et al., 2009).

As células neuronais na regido de penumbra, onde o fluxo sanguineo € de
aproximadamente 30ml/100g/min, resistem a reducdo do fluxo por horas, podendo
recuperar suas funcdes com o restabelecimento do fluxo normal. Todos esses
eventos, quando ocorrem de forma exacerbada, podem levar a um dano permanente
que depende do grau, duracdo da isquemia e da capacidade do cérebro de se
recuperar (LAKHAN et al., 2009).

J& na regido do centro isquémico, o fluxo sanguineo reduz a menos de 80%
do normal na fase aguda do AVCi. Desta forma, a barreira hemato-encefélica se
rompe causando um aumento da permeabilidade vascular, edema perivascular e
perineural, permitindo que substéncias com alto peso molecular possam entrar no
parénquima cerebral (T.ISHII et al., 2013). Consequentemente, os neurdnios ficam
vulneraveis e ha despolarizacdo da membrana mitocondrial alterando sua funcéo e

precedendo a morte celular por apoptose (LORRIO et al., 2013).

No centro isquémico, as células sofrem despolarizacdo e ndo mais
repolarizam, alterando permanentemente o controle da permeabilidade da
membrana. J& na regido de penumbra podem repolarizar e voltar ao equilibrio da
permeabilidade a custa de um maior consumo de energia, mas esse mecanismo sé
diminui o estoque de ATP e oxigénio cerebral. Em consequéncia disto, os canais de
membrana trabalham descontroladamente e resultam em desequilibrio i6nico (XING
et al., 2012).

1.1.1 Necrose

Todo o parénquima cerebral sofre com a isquemia, incluindo neurénio, células
da glia e vasos sanguineos. No centro isquémico, a maioria dos neurdnios, células
gliais, astrocitos, oligodendrocitos e células da microglia passam pelo processo de

necrose liquefativa com desaparecimento do soma e extensdes. Os neurdnios



podem ficar maiores pelo inchago, vacualizar o neuroplasma e desaparecerem o
ndacleo e nucléolo, ou ficarem pequenos com seu contorno irregular e com
neuroplasma e nucleo condensados. Tanto a compressdao quanto o inchacgo
produzem dano grave para as organelas celulares, principalmente a mitocdndria,

gue néo fornece mais energia para o metabolismo neural (SLUJITORU, et al., 2012).

1.1.2 Estresse oxidativo

Durante o processo de isquemia cerebral, exacerbadas quantidade de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio sao produzidos, causando um
desequilibrio entre agentes pro-oxidantes e antioxidantes e consequentemente
prejudicam proteinas, lipidios, e &acidos nucleicos. Esse processo € chamado de
estresse oxidativo, um dos principais mecanismos de dano cerebral. As espécies
reativas de oxigénio (ROS) causam lipolise ha membrana celular e mitocdndrias e
assim aumentam a concentracdo de calcio intracelular e depois iniciam vias de

sinalizacao de apoptose (HU et al., 2012).

Podemos encontrar ROS em todos os sistemas biolégicos e em condi¢cdes
fisiolégicas do metabolismo aerdbico. Quando O, aceita quatro elétrons sofre
reducdo tetravalente resultando na formacdo de H,O, formando intermediarios
reativos como: radical superoxido, radical peroxil, hidroxila e peréxido de hidrogénio.
O radical superéxido (O2) ocorre em quase todas as células aerdbicas e durante a
ativacdo maxima de neutrofilos, mondcitos, macréfagos e eosindfilos; Hidroperoxila
(HO2) parece ser mais reativo que o superoxido pela facilidade em iniciar a
destruicdo de membranas; Hidroxila (OH) faz rapidissima combinacdo com metais e
outros radicais, mostrando sua alta reatividade. Pode inativar proteinas, DNA,
causar mutacbes e causar lipoperoxidacdo (oxidacdo dos &cidos graxos poli-
insaturados das membranas celulares); Peroxido de hidrogénio (H,0;) participa de
reacdes que produz OH, pode atravessar camadas lipidicas, reagir com a membrana
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do eritrécito e com proteinas ligadas ao Fe sendo téxico para as células.
Normalmente esse processo de reducéao do O, ocorre na mitocondria e a reatividade
dos ROS é neutralizada com a entrada de 4 elétrons (FERREIRA e MATUSUBARA,

1997).

Sendo assim, a membrana celular é a mais susceptivel & acdo dos ROS pela

peroxidacdo lipidica, ocasionando alteragbes na sua estrutura e permeabilidade.



Como consequéncia, ha perda da seletividade de trocas ibnicas, liberacdo de
enzimas hidroliticas dos lisossomas e formac¢éo de produtos citotéxicos, contribuindo
para a morte celular. No entanto, esse processo é naturalmente importante para a
resposta inflamatoria a partir do acido araquidénico, que forma as prostaglandinas,
agentes da cascata de reagBes da resposta inflamatéria. Tanto a peroxidacao
lipidica quanto a formagédo das ROS sao catalisadas pelo ferro e durante a lesdo
cerebral grande quantidade de ferro € liberada (FERREIRA e MATUSUBARA, 1997,
SHICHIRI et al., 2014).

O estresse oxidativo ndo € um evento exclusivo de doencas cerebrais, ele
pode ocorrer em doencas cardiovasculares, cancer, diabetes e envelhecimento.
Porém, o cérebro é extremamente mais sensivel aos danos do estresse oxidativo,
pois considerando que seu peso representa apenas 2% do peso do corpo, o cérebro
consome em torno de 20% do oxigénio. O principal motivo desse grande consumo
de oxigénio é a necessidade de alta producdo de ATP para manter a homeostase
neuronal intracelular de ions. (SHICHIRI et al., 2014). Outra razdo para a
sensibilidade do dano é o rico teor de ferro em algumas regides do cérebro, como na
substancia nigra, nucleo caudado, putamen e globo palido. O ferro liberado apds o
dano isquémico catalisa reacdes de radicais livres. O cérebro também tem maior
concentracdo de peroxido de hidrogénio nas mitocondrias do que 0s outros 6rgaos e
as membranas neurais possuem bastantes acidos graxos insaturados como acido
araquidénico, acido docosahexaendico e acido eicosapentaendico, que sao acidos
vulneraveis ao estresse oxidativo. Mediante essas composi¢cfes, as células neurais
sdo mais susceptiveis a oxidacdo e o cérebro é fonte para os ROS (SHICHIRI et al.,
2014).

1.1.3 Excitotoxicidade

O glutamato é o neurotransmissor excitatorio mais abundante no cérebro
humano e estad envolvido em varios processos fisiolégicos como aprendizado e
memoria (OZAWA et al., 1998). Sua concentragdo € maior no meio intracelular do
que no extracelular e o controle dessa concentracdo € dependente de ATP,
podendo se alterar significativamente em pequenos periodos de isquemia. O
excesso de glutamato no meio extracelular ativa os seus receptores cronicamente.

Esse processo de ativacdo excessiva dos receptores de glutamato e seu excesso no
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meio extracelular € o inicio de um processo degenerativo que provoca dano e
toxicidade e pode levar a morte neuronal (NICHOLLS E BUDD, 2000).

Os altos niveis de glutamato nos neurbnios sdo necessarios para as varias
funcdes em que ele estd envolvido. Fisiologicamente: metabolismo energético,
sintese de acidos graxos, regulacao dos niveis de amdnia, composi¢do de proteinas
e peptideos desenvolvimento neural, plasticidade sindptica. E em processos
patolégicos como: dano neural pds-isquemia ou hipoglicemia, epilepsia, doencas
degenerativas, dependéncia e tolerancia a drogas, dor neuropdtica, ansiedade e
depressdo (CAROBREZ, 2003).

O glutamato normalmente é armazenado nos terminais sinapticos, sua
liberacdo ao meio extracelular ativa canais de calcio e sédio através dos receptores
N-metil-D aspartato (NMDA) e alfa-amino-3-hidroxi-5metil-4-isoxazol propionato
(AMPA). Esses mecanismos levam ao influxo de calcio, sodio e ions de cloreto, além

do efluxo de potéassio.

Na ocorréncia de excesso de glutamato extracelular h4 um aumento na
concentracdo de Ca*’ no meio intracelular o que ativa um processo de apoptose e
geracdo de ROS (LAKHAN et al., 2009). O excesso de calcio intracelular ativa
enzimas destrutivas como proteases, endonucleases e lipases, essas permitem a
liberacdo de citocinas e outros mediadores inflamatérios que geram a perda da
integridade celular (JAFFER et al., 2011).

1.1.4 Inflamagéo

O processo inflamatério esta envolvido na cascata isquémica. Os neutrofilos
liberam mediadores pro6 inflamatérios como 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) e
metaloproteases de matriz (MMPSs) que sao estocados nos granulos e vesiculas dos
neutroéfilos. Os neutrdéfilos iniciam a infiltracdo ao tecido isquémico, permanece de 1

a 3 dias e depois desaparecem ou reduzem rapidamente (JIN et al., 2013).

As microglias séo células imunes do Sistema Nervoso Central (SNC), atuam
como macroéfagos tanto no cérebro normal quanto no patologico. No funcionamento
normal, contribui para sinapse, remodelagéo, neurogénese, remocédo de células com
morte programada e angiogénese. Em processos patolégicos como inflamagéo,

isquemia e neurodegeneracdo, atuam na fagocitose, secrecdo de citocinas pro-



inflamatorias e apresentacdo de antigenos. Sua ativagéo €é feita em minutos apés o
inicio da isquemia, atinge um pico de 2 a 3 dias, dura por semanas e se acumulam

no centro isquémico e regido de penumbra (XING et al., 2012; JIN et al., 2013).

As microglias podem produzir mediadores inflamatérios como citocinas TNF-
alfa e interleucina (IL-betal), quimiocinas, oxido nitrico e ROS que conduzem ao
dano celular e morte. Porém, podem também produzir TGF-betal que possui uma
funcdo neuroprotetora. Estudos comprovam também que a administracdo de
micréglia exdgena em regides cerebrais como hipocampo pode aumentar a
sobrevivéncia neuronal. Essas duas funcdes podem estar relacionadas ao tempo de
inicio, onde a ativacao precoce é prejudicial e a ativacdo posterior € benéfica (XING
et al., 2012; JIN et al., 2013).

Os astrécitos também atuam no cérebro normal e no patolégico. Eles podem
se diferenciar e proliferar apés a isquemia. O inicio de sua atuacdo ainda é discutido
entre 4 e 24h apods o inicio da isquemia. Assim, como as migroglias, os astrocitos
possuem acdo pré e anti-inflamatdria. Secretam citocinas, quimiocinas e Oxido
nitrico que induzem ao dano e morte celular, porém a administracdo de TGF-alfa,
um mitdégenio de astrécito, diminui a dimenséo do enfarte e aumenta a recuperacao

funcional apdés isquemia (JIN et al., 2013).

Alguns fatores de risco como aterosclerose, obesidade, diabetes e
hipertenséo estdo associados a um perfil inflamatério crénico que podem induzir ao
AVCi. Além disso, a reperfusdo e o edema estdo associados a esse complexo
processo que é a inflamacgdo no AVCi (JIN et al., 2013). Como exemplo, h4 aumento
da IL-6 apds 2h da reperfusdo em niveis séricos (LAMBERTSEN et al., 2012).

1.1.5 Reperfusao

A cascata isquémica pode durar horas ou dias, mesmo apés a restauracao do
fluxo sanguineo. A restauracdo do funcionamento normal do cérebro é feita através
do critico processo de reperfusdo, que também gera danos celulares (LAKHAN et
al., 2009).

A reperfusdo vascular poés-isquemia desencadeia importantes processos

patolégicos como a inflamacédo, geragdo de radicais livres e comprometimento da
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integridade da barreira hematoencefélica. Assim, boa parte do dano isquémico
ocorre apos a reperfusédo (XING et al., 2012).

Na ocorréncia da reperfusdo, ocorre uma crescente reducdo da cadeia
respiratoria das mitocondrias, baixa regulacdo do sistema antioxidante, aumento da
formacdo das espécies reativas de oxigénio e ativacdo das vias de sinalizacao de
apoptose e necrose. Esses eventos sdo uma adaptacao das alteracdes geradas pela
hipoxia que predispde a disfungéo celular (LI e JACKSON, 2002).

Embora esses eventos apresentem visdo negativa da reperfuséo, os niveis de
ATP e a sintese de proteinas podem se restabelecer na regido periférica da leséo, a
area de penumbra isquémica (HATA, et al., 2000). Além disso, a reperfusdo pode
recuperar a area de penumbra, ndo permitindo que ela se incorpore ao centro
isquémico, reduzindo a regido do infarto, fato que néo ocorre no AVCi permanente
(HOSSMANN, 2012).

Entretanto, Hossmann (2012) sugere que os modelos de oclusdo transitoria
nao refletem a ocorréncia humana. Porém, o ataque isquémico transitorio € visto
como um déficit neurolégico de inicio abrupto, devido a uma isquemia que nédo dura
mais que 24 horas, cujos sinais e sintomas podem ser algumas vezes nao
especificos neurologicamente, devido a sua natureza transitoria, dificultando o
diagnéstico. Assim, a determinacdo exata de sua incidéncia ou prevaléncia € um
desafio. Compreende-se também que o risco de futuros eventos vasculares é
elevado ap6s um evento transitério e que o fato de ndo ser diagnosticado né&o
elimina sua ocorréncia, pois por muitas vezes € assintomatica ou com leves
sintomas, levando o paciente a ndo se preocupar e ndo procurar um diagndstico
(OVBIAGELE e NGUYEN-HUYNH, 2011).

1.2 Lepidium meyenii (maca)

Lepidium meyenii (maca) € uma planta herbacea da familia Brassicaceae,
cultivada nos Andes Peruanos a 3500-4500m acima do nivel do mar, em terreno
rochoso, luz solar intensa, ventos fortes e temperatura de congelamento. Essas
peculiaridades fazem com que sua colheita seja somente anual ou bienal (WANG,
et al., 2007).
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Conhecida como Ginseng Peruano (FLORES, et al., 2003), ainda pouco se
sabe sobre a origem da maca. Reconhecem-se hoje oito ecotipos em diferentes
areas de cultivo diferenciados pela cor de suas raizes, que pode variar entre
amarelo, roxo, branco, cinza, preto, sendo o amarelo o mais comum (WANG, et al.,
2007).

A maca assemelha-se a um rabanete externamente, composto basicamente

por folhas na superficie da terra, hipocétilo e raiz dentro da terra (figura 1).

O hipocoétilo da maca € usado como fonte nutricional e energética dos povos
da regido dos Andes, tanto fresco como seco, misturado em sucos, leite, agua,
bebidas alcoolicas, café, com batatas, etc. Mas esse ndo € a unica finalidade de uso
da maca, sendo utilizada também como afrodisiaca, pois aumenta o desejo sexual e
a fertilidade em humanos e animais (WANG, et al., 2007; GONZALES, et al., 2013).

folha

hipocatilo

Raiz verdadeira

Figura 1: Maca amarela.

Partes externas da maca retirada da terra: Folha, hipocétilo e raiz verdadeira. (Foto:
www.optimallyorganic.com)

Alguns autores analisaram a composicdo da maca através de técnicas
cromatograficas, por exemplo, e verificaram que maca é rico em proteina, acido
graxo insaturado e mineral. Apds o processo de secagem, a maca apresenta: 8,87-
11,6% de proteinas, 1,09 - 2,2% lipidios, 54,6-60,0% carboidratos (23,4% sacarose,
1,55% glicose, 4,56% oligossacarideos, 30,4% polissacarideos), 8,23 -9,08% fibras,
e 663 Kj/100g de energia (WANG et al., 2007).
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Além destes, dois grupos especificos de componentes ativos bioldgicos séo
encontrados na maca: as N-benzilamidas, que sdo acidos graxos de cadeia longa
localizados no extrato apolar da maca, conhecidos como macaenos e macamidas
(Wu et al., 2013; WANG et al., 2007; ZHENG et al., 2000). Estes sdo os principais
compostos ativos, aliados a uma variedade de fitoquimicos, como o campesterol,
estigmasterol, beta-sitosterol, isotiocianatos de benzila, catequinas e uma série de
glicosinolatos (ZHENG, et al., 2000), cujo alguns dos fitoquimicos apresentam
atividade antioxidante (SANDOVAL, et al., 2002).

Sao conhecidos dezenove tipos de macamidas que podem ser de acido graxo
saturado ou &cido graxo insaturado, oleico, linoleico e linolénico (Wu et al., 2013). O

extrato da maca que utilizamos apresentou as seguintes macamidas (tabela 1):

Tabela 1: Macamidas presentes no Extrato pentanico da maca

MACAMIDAS ug/g
N-benzylhexadecanamide 43
N-benzyloctadecanamide 12
N-benzyl-9Z-octadecenamide 20
N-(3-methoxybenzyl) -9Z-octadecanamide 1.5
N-benzy-(9Z,12Z)-octadecadienamide 56
N-(3-methozybenzyl)-(9Z,122)-octadecadienamide 4.3
N-benzy-(92,12Z,15Z)-octadecatrienamide 103
N-(3-methozybenzyl) -(92,12Z,15Z)-octadecatrienamide 5
N-(3-methoxybenzyl)-hexadecanamide 2

Andlise realizada no laboratério de quimica do Massachusetts College of Pharmacy and Health
Sciences (MCPHS), em Boston — EUA. O extracto pentanico e solu¢Bes-padrdo de macamidas foram
analisadas com o LC-MS/MS 3000 API (AB / SCIEX, Foster City, CA), analise do mesmo extrato

utilizado na pesquisa.

A maca sdo atribuidas alguns achados cientificos relacionados ao sistema
reprodutor como aumento da fertilidade (GONZALES et al., 2004; BUSTOS-
OBREGON et al., 2005; CHUNG et al., 2005; RUBIO et al., 2006; YUCRA et al.,
2008), no rendimento sexual e fungéo erétil (CICERO et al., 2001; CICERO et al.,
2002; ZHENG et al., 2000; STONE et al., 2009, ZENICO et al., 2009), na diminui¢ao



13

da ansiedade e depressao nas mulheres apés a menopausa (BROOKS et al., 2008),
além da capacidade estrogénica (VALENTOVA et al., 2006), e apresentou ainda,
uma funcéo anti-proliferativa da prostata (GONZALES et al., 2005; GONZALES et
al., 2006; GONZALES et al., 2008). A administracdo da Maca também reduziu os
efeitos produzidos pelo estresse, com o aumento dos niveis de corticosterona, e
outros parametros relacionados como o tamanho das glandulas supra-renais e
Ulceras induzidas pelo estresse, até a diminuicdo dos acidos graxos livres e niveis
de glicose plasmaticos (LOPEZ-FANDO, 2004).

O extrato etandlico da maca foi eficaz na prevencdo da perda O6ssea por
deficiéncia de estrogeno em ratas ovariectomizadas (ZHANG et al., 2006). Também
em ratas onde os ovarios foram retirados, a maca pode modular o equilibrio
hormonal, melhorando os niveis de horménio foliculo estimulante (FSH) (ZHANG et
al., 2014) e, ainda, o extrato aquoso demonstra atividade antidepressiva em ratas

nas mesmas condicdes (RUBIO, et al., 2006).

A maca também pode ser usada como energético, pois melhora a resisténcia
fisica e preserva energia durante exercicio de natagdo, melhorando a resposta do
organismo a atividade fisica extenuante, tanto em teste com ratos com maca
gelatinizada (SHING, et al., 2008), como com o0 extrato aquoso de maca amarela em
ratas no nado forcado (SUAREZ et al., 2009).

Além disso, suas folhas apresentam atividade antioxidante na pele de ratos
expostos a UVB (GONZALES-CASTANEDA, et al., 2011) e seus polissacarideos
soluveis em &gua eliminam radicais hidroxila e superéxido (ZHA, et al., 2014).

A lipofilicidade de muitos compostos da maca sugere atividade sobre o
sistema nervoso, com isso, os efeitos sobre a aprendizagem e memoria foram
estudados em ratas ovariectomizadas (RUBIO, et al.,, 2008) e em ratos com

problemas de memoaria induzida por escopolamina (RUBIO, et al., 2007).

A maca pode ser citoprotetora em condi¢des de estresse oxidativo ao eliminar
radicais livres (LEE, 2005; SANDOVAL et al., 2002).

Estudos demonstraram a atividade neuroprotetora dos extratos de maca in
vitro em neurdnios submetidos ao estresse oxidativo com H,O, (NGUYEN et al.,

2009) e, invivo, em ratos submetidos ao AVCi.
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O efeito neuroprotetor do extrato pentandlico da maca nas concentracdes de
0,1 a 30 ug.ml™ mostraram uma resposta dose-dependente. Em ratos submetidos ao
dano cerebral isquémico, as doses avaliadas foram de 3, 10 e 30 mg.Kg?,
administradas 30 minutos antes e uma hora depois do acidente cerebrovascular.
Somente a dose de 3 mg.Kg-' revelou efeitos benéficos, enquanto que as doses
mais elevadas levaram a volumes de infarto maiores, o que indicaria dois tipos
distintos de atividade nos cérebros de ratos submetidos ao AVC. Em doses mais
baixas € benéfico, antioxidante, anti-apoptotico, capaz de proteger os neurénios do
dano isquémico, enquanto que, em doses maiores, apresentaram atividade

excitatoria, pré-apoptética e morte celular (PINO-FIGUEROA et al., 2010).

Em relagéo as doencas que estdo associadas ao AVC, a maca amarela pode
ser promissora por diminuir a glicemia e aumentar os niveis de insulina em ratas
diabéticas induzidas com streptozotocina (GONZALES, et al., 2014). E ainda, em
estudo com ratos hiperglicémicos, maca administrada a 1% por duas semanas
mostrou reducdo dos niveis de glicose sérica e melhorou a tolerancia a glicose
(VECERA et al., 2007).

Sobre a presséao arterial, o principal fator de risco para o AVC, em um estudo
com homens saudaveis foi possivel observar a reducédo da pressdo diastélica ao
longo de 12 semanas de tratamento com a maca. O que também se observa em
outro estudo é que a pressao sistélica de consumidores tradicionais da maca
também diminuiu. Isto pode ser justificado pelo fato da maca inibir significativamente
a enzima conversora de angiotensina | (ECA) e por conter niveis altos de potassio
(GONZALES et al., 2014).

Alguns dos compostos lipofilicos da maca poderiam atuar através do sistema
canabindide contra o dano oxidativo na protecdo dos neurbnios, o que induz novas
investigacbes sobre os agentes da maca na prevencdo, no tratamento de
enfermidades neurodegenerativas e no acidente cerebrovascular, porém, ainda ha
necessidade de investigar como as moléculas especificas poderiam proporcionar a
neuroprotecdo e, também, sobre os mecanismos de acdo moleculares, doses,

farmacocinética e toxicidade dos novos compostos (PINO-FIGUEROA, et al., 2010).
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1.3 Citocinas

Citocinas séo glicoproteinas, moléculas de sinalizacdo que atuam mediando
atividades celulares como crescimento, sobrevivéncia e diferenciacdo e a principal
funcdo de regular o sistema imune (RAMESH et al., 2013). No cérebro, séo
produzidas por células da glia e neurbnios, além das células do sistema imune
periférico como ceélulas NK, linfocitos T e leucdcitos. As citocinas mais relacionadas
com o AVCi sao: Fator de necrose tumoral (TNF alfa), interleucinas (IL)1beta, IL6,
IL20, IL10 e fator de crescimento transformante (TGF) beta. TNF alfa e IL1 beta
aparecem exacerbados na lesdo cerebral, TGF beta e IL- 10 podem ser
neuroprotetoras. O aumento na producdo de citocinas pré-inflamatérias e niveis
mais baixos de anti-inflamatéria IL-10 estdo relacionadas com maior lesédo e pior
prognésticos (LAKHAN et al., 2009).

Existem também as citocinas quimiotéaticas, as quimiocinas que sao proteinas
segregadas que atraem e ativam células imunes e ndo imunes. Desempenham
importante fungdo no SNC (REAUX-LE et al., 2013). Estdo envolvidas na
homeostase como na hematopoiese e fiscaliza¢do imunitéria, além da inducédo da
inflamacéo, onde sdo produzidas durante a infeccdo ou como resposta a um
estimulo inflamatdrio, trazendo células do sistema imune (RAMESH et al., 2013). No
AVC, as quimiocinas podem induzir a morte neuronal através da ativacdo de
receptor neuronal ou, indiretamente, através de ativacdo de mecanismos de morte
da micréglia. Algumas citocinas podem ser neuroprotetoras como CXCL1 que
protege os astrocitos de apoptose durante isquemia cerebral. MCP-1/CCL2, MIP 1
alfa/CCL3, CCL5/RANTES e IP-10 s&o algumas citocinas que estdo envolvidas no
AVC (MIRABELLI-BANDENIER, et al., 2011).

No SNC, o sistema imune responde a uma lesao ativando células locais como
micréglia e atrai macréfagos e neutréfilos do sistema periférico. Assim, nas primeiras
horas apds o AVC, ha uma rpida ativacdo da microglia e producéo de citocinas pro-
inflamatorias, neutréfilos, monocitos e macrofagos que se infiltram e se acumulam no
parénquima cerebral e esse acumulo, resultado da resposta inflamatoria, induz
injuria secundaria a hipdxia que caracteriza o AVC. Desta forma, a inflamacao pode

levar a morte sem infeccdo exdégena (ZHANG (B), et al., 2014).
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Entretanto, a inflamacéo exerce duas funcles: protecdo e restauracao do
tecido danificado. Algumas células sado fundamentais para o processo de lesdo
cerebral como os neutréfilos, que estdo presentes nos casos de risco de infeccéo, 0s
monaocitos, que ajudam a reparar o cérebro danificado, os astrécitos e os neurdnios
que regulam a inflamacéo citotoxica. Na regido de penumbra, onde a morte neuronal
ndo ocorreu, microglia e astrocito sdo morfologicamente ativados e isolam o
tamanho do dano, porém, onde micréglia e astrocitos morrem, 0s neurdénios morrem

em seguida e aparecem os monacitos (JEONG et al., 2013).

Deste modo, as citocinas e quimiocinas que medeiam a resposta imune,
assim como as células que as recebe e produz, estdo envolvidas no AVC e seu
resultado final de morte ou reparo dependem de quais e quantas células e citocinas
e gquimiocinas estdo envolvidas para proteger o cérebro contra a lesdo (JEONG et
al., 2013).

1.4 Marcadores bioquimicos

Marcadores séo substancias presentes ou produzidas por determinado érgao
ou evento patolégico, adverso ao saudavel, no organismo em resposta a um
estimulo ou ndo. Esses marcadores podem ser indicativos da presenca ou ndo de
um estado patolégico. Neste trabalho, os marcadores bioquimicos descritos foram

encontrados no soro.

1.4.1 Marcadores hepaticos

Aspartato aminotransferase conhecida como AST ou TGO e alanina
aminotransferase conhecida como ALT ou TGP, fazem parte de um grupo de
enzimas que transferem o grupamento amina nas interconversées de aminoacidos e

2 oxoécidos. AST e ALT estdo no plasma, bile, liquor e saliva.

As principais fontes de ALT sdo: figado, musculo esquelético, coracdo e é
frequentemente dosada para verificacdo de doencas hepaticas parenquimatosas.
AST encontra-se no figado, musculo esquelético, coracdo, rim e hemacias, suas
alteracOes podem estar associadas a patologias como infarto do miocardio, doenca
hepatica parenquimatosa e doenca muscular (BURTIS e ASHWOOD,1998).
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A quantidade dessas transaminases no soro pode determinar condicao
patologica ou referencial. Apdés a ingestdo de alcool, por exemplo, podemos
observar elevada ou ligeira elevacdo de AST e ALT. Niveis elevados de ambas
geralmente estédo associados a lesdo no hepatécito. Considera-se ALT como enzima
mais especifica do figado e seu aumento frequentemente esta associado a doenca
hepética parenquimatosa, além disso, esse aumento pode persistir por mais tempo
que o de AST(BURTIS e ASHWOOD,1998).

A fosfatase alcalina (FAL), também utilizada como marcador hepético, é uma
isoenzimas presente em muitos tecidos do organismo principalmente no epitélio
intestinal, tdbulos renais, ossos, figado e placenta. Encontramos no soro a isoforma
mais frequente provinda do figado e do sistema biliar. As alteragcbes elevadas de
FAL no soro estdo relacionadas a doenca hepatobiliar e doenca éssea chegando de
10 a 12 vezes maior que o normal em casos de obstrucdo nos canais hepaticos
externos. Doencas hepaticas que afetam células parenquimatosas mostram
elevacdo moderada de FAL (BURTIS e ASHWOOQOD,1998).

1.4.2 Marcadores lipidicos

Os lipideos sdo compostos sollveis em solventes organicos e quase
insollveis em agua, estdo envolvidos em processos metabdlicos, hormonais entre
outros. Sao classificados de acordo com a importancia clinica e seu transporte
através do organismo, entre eles podemos citar: colesterol, HDL e LDL (BURTIS e
ASHWOOD,1998).

O colesterol faz parte de muitas vias metabdlicas como sintese de vitamina D

e hormonios esteroides, e esta presente em muitas células e liquidos organicos.

A lipoproteina de baixa densidade (LDL), produzida no figado e tecidos
periféricos, fornece sintese para hormdnios esteroides. O excesso de LDL colesterol
no plasma provoca aumento de captacdo de LDL por macrofagos em paredes
arteriais e consequente aterosclerose (BURTIS e ASHWOOD,1998).

Ja a lipoproteina de alta densidade (HDL), é produzida no figado e intestino.
Seu papel é a retirada de colesterol dos tecidos e transporte para o figado para
remocdo em forma de &cidos biliares. HDL pode entdo proteger o organismo de
doencas cardiovasculares (BURTIS e ASHWOOD,1998).
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As lipoproteinas e o colesterol séo alvo de estudos e frequentes marcadores
clinicos em diversas doencas como a aterosclerose que resulta no espessamento da
camada interna da parede arterial pelo acumulo de lipideos e futura obstrucao
gerando isquemia no local (BURTIS e ASHWOOD,1998)..

1.4.3 Marcadores renais

Os marcadores renais s&o utilizados para verificar a fungdo renal. As

dosagens de ureia e creatinina no soro sdo as mais usadas.

A creatinina € sintetizada nos rins, figado, masculo e pancreas, sua liberacao
em liquidos corporais sdo de forma constante, assim seus niveis plasmaticos sao
limitados e sua depuracdo pode ser um indicador de funcdo glomerular (BURTIS e
ASHWOOD,1998).

Citada como o principal produto metabdlico nitrogenado do catabolismo
proteico em humanos, a ureia é responsavel pela excre¢cdo de 75% do nitrogénio
nao proteico. Sua producdo € hepética, mas 90% €& secretada pelos rins filtrada
livremente pelos glomérulos. Seus niveis variaveis no sangue em decorréncias de
fatores ndo renais faz com que esse marcador seja utilizado em conjunto com a
creatinina (BURTIS e ASHWOOD,1998).

Como exemplo, se alguma patologia obstrui o fluxo de urina como nefrolitiase,
ureia e creatinina aumentam no plasma. Esse aumento também pode estar
relacionado com prejuizo da funcéo renal (BURTIS e ASHWOOD,1998).

1.5 Justificativa

O AVCi é o subtipo mais frequente que acomete principalmente a populacéo
acima de 60 anos (OVBIAGELE e NGUYEN-HUYNH, 2011). O rapido crescimento
desta populacdo, mostra a urgéncia de estabelecer meios de prevencdo para
doencas como o AVC, com o0 objetivo de preservar a qualidade de vida e manter

essa populacédo socioeconomicamente ativa.

Desde 1996, o rt-PA é o unico tratamento antitrombolitico aprovado pelo FDA
e utilizado em diversos paises, apesar de sua eficiéncia, ele possui restricoes. A
estreita janela terapéutica € uma das limitagcbes, além da possibilidade de

complicagdo sendo a principal a transformacdo do AVCi para AVC hemorragico.
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Assim o rt-PA é administrado somente em uma pequena parte de todos os doentes
(HACKE et al., 2008;EISSA et al., 2013; MAJID, 2014).

Esses dados constituem evidencias de que novas alternativas para prevenir e
tratar o AVCi sdo necessarias. Muitas pesquisas estdo buscando desenvolver
tratamentos capazes de proteger o cérebro da isquemia, porém testes utilizados em

animais falham quando testados em humanos (MAJID, 2014).

A maca pode diminuir o caminho entre pesquisa experimental e clinica, pois,
ja € consumida comumente como um composto natural tanto nos Andes peruanos
onde é cultivada, como em outros paises atingindo um consumo humano em escala
mundial (BUSSMANN e SHARON, 2006).

Recentes trabalhos comprovam que compostos naturais sdo capazes de
melhorar a fungéo cognitiva em pacientes com AVC. Dados atuais mostram que uma
dieta rica em alimentos fitoquimicos é capaz de melhorar déficits na funcdo cognitiva
de animais e humanos relacionados a idade. Apesar de historicamente o efeito
neuroprotetor destas substancias ser atribuido a sua acéo antioxidante, hoje se sabe
gue a acdo antioxidante ndo é a unica responsavel pela habilidade de prevenir ou
reverter disfuncdes neuronais e déficits cognitivos. Estudos recentes apontam para
diversos outros mecanismos em potencial como acao anti-inflamatdria, regulacdo de

fatores de transcricéo e inibicdo de proteinas (RENDEIRO et al, 2012).

A escolha pelos produtos naturais se baseia no conhecimento tradicional e s6
nos Estados Unidos a vendas de ervas e suplementos cresceu 101% décadas atras
(BUSSMANN e SHARON, 2006). Observa-se que a venda de compostos naturais
tem se expandido nos ultimos anos, principalmente quando seus beneficios a saude
séo comprovados e divulgados (GONZALES, 2012).

Acredita-se que as macamidas, presentes no extrato de maca, sejam 0sS
compostos ativos responsaveis pelo efeito neuroprotetor através da inibicdo da
FAAH (WU et al., 2013). FAAH inibe a degradacéo do endocanabindide anandamida
que estd envolvida na proliferagcdo celular de células progenitoras neurais,
envolvendo nesse processo os receptores CB1 e CB2 (COHEN-YESHURUN et al,
2013).
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As espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS) (nas formas de
superoxido, radical hidroxil, peroxil, H,O, e peroxi nitrito) estdo implicadas na
etiologia das enfermidades degenerativas em funcdo da excessiva producdo e
liberacdo de neurotransmissores excitatorios. A maca poderia prevenir a formacgao
dos ROS/RNS indiretamente, por um mecanismo modulatério da liberacdo de
neurotransmissores, e assim, ajudar a proteger células das mudancas patoldgicas.

Além disso, um marcador inflamatdério, a citocina IL-6, em nivel sério, achou-se
reduzida em consumidores de maca e isso foi associado a melhor qualidade de vida
(GONZALES et al., 2013). O que pode indicar uma propriedade anti-inflamatorio de

maca.

Tendo em vista os efeitos neuroprotetores do extrato padronizado de maca
relacionados acima, o0 nosso trabalho pode esclarecer se o EPLM (Extrato
pentandlico do Lepidium meyenii) pode ser usado na prevencao ou reducao do AVCi

em modelo animal.



Objetivos
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar o efeito neuroprotetor do extrato pentandlico do Lepidium meyenii
(maca) (EPLM) administrado durante 21 dias antes da inducdo do modelo de AVCi

focal em ratos.

2.2 Objetivos especificos

- Investigar a reducdo do volume de infarto apds o pré-tratamento nas doses de
0,5mg/kg e 1mg/kg com EPLM em modelo de AVCi focal em ratos, através de

estudo histoldgico volumétrico.

- Avaliar o ganho ou perda de peso dos animais depois do pré-tratamento por 21
dias com EPLM na dose de 0,5mg/Kg e 1mg/kg por gavagem (introducdo da
substéancia teste diretamente no estbmago do rato).

- Avaliar eventuais alteracdes bioquimicas de marcadores séricos renais, hepéticos
e lipidicos apoOs pré-tratamento por 21 dias com EPLM na dose de 0,5mg/Kg por

gavagem, como forma de estudar um possivel efeito toxico da maca.

- Analisar as alteracdes de citocinas relacionadas ao AVC entre 0s grupos e entre

hemisférios do mesmo animal nas doses de 0,5mg/kg de EPLM.



Material e

métodos
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Lepidium meyenii (maca)

A farinha de maca, composto primario para extracdo, foi gentiimente cedida
pela Dra. Karin Jannet Vera Lopez, da Universidade de Santa Maria, em Arequipa,
Peru / Instituto do Cérebro.

3.1.1 Extracado pentanica

3.1.1.1 Preparo da farinha de maca crua

A maca foi coletada em Yanacocha, departamento de Junin, Peru a 4850m de
altitude. Os frutos de maca que estavam danificados foram descartados. Os frutos
integros foram lavados e secados a sombra por 7 dias em temperatura ambiente. Os
frutos secos sdo moidos com a casca até obter um po6 fino de cor amarela clara
(Figura 2).

Figura 2: Farinha de maca amarela

Disponivel em: http://riquezanaturalcascavel.blogspot.com.br/



http://riquezanaturalcascavel.blogspot.com.br/
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3.1.1.2 Extrac&o Metanolica

A extracao foi realizada no Laboratorio de Neuroguimica do Instituto do cérebro

no CETEC por colaboradores, anteriores a esse trabalho.

O método utilizado foi de maceracdo repetida (Sistema Soxhlet) no qual o
solvente metanol é aquecido até ebulicdo, seus vapores ascendem pelo tubo lateral
do sifao fazendo com que se condense no refrigerador superior, caindo sobre a

mostra para extrair os compostos soluveis nele.

Foram colocados 750g de farinha crua de maca, para extracdo continua
durante 48 horas em 3 litros de metanol, obtendo assim 3 litros de extrato

metandlico (figura 3).

Figura 3: Extracao metandlica do Lepidium meyenii (maca)

3.1.1.3 Concentracdo do extrato metandlico

A concentracdo € feita através da evaporacdo por meio do rotaevaporador,
onde o solvente ao alcancar o ponto de ebuli¢cdo, leva os vapores até o interior do
refrigerador condensando os vapores e obtendo um solvente reciclado no frasco

coletor.

O extrato alcodlico foi colocado no frasco de destilacdo no rotaevaporador,
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aquecendo a 79°C para obtencdo de 500 ml de extrato alcodlico concentrado (figura
4).

Figura 4: Concentracdo do Extrato Alcodlico de Lepidium meyenii (maca)

3.1.1.4 Obtencao do extrato pentanico

Foi realizada uma extracdo continua liquido-liquido, a qual consiste em separar
uma ou varias substancias dissolvidas num solvente por meio de transferéncia a

outro solvente insoltvel ou parcialmente insoltvel, no primeiro.

O extrato pentandlico foi obtido a partir do extrato metandlico concentrado
utilizando n-pentano. A extracdo com n-pentano foi feita durante 24 horas. Por fim a
fracdo n-pentéancia foi seca no rotavaporador e o residuo protegido da luz e

refrigerado (figura 5).
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Figura 5: Obtencao do Extrato Pentanico do Lepidium meyenii (maca)

3.1.2 Preparo da solucado para gavagem

Ao extrato pentanico de maca foi acrescentado povidona (polimero polivinilico
solivel em &gua utilizado com veiculo de solugdes) na propor¢cdo de 6:1.
Acrescentamos metanol o suficiente para dissolver esse composto e evaporamos 0
metanol logo em seguida em banho-maria a nho maximo 70°C, por 5 minutos. O
composto ja sem metanol foi acrescido de agua 100% pura (Milli Q®), na quantidade

calculada para a concentracéo de 0,2mg/ml.

3.2 Animais

Para os experimento foram usados ratos machos Wistar com 70 a 90 dias de
vida, pesando entre 170 a 200g, provenientes de biotérios da USP. Foram mantidos
no maximo 4 animais por caixa, as quais possuem entrada de ar filtrada. O biotério
do Centro de Experimentagéo e Treinamento em Cirurgia (CETEC) foi mantido com
temperatura constante entre 20 a 26°C com ciclo claro/escuro de 12 horas. Os
animais receberam agua e racao esterilizadas ad libitum. Todos os procedimentos
com os animais foram aprovados pelo Comité de Etica em Uso de Animais de
Experimentacdo do Instituto Israelita de Ensino e Pesquisa Albert Einstein (CEUA-
1745-13).
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3.2.1 Grupos experimentais

Cada grupo dos relacionados abaixo foi constituido de 10 animais.
A - Grupo controle sadio, sem nenhuma intervengao;

B- Grupo controle AVC sem tratamento: submetido somente a cirurgia de inducéo do
AVCi com reperfusé@o apos 1h;

C- Grupo simulagcéo sem tratamento: submetido a introducéo e imediata retirada do

filamento sem espera de 1h;

D- Grupo pré-tratamento com veiculo (povidona) + cirurgia de inducdo do AVCi:
tratado durante 21 dias somente com o veiculo (0,5mg/kg) e submetido a cirurgia de

inducao e reperfusdo apds 1h no 22° dia;

E- Grupo pré-tratamento com EPLM + AVCi: tratado com maca junto com veiculo
(0,5mg/kg) durante 21dias e submetido a cirurgia de inducéo e reperfusdo apds 1h
no 22° dia.

F- Grupo EPLM sem AVC.
G- Grupo Veiculo (povidona) sem AVC.
Grupos de n distintos:

H- grupo pré tratamento com EPLM + AVCi: tratado com maca junto com veiculo
(Img/kg) durante 21 dias e submetido a cirurgia de indugéo e reperfusdo ap6s 1h no
22° dia (n=3) para analise de volume de infarto e (n=10) para anélise de peso. Esse
grupo nao foi incluido nas andlises bioquimicas e de citocinas, pois este apresentou

aumento da leséo e tais analises para ele ndo foram programadas.

Para andlise das citocinas, foram feitos os seguintes grupos: Controle AVC
(n=5), controle sadio (n=5), maca 0,5mg/Kg durante 21 dias (n=5), maca 0,5mg/kg
+AVC (n=6), veiculo (n=3), e veiculo + AVC (n=4). Para esse grupo foram realizadas

somente as andlises das citocinas.
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3.3 Pré-tratamento

A escolha da dose foi a principio aleatéria, pois ndo tinhamos referéncias
sobre a administracdo do EPLM em pré-tratamento. Fizemos um grupo do qual
somente 3 animais finalizaram (devido a adaptacdes do protocolo cirargico), dos
quais foram administrados 1mg/kg de maca durante 21 dias. Verificado que a dose
aumentava a lesdo, diminuimos para 0,5mg/kg.

Durante 21 dias os animais foram pesados e receberam por gavagem a
quantidade de 0,5mg/kg da solucao preparada. Antes da gavagem, 0s animais eram

adaptados a pesquisadora para minimizar o estresse da gavagem (figura 6).

Figura 6: Adaptacdo e gavagem

A.- Animal em adaptacdo antes da gavagem. B- Animal recebendo a gavagem da
EPLM.

3.4 Afericdo do peso

Os animais foram pesados antes da administracdo da solugédo por gavagem
todos os dias durante os 21 dias de pré-tratamento. O peso final foi subtraido do
peso inicial e as diferencas entre grupos analisadas com teste ANOVA. Do grupo de
10 animais que receberam maca 1mg/kg foi possivel aferir o peso, porém nao foi
possivel a coleta de sangue.
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3.5 Coletas de sangue

Antes do procedimento de indug&o do AVCif, os animais foram anestesiados
e retirado o sangue entre os dois incisivos inferiores através de uma seringa de 1ml.
Foi retirada a agulha da seringa para colocar o sangue em tubos eppendorf® sem
anticoagulante e logo centrifugado a 14.500 RPM por 10 minutos. Depois de
centrifugado, retiramos o soro, com auxilio de uma pipeta, e colocamos em outro
tubo eppendorf® devidamente identificado e colocado no freezer -18°C até o dia da

analise bioquimica.

3.6 Andlises Biogquimicas

Foram feitas as seguintes analises: alanina amino transferase (ALT),
aspartato amino transferase (AST), GAMA GT, Fosfatase alcalina, proteina total,
ureia, creatinina, LDL, HDL, colesterol e triglicérides. Utilizamos os equipamentos:
Cobas Miras plus® e Bioplus 200F®. Para proteinas totais, usamos também um
refratdmetro manual. Para todas as andlises nos dois equipamentos utilizaram-se os
quites de reagentes da Labtest®, exceto para o refratdmetro. Embora tenha-se usado
dois equipamento diferentes, o kit foi o0 mesmo, garantindo a mesma sensibilidade
do teste. Os dois equipamentos possuem 0 mesmo método reacao colorimétrica de
ponto final, segundo trinder, e cinético dependendo da analise.

3.7 Inducéo do Acidente Vascular Cerebral isquémico focal (AVCif)

3.7.1 Anestesia

Os ratos foram anestesiados antes do procedimento de inducdo de AVCif
com quetamina na dose de 75mg/Kg e xilasina na dose de 10mg/Kg via

intraperitonial.

3.7.2 Protocolo de Inducédo de AVCif

Nés utilizamos o modelo de oclusdo da artéria cerebral média seguido de
reperfusdo, descrito por Koizumi (1986) e modificado por Longa (1989), pois em
modelos de oclusdo permanente ndo houve resultado neuroprotetor, em estudos

prévios em nosso laboratério. O modelo esta abaixo descrito e ilustrado na (figura 7).

Os ratos que atingiram o peso de 280 a 310g apés o pré-tratamento de 21

dias foram anestesiados profundamente, mantidos em almofada térmica a 37°C
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(Homeothermic Blanket Control Unit, Havard Apparatus, EUA) durante o
procedimento. Em decubito dorsal, um sensor foi introduzido no anus do animal para
controle da temperatura corporal. Feita a tricotomia na regido do pescoco, foi
realizado um corte superior para inferior, o suficiente para localizar e isolar a artéria
carétida comum esquerda. A extensdo inferior da cardtida comum esquerda foi
isolada com um fio 4 de Nylon e a extensdo da artéria carétida externa também foi

isolada.

A cardtida interna foi clampeada. Em seguida foi feito um corte na porcao
anterior ao isolamento da carétida comum onde um filamento (mononylon 4.0
(Doccol Corp. USA) de 17 a 20mm de comprimento, com silicone na ponta) foi
introduzido pela carétida interna, progredindo através da carGtida interna, até
apresentar resisténcia. Ponto esse de resisténcia localizado na artéria cerebral
meédia. Desta forma, obstrui o fluxo sanguineo nessa regido. O filamento foi entdo
fixado e mantido por 1h. Apos esse periodo de uma hora, foi retirado o filamento
para permitir a reperfusdo. A inciséo foi fechada, o animal recebeu 100mg/kg do
analgésico dipirona subcutaneo e 1ml de soro fisiolégico intraperitonial. Depois da
cirurgia, o animal foi devolvido para o biotério em caixa individual e recebeu maior

atencdo com alimentacao e cuidados durante as proximas 24h.
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Figura 7: Procedimento cirdrgico de inducao de AVCif

ACE- artéria carétida externa; ACC- artéria carotida comum; ACI- artéria carétida interna;
APP- artéria piterigopalatina. A- identificacdo das artéria; B-oclusdo da ACC e ACE; C-
Oclusdo da ACI e incisdo na ACC; D- introducéo do filamento; E- fixacdo do filamento e

retirada da ocluséo da ACE; F- 1h apoés a ocluséo retirada do filamento.

3.8 Anélises do volume de infarto

Apés as 24h da indugédo do AVCIif, o volume de infarto foi avaliado, os ratos
foram anestesiados com overdose de quetamina e xilasina, decapitados em
guilhotina e retirado o encéfalo. O encéfalo foi fatiado em matriz para cérebro na
espessura de 2mm. Os cortes foram colocados em placa de Petri, imergidos em
solucdo de cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazélio (TTC), cobertos com papel aluminio e
mantidos em estufa com temperatura de 40°C por 30 minutos. Em seguida, a
solucdo de TTC foi retirada com auxilio de uma pipeta pasteur e substituida por
formaldeido a 4% e acondicionado em geladeira a 4°C. O TTC cora de vermelho a
populacdo celular onde se mantém o transporte de elétrons mitocondrial, a area que

fica sem coloracao é considerada regido de infarto.
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Ap6s dois dias, os cortes foram fotografados com maquina da NIKON®
COOLPIX 6.3-18.9mm, zoom optico de 3X, mantendo-se um fundo escuro e uma
régua na horizontal abaixo do corte. As fotos foram entdo transferidas para o
computador e analisadas no programa ImageJ, o qual faz a quantificacdo do volume

de infarto em mm? através da ferramenta Volumest®.

A sequéncia de eventos do pré-tratamento até a andlise do volume de infarto

pode ser observada na figura 8.

21 dias 24 h

maca ou

EUTANASIA
veiculo [ =)= %

2 dias depois

«—

Andlise do volume
de infarto

Figura 8: Sequéncia de procedimentos para analise volumétrica
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3.9 Anélise de citocinas

3.9.1 Descri¢cdo do método

Para leitura das citocinas, utilizamos o equipamento MAGPIX® e o kit
MILLIPLEX® MAP Rat cytokine/chemokine magnetic Bead Panel, 96 well plate assay
Recymag-65 ou Recymag65k27PMX. Luminex® xMAP®. A leitura foi feita através de
fluorescéncia e cada conjunto de beads representou um especifico anticorpo. As
beads sdo microesferas magnéticas sensibilizadas com os anticorpos escolhidos,
onde cada conjunto de beads Ié determinado anticorpo. Apds a sensibilizacdo das
microesferas pela amostra, foi feita uma detecgcédo biotinilada. Essa reacgao foi
incubada com streptoavidina completando a rea¢do na superficie da microesfera. As
microesferas foram excitadas por um laser que permitiu a leitura da coloracdo da
microesfera, seguido por um outro feixe de laser que excita a streptoavidina, a
coloracdo fluorescente. Entdo, um processo digital identificou cada microesfera e
guantificou as amostras baseado no sinal fluorescente. Os resultados s&o expressos

em pg/ml.

3.9.2 Preparo da amostra e anélise

ApGs o pré-tratamento com EPLM, os animais foram submetidos a inducéo de
AVCif e 24h apés submetidos a eutanasia onde o encéfalo foi retirado, os

hipocampos e cortex isolados e colocados imediatamente em nitrogénio liquido.

Os hipocampos foram pesados, macerados e colocados em solugédo tampéao
com inibidor de fostatases e inibidor de proteases diluidos em agua deionizada na
proporcao de 3:1. Trés partes de solucdo tampédo para uma parte de amostra. As
amostras foram centrifugadas a 1400RPM por 5 minutos e o sobrenadante foi

aliquotado.

A placa foi preparada com 200ul de tamp&o de ensaio fornecido pelo
fabricante e colocada no agitador de placas por 10 minutos ente 20 e 25°C. O
excesso foi retirado e colocado 25ul de solucdo padrao e controles do fabricante em
pocos especificos. Em seguida, foi colocado 25ul de tampéo de ensaio em cada
poco da placa. Depois foi colocado 25ul tampéao lise, 25ul de amostra e 25ul de

microesferas no mesmo poco e ficaram incubando doze horas.
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No dia seguinte, a placa foi lavada duas vezes com solucdo tampéo, depois
foi adicionado 25pl de detector de anticorpo e incubado durante 1h.

Apbs esse periodo adicionou-se 25ul de streptoavidina e incubado por 30
minutos em agitacdo em 20-25°C. Depois foram feitas duas lavagens com 200 pul de
solucédo tampéo. Por fim, adicionamos 125 pl de solucao fluido sob agitacdo por 5
minutos. Em seguida a placa foi colocada no equipamento MAGIPIX® para leitura
das microesferas sensibilizadas. Cada conjunto de microesferas € lido em um
comprimento de onda diferente. Os resultados séo liberados em aproximadamente

uma hora em pg/ml.

Todas as solucdes foram fornecidas prontas pelo fornecedor do MERCK
MILLIPORE e as quantidades descritas sdo por pocos. O MAGIPIX® estabeleceu a
guantidade das seguintes citocinas em um momento de leitura de acordo com o Kit
citado no item 3.10.1: G-CSF, GM-CSF,IL-1a, leptina, MIP-1 a, IL4, IL-1b, IL2, IL6,
EGF, IL13, IL10, IFN gama, IL5, IL17a, I1L18, MCP1, IP10, GRO/KC/CINC 1, VEGF,
Fractalkine, MIP2, TNFa, Rantes e LIX.

3.10 Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram obtidas pelo programa Epi INFO 7.13.10 para
analise entre grupos e o programa SPSS para analises pareadas, ambas utilizando
o teste ANOVA. Em todos os experimentos o valor de P = ou < 0,05 foi considerado
como representante de significativa diferenca entre os grupos e em amostras

pareadas do mesmo animal, no caso das citocinas.



Resultados
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4. RESULTADOS

4.2 Analises do peso

O grupo do pré-tratamento com 0,5mg/Kg de maca durante 21 dias
apresentou 99,01g em média de ganho de peso ao final do tratamento. O grupo
controle ficou com ganho de 117,18g em média. O grupo 1,0mg/Kg de maca durante
21 dias ficou em média 78,719 e o veiculo que também foi tratado durante 21 dias
apresentou média de 85,52g de ganho de peso. Essas médias indicam reducédo
significativa de peso dos grupos pré-tratamentos e veiculo em comparacdo ao
controle sadio. O P valor no teste ANOVA foi significativo( 0) na comparacao dos
grupos pré-tratados e controle (figura. 9). O valor de p= 0,009 maca 0,5/mg e
controle sadio. Controle sadio e veiculo p= 0. Maca 1mg/kg e controle sadio p=0.
Todos 0s grupos teste apresentaram significativa reducdo de peso comparado ao

controle sadio, aferigéo realizada antes da indug&o de AVCiIf.

Diferenc¢a de peso entre grupos
final do tratamento sem AVC

140,00 - 117,18 .

120,00 - 99,02 *

100,00 - 7871 85,54
% 80,00 -
= 60,00 -

40,00 - H média

20,00 -

0,00
controle sadio  maca 0,5mg/kg maca 1mg/kg veiculo
grupos

Figura 9: Média do ganho de peso ao final de 21 dias de tratamento

Diferenca de peso entre grupos, final do tratamento com maca sem AVC. Desvio padrédo: controle
sadio 18,81; maca 0,5mg/kg 20,84; maca 1mg/kg 10,77; veiculo 13,16. Acima das barras esta o
tracado de margem de erro. Os valores foram significantes entre os grupos tratados e o controle

sadio.

Todos os trés grupos com intervencdo apresentaram significativa diferenca com
relacdo ao grupo controle e todos os trés apresentaram reducdo de peso com

relacéo ao controle sadio
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4.2 Analises bioquimicas

As analises bioquimicas foram realizadas no equipamento COBAS Mira Plus
que foi calibrado minutos antes da andlise e seus padrdes e controles averiguados e

considerados conforme, assim encontrou-se 0s seguintes resultados:

Na analise bioquimica de gama GT, ndo foram encontrados nas amostras
niveis mensuraveis de deteccdo pelos equipamentos. Também ndo encontramos
niveis significativos na dosagem de LDL. Entéo, para o LDL, consideramos o calculo
da formula de Friedwald: Calculo do LDL = CT — (HDL-c + TG /5).

Os niveis séricos de TGO, ureia, creatinina, triglicérides e HDL néo
apresentaram diferenca significativa entre pré-tratamento 0,5mg/kg e controle sadio
(tabela.2).

Ja4 as andlises séricas de TGP, proteinas totais, LDL e colesterol total
apresentaram aumento significativo do pré tratamento com 0,5mg/kg em relacdo ao
controle. A fosfatase alcalina foi 0 Unico marcador sérico que apresentou significativa

reducao (tabela. 2).

Tabela 2: Resultados séricos da analise de marcadores hepaticos renais e lipidicos
e P valor entre grupos.

UNIDADE/ ]
EXAMES METODO MEDIAS P VALOR
MACA x
controle maca 0,5mg veiculo CTR x VEIC | CTR x MACA VEIC
ALT * U/L CINETICO 46,25 64,04 108,73 0 0 0
AST U/L CINETICO 145,54 135,35 248,72 0,01 0,25 0,01
COL * mg/dl ponto final 70 94,32 69,73 0,97 0 0,04
CREAT mg/dl tempo fixo 0,41 0,52 0,31 0,09 0,08 0
FAL ** U/L CINETICO 484,46 322,89 393,36 0,07 0 0,12
HDL mg/dl tempo fixo 30,23 29,97 25,55 0,23 0,9 0,23
mg/dl
LDL * CALCULO 25,6 43,74 27,5 0,76 0,01 0,03
PROT * g/dl 5,85 6,9 8,78 0 0 0
TRI mg/dl ponto final 93,57 91,1 96,73 0,78 0,85 0,67
‘mg/dl
VLDL CALCULO 18,71 18,22 19,35 0,87 0,85 0,67
UREIA mg/dl tempo fixo 46,9 46,23 44 0,39 0,83 0,42

* aumento significativo do pré-tratamento com maca 0,5mg em relagéo ao controle

** reducdo significativa do pré-tratamento com maca 0,5mg em relag&o ao controle.
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4.3 Volume de infarto

O volume de infarto foi medido através do programa ImageJ em todas as
fatias de cérebro que foram coradas com TTC. O grupo maca 0,5mg/kg mostrou
significante reducéo do volume de infarto comparado ao controle AVCif (p=0,046). O
grupo controle AVCif apresentou média de 10% de volume de infarto (DP +0,054) e
o grupo maca 0,5mg/kg média de 6% (DP +0,0273), o que representa 40% a menos
de volume de infarto. O grupo 1mg/kg (n=3) teve aumento do volume de infarto
quando comparado ao controle AVCif (p=0,0082), (média de 32%, DP+0,0764),
representando um aumento de 220%, assim como ao grupo maca 0,5mg/kg
(p=0,0087) (figura 10). A figura 11 ilustra sequéncia de cortes do grupo controle

AVCif e controle 0,5mg/kg onde pode-se visualizar as diferencas entre volume de

infarto.
Volume de infarto
40% - *
35% - [ | 32%
30% -
8 25% - | *
(]
E 20% -
X 15% - . * 12% )
° 10% gy T i MEDIA
10% - = 6%
5% - I ‘ I = |
0% -

controle AVC  maca 0,5mg/kg+ veiculo + AVC maca 1mg/kg +
AVC AVC

grupos

Figura 10: Volume de infarto.

Média percentual de volume de infarto entre grupos pré-tratado por 21 dias com maca 0,5mg/kg e
1mg/kg apds o AVCIif. Grupo controle AVCif e maca 0,5mg/kg (P=0,046). Controle AVCif e maca
1mg/kg (p=0,0082).
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Figura 11: Coloracédo de TTC ap0s 24h da cirurgia de inducao de AVCif

Apresenta fatias de cérebro de ratos corados com TTC 24h ap0s a cirurgia de indugéo de

AVCIif. Cortes histologico de 2mm indicando area de infarto em branco e area sem infarto

em rosa corado com TTC. A- grupo controle AVCif e B grupo maca 0,5mg/kg.

4. 4 Andlise de citocinas

As citocinas foram analisadas entre grupos somente no hemisfério lesionado,

hipocampo direito. Uma analise pareada entre os dois hipocampos do mesmo

animal foram realizadas intergrupos. Os grupos das citocinas sdo distintos das

analises acima, pois foram realizados em outro momento. Sendo entdo 0s grupos

compostos por: controle sadio (n=5), controle AVC (n=5), maca 0,5mg/Kg durante 21
dias (n=5), maca 0,5mg/kg +AVC (n=6), veiculo (n=3), e veiculo + AVC (n=4).

Somente as citocinas que apresentaram valor de p significante entre grupos em

analise pareada foram relatados.

4.4.1 Analise entre grupos do hipocampo direito (lesdo no AVCi)

Tabela 3: Andlise das citocinas com valor significante. Média entre grupos. Somente
do hipocampo direito (leséo no AVCif)

GRUPQOS/ Controle Controle Veiculo + Maca +
citocinas pg/ml sadio AVC Veiculo AVC maca AVC
EGF 0,6 2,3 0,3 0,4 0,3 0,8
GRO/KC/CINC1 53,7 212,3 66,8 157,6 58,8 178,8
IL6 1952,6 4278,8| 21817 3051,8| 2072,4| 26795
IP10 79,6 360,5 110,4 464,7 103,9 346,4
MCP1 4217 1928,8 203,0 1546,1 386,6| 34959
MIP-1a 7,3 609,9 10,1 345,8 9,0 428,0
MIP2 36,2 192,3 38,5 103,5 40,8 147,1
TNF alfa 0,95 2,09 0,89 1,62 1,00 2,27
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Somente as citocinas que apresentaram resultado significativo entre grupos no hemisfério

lesionado com AVCi foram colocadas nessa tabela.

Tabela 4:Valor de P entre grupos na andlise de citocinas do hipocampo direito (lesédo
no AVCi)

GRUPOS/

CITOCINAS AVCX |AVCX VCL| CTL X CTLX | CTL X
pg/ml macaAVvC AVC VCL MACA AVC

EGF 0,2 0,01 0,025 0,016 0,047
GRO/KC/CINC1 0,58 0,8 0,29 0,14 0,009
IL6 0,46 1 0,65 0,6 0,028
IP-10 0,58 0,8 0,1 0,075 0,009
MCP1 1 0,8 0,1 1 0,11

MIP- la 0,42 0,8 0,02 0,075 0,009
MIP-2 0,71 0,8 0,76 0,25 0,011
TNF alfa 0,78 0,62 0,55 0,34 0,026

(AVC= grupo controle AVC; CTL= grupo controle sadio; VCL= grupo veiculo; maca AVC=
grupo pré-tratado com maca + AVC; VCL AVC= grupo tratado com veiculo + AVC).

Nota-se nas tabelas 3 e 4 acima que o grupo controle AVC apresentou significativo aumento
nas citocinas EGF, GRO/KC/CINC1, IL6, IP-10, MIP-1, MIP-2 E TNF alfa em comparagéo ao
controle sadio. O EGF apresentou significativa redugdo entre os grupos controle AVC e
veiculo AVC, controle sadio e veiculo, controle sadio e maca. O MIP-la apresentou

significativo aumento do veiculo relacionado ao controle sadio.

4.4.2 Andlise pareada intergrupo entre os dois hemisférios do mesmo animal

Abaixo apresentamos as andlises pareadas intergrupos, embora a média seja
apresentada nas tabelas como base, a andlise estatistica ndo foi calculada com a
média, pois os dados sdo ndo paramétricos. Nos graficos, colocamos os dados
medidos em pg/ml por animal e sua variacdo entre hipocampos. HPE s/lesdo —
hipocampo esquerdo sem AVC. HPD- c/lesdo- hipocampo direito com AVC. Os
simbolos (+) apresentados representam o tamanho da lesdo estimado visualmente

sendo: (+) = lesdo pequena, (++) lesdo média, (+++) lesao grande.



4.4.2.1 Grupo Controle AVC

4.4.2.1 MIP-1 a

Tabela 5: Grupo controle AVC MIP-1a

HPE c/ lesao

HPD c/ lesdo
hipocampos p=0,043

HPE HPD
Grupo s/ leséo c/ lesdo
AVC1 (++) 19,26 103,71
AVC2 (++) 13,41 1444
AVC3 (++) 13,76 42,49
AVC4 (++) 15,35 51,2
AVC5 (+++) 18,12 1408
Média 16,0 609,9
Grupo controle AVC MIP-1a
2000
1500 ——AVC1 (++
E 1000 / AVC2 E++;
(@]
* o0 / AVC3 (++)
/ ——AVC4 (++)

e AVC5 (+++)

Figura 12: Grupo controle AVC MIP-1a
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A tabela 5 e a figura 12 apresentam cada animal do grupo controle AVC os quais todos

apresentaram aumento de MIP- 1 a no hemisfério lesionado em comparagdo ao hemisfério

nao lesionado.



4.4.2.1.2 EGF
Tabela 6: Grupo controle AVC - EGF
HPE HPD
Grupo s/ lesdo c/ lesédo
AVC1 (++) 0,36 0,6
AVC2 (++) 1,26 4,53
AVC3 (++) 0,44 0,82
AVC4 (++) 4,2 4,3
AVC5 (+++) 0,68 1,04
Média 1,4 2,3
Grupo controle AVC - EGF
5
4 Z
_, / ——AVC1 (++)
£
2, / AVC2 (++)
- AVC3 (++)
1 — ——AVC4 (++)
0 e AVC5 (+++)
HPE s/ leséo HPD c/ leséo
hipocampos p=0,043

Figura 13: Grupo controle AVC EGF
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A tabela 6 e a figura 13 apresentam cada animal do grupo controle AVC os quais todos

apresentaram aumento de EGF no hemisfério lesionado em comparagédo ao hemisfério ndo

lesionado.
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4.4.2.1.31P10
Tabela 7: Grupo controle AVC - IP10
HPE HPD
Grupo s/ leséo c/ lesdo
AVC1 (+4) 87,79 338,51
AVC2 (++) 52,11 612,78
AVC3 (++) 77,56 297,71
AVC4 (++) 70,26 345,84
AVCS5 (+++) 123,43 207,77
Média 82,2 360,5
Grupo controle AVC - IP10
700
600 ,
_ 500 // ———=AVC1 (++)
E 400 P ——AVC2 (++)
2 300 — —
100 AVCA4 (++)
0 = AVC5 (+++)
HPE s/ leséo HPD c/ lesdo
hipocampos p=0,043

Figura 14: Grupo controle AVC IP10

A tabela 7 e a figura 14 apresentam cada animal do grupo controle AVC os quais
todos apresentaram aumento de IP10 no hemisfério lesionado em comparacdo ao

hemisfério ndo lesionado.



4.4.2.1.4 MIP2
Tabela 8: Grupo controle AVC - MIP2
HPE HPD

Grupo s/lesdo | c/lesao
AVC1 (++) 36,64 48,14
AVC2 (++) 40,62 325,57
AVC3 (++) 40,49 57,08
AVC4 (++) 44,04 44,77
AVC5 (+++) 47,18 485,8
Média 41,8 192,3
Grupo controle AVC MIP2

600

500

hipocampos p=0,043

_ 400 / =——=AVC1 (++)
=
S, 300 /// AVC2 (++)
o
200 // AVC3 (++)
100 ———AVC4 (++)
. &“_ == AVCS5 (+++)
HPE s/ lesao HPD c/ lesao

Figura 15: Grupo controle AVC MIP2
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A tabela 8 e a figura 15 apresentam cada animal do grupo controle AVC os quais

todos apresentaram aumento de MIP2 a no hemisfério lesionado em comparacao ao

hemisfério ndo lesionado.



4.4.2.1.5 Rantes

Tabela 9: Grupo controle AVC - RANTES

HPE HPD
Grupo s/lesdo| c/lesao
AVC1 (++) 16,69 29,64
AVC2 (++) 9,3 27,01
AVC3 (++) 8,24 15,16
AVC4 (++) 15,32 16,27
AVC5 (+++) 13,94 19,83
Média 12,7 21,6
Grupo controle AVC RANTES
35
30
25 ~
_ // ———AVC1 (++)
2 4§Z ——AVC2 (+4)
215
10 _ AVC3 (++)
= AVC4 (++)

hipocampos p=0,043

HPE s/ lesao HPD c/ leséo

——AVC5 (+++)

Figura 16: Grupo controle AVC RANTES
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A tabela 9 e a figura 16 apresentam cada animal do grupo controle AVC os quais

todos apresentaram aumento de Rantes no hemisfério lesionado em comparacao ao

hemisfério ndo lesionado.
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4.4.2.2 Grupo maca AVC

442.211L-1a
Tabela 10: Grupo maca AVC - IL-1a
HPE HPD

Animais s/ lesdo |c/lesao

MACA AVCL1 (+) 123,67 175,8

MACA AVC2 (+) 101,69 81,3

MACA AVC3 (++) 104,26| 169,29

MACA AVC4 (++) 162,76 | 190,13

MACA AVC5 +++) 205,72 | 286,65

MACA AVC6 (+++) | 256,67| 279,02

Média 159,1 197,0

Grupo maca AVC IL-1a
350
300
250 _— — —o—MACA AVC1 (+)
guse 0/ MACA AVC3 (++)
100 —_—— ——MACA AVC4 (++)
>0 ——MACA AVC5 (+++)
0
HPE s/ les&o HPD c/ lesdo ——MACA AVCE (+++)
hipocampos p= 0,046

Figura 17: Grupo maca AVC IL- la

Nota-se na tabela 10 e figura 17 acima que o grupo maca AVC (n=6) apresentou

significativo aumento entre o hemisfério lesionado D e o sem leséo E.



4.4.2.2.2 MCP1
Tabela 11: Grupo maca AVC MCP1
HPE HPD
Grupo s/ lesdo | ¢/ lesao
MACA AVCL1 (+) 300,66 556
MACA AVC2 (+) 378,24 444,51
MACA AVC3 (++) 258,47| 903,78
MACA AVC4 (++) 258,47 1958
MACA AVCS (+++) 689,37 15877
MACA AVC6 (+++) 621,3 1236
Média 417,8| 34959
Grupo maca AVC- MCP1
20000
15000 /’ MACA AVC1 (+)
£ 10000 ——MACA AVC2 (+)
2 —==MACA AVC3 (++)

5000

yd

?

HPE s/ lesdo

HPD c/ leséo
hipocampos p=0,028

MACA AVC4 (++)
———MACA AVCS5 (+++)
———MACA AVC6 (+++)

Figura 18: Grupo maca AVC MCP1
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Na tabela 11 e figura 18 observa-se que os animais do grupo maca + AVC

apresentaram aumento de MCP1 no hemisfério lesionado quando comparado ao

hemisfério ndo lesionado.



4.42.2.31P10
Tabela 12: Grupo maca AVC - IP10
HPE HPD
Grupo s/lesdo | c/lesao
MACA AVCL1 (+) 57,52 60,39
MACA AVC2 (+) 80,23| 100,64
MACA AVC3 (++) 49,03| 323,89
MACA AVC4 (++) 88,51| 919,85
MACA AVCS (+++) 78,17 446,3
MACA AVC6 (+++) 112,47 227,32
média 77,7 346,4
Grupo maca AVC - IP10
1000
/
800 / e MACA AVC1 (+)
e 600 e MACA AVC2 (+)
= / - MACA AVC3
S 400 (++)
200 g ——MACA AVC4 (++)
== MACA AVCS5 (+++)
0

HPE s/ lesao HPD c/ leséao

hipocampos p= 0,028

——=MACA AVC6 (+++)

Figura 19: Grupo maca AVC IP10
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Na tabela 12 e figura 19 observa-se que o grupo maca+ AVC apresentou aumento de P10

no hemisfério lesionado quando comparado ao hemisfério ndo lesionado.



Discussdao
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5. DISCUSSAO

A maca possui diferentes variedades e seu consumo tem se tornado
frequente em varios paises (GONZALES, et al., 2014). A maca amarela € a mais

comum e foi utilizada em nosso trabalho.

Muitas propriedades atribuidas a maca como melhora da energia,
aprendizado e memoria, acdo antioxidante e neuroprotecdo torna viavel seu
consumo de modo preventivo inclusive em doencas associadas ao envelhecimento
como o AVCi (NGUYEN D. & PINO-FIGUEROA A. & MAHER T.J., 2009; RUBIO, et
al., 2007;ZHA, et al., 2014;GONZALES, et al., 2006).

O AVCi é uma doenca com alta morbimortalidade que tem aumentado em
consequéncia do aumento da estimativa de vida e possui somente uma alternativa
de tratamento o rt-PA (OVBIAGELE & NGUYEN-HUYNH, 2011).

Desta forma, nosso trabalho investigou a eficiéncia da maca na
neuroprotecao em animais submetidos ao AVCi focal, o tipo mais frequente de AVC,
gue acomete a populacdo e, para aprimorar nossos conhecimentos sobre essa
planta ainda pouco explorada em alguns aspectos, avaliamos também o ganho de

peso durante os 21 dias de tratamento, as alteracBes bioquimicas e de citocinas.

Quanto a volumetria, o modelo de isquemia escolhido foi o estabelecido por
Koizume e modificado por Longa, o qual consiste na oclusdo da artéria cerebral
média durante uma hora seguida de reperfusdo. Este modelo é o que mais reflete o

gue ocorre com humanos (figura 7).

Pino Figueroa e colaboradores (2010) verificaram a neuroprotecdo promovida
por EPLM através de ensaio em vitro e em vivo. Em vitro mesmo em altas doses
(30mg/Kg), a maca nao apresentou toxicidade e ainda reduziu o estresse oxidativo
celular. Doses menores de maca (3mg/Kg) administradas via caudal 30 minutos
antes da cirurgia de inducdo de AVCi focal e outra dose na artéria carétida no
momento da reperfusdo, em vivo, apresentaram neuroprotecdo através da reducao
da area de infarto em comparagdo ao controle, enquanto que doses maiores de

10mg/Kg e 30mg/Kg aumentaram a area de infarto em comparagédo ao controle.
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Estudos preliminares em nosso laboratério demonstraram que, com dose de
5mg/kg, administrada por via intravenosa em ratos 30 minutos antes e 1 hora apés o
inicio da isquemia, produziu uma reducéo significativa do volume de infarto de 27%
para 12% em relacdo aos controles no modelo de isquemia transitéria. E com dose
de 2.5 mg/kg o volume de infarto reduziu de 27% para 15% em relacdo aos
controles no mesmo modelo de isquemia.

Na administracdo de 1mg/Kg por gavagem nos ratos durante 21 dias antes da
inducdo do AVCi focal, observamos aumento de 220% da area de infarto em
comparacao ao controle (figura 10), pois o controle apresentou 10% de area de
infarto contra 32% da maca a 1,0mg/kg. O que indica efeito toxico nessa dosagem.

Nossos resultados estdo de acordo com os achados de Pino e colaboradores
(2010) onde evidenciaram um efeito neuroprotetor no uso agudo da maca em ratos
Wistar. Em nosso resultados com o uso continuo da maca na dose 0,5mg/kg por 21
dias administrada por gavagem, foi possivel verificar uma reducéo de 40% da area
de infarto em relacdo ao controle (figura 10 e 11). Assim, o pré-tratamento evidencia
0 uso da maca como planta que pode prevenir ou minimizar o tamanho da area de

infarto e consequentemente minimizar o acometimento clinico de sinais e sintomas.

Como dito anteriormente ha indicios de que os endocanabindides estejam
envolvidos no mecanismo de neuroprotecdo da maca, através do bloqueio de FAAH.
Porém, essa hip6tese precisa ser melhor investigada. Estudo recentes comprovam
gue algumas macamidas bloqueiam reversivel ou irreversivelmente FAAH (WU et
al., 2013), mostrando um caminho para novos estudos que aprimorem O

conhecimento das rotas de neuroprotecdo que a maca estabelece.

Com o pré-tratamento, foi possivel avaliar a perda significativa de peso dos
animais em consequéncia da maca (P= < 0,05), (figura 9). Essa perda de peso
diverge de Gonzales e colaboradores que em 2006 administrou o extrato aquoso da
maca amarela sendo 666mg por dia durante 42 dias e ndo observou diferenca de
peso em relacdo ao controle, assim como os resultados de Gasgo e colaboradores
(2007) onde administrada 1g/Kg de extrato aquoso liofilizado observou aumento de
peso, porém nao significativo. O que podemos observar € que o veiculo apresentou

reducdo significativa com relacdo ao controle sadio o que ndo o deixa inGcuo para as
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avaliacdes, assim como a maca administrada a 1mg/kg, que apresentou menor

reducdo de peso em comparacgdo com a maca 0,5mg/kg.

Com relacdo as andlises bioquimicas, Valentova e colaboradores (2006)
observaram uma reducédo significativa de AST em cultura de hepatécitos de ratos
Wistar com 01, 05 e 10mg/ml de extrato metanolico. O mesmo foi encontrado em
humanos com sindrome metabdlica (VALENTOVA et al., 2008). Em nenhum estudo
foi observado aumento de ALT no uso da maca como 0 encontrada em noSso
trabalho (tabela 2). ALT € um marcador especifico em doenca hepética e niveis altos
estdo associados a obesidade, hiperglicemia e sindrome metabdlica, porém
nenhuns desses fatores foram encontrados em conjunto no pré-tratamento com
maca (SALAZAR, et al., 2007).

ALT é comumente usado em ensaios clinicos como um sensivel marcador
que monitora a seguranca no figado a novas drogas, porém esse aumento precisa
ser investigado, pois algumas vezes ndo esta associado a sintomas clinicos e nem a
lesédo hepatica grave (SINGHAL et al., 2014). Assim, como em casos de hepatite
viral, metastase e consumo de alcool, ALT e AST podem estar aumentadas. Existem
casos como o estudo do inibidor da HMG-CoA, onde o aumento de ALT em relacao
a AST ndao teve toxicidade hepética associada. Assim, novos biomarcadores mais
sensiveis, como 0 miRNAs especificos para o figado, que podem ser marcadores
mais precisos do que ALT para verificar lesdo no figado (LATERZA, et al., 2009).
Assim, ndo podemos afirmar com certeza que o aumento de ALT encontrado em
ratos pré-tratados com maca significa indicios de lesdo hepéatica significativa. Mas
podemos observar com o0s nossos resultados que a maca reduziu os efeitos do
veiculo que, embora considerado inécuo, apresentou quase o dobro de aumento de
ALT em comparacdo a maca + veiculo. O mesmo ocorreu com AST, porém, 0S

valores nao foram estatisticamente significativos.

Ja os achados de aumento de colesterol e LDL (tabela 2) contradizem os
resultados encontrados no estudo de Vecera e colaboradores em 2007, onde maca
administrada por 15 dias diminuiu 0os niveis séricos de colesterol total e LDL em
ratos com dieta hiperglicémica, porém nao é conhecido o ecotipo de maca utilizada.
Além disso, nés utilizamos o EPLM, o qual concentra as macamidas. As macamidas

sdo N-benzilamidas, algumas sdo amido de &cido lipidico saturado e outras
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derivadas de &cido lipidico insaturado, oleico, linoleico e acido linolénico (WU et al.,
2013).

O aumento de proteinas totais (tabela 2) pode ser compativel com o
encontrado por Valentova e colaboradores em 2008, embora tenha sido usada maca

desidratada e somente a albumina tenha sido avaliada.

Alguns dos nossos achados como a reducdo do peso, aumentos de ALT e
proteina total podem estar relacionados ao veiculo utilizado, a povidona, pois nesses
casos, seu valor ndo era igual ao do controle. Povidona € um polimero solavel em
agua, ndo idnico, usado como carregador de drogas poliméricas. Conhecido também
como polivinilpirrolidona (PVP), em um teste com TNF alfa biconjugado circula mais
tempo no organismo em comparacdo com polimero glicol, embora tenha volume
minimo de distribuicdo nos tecidos, sendo ideal para prolongar o tempo de vida de
circulagdo de um farmaco no sangue (KANEDA et al., 2004).

As alteragBes bioquimicas encontradas isoladas podem ser significativas,
porém esses dados em conjunto ndo estdo associados a alguma patologia

especifica, ou seja, indicativo de toxidade da maca.

J& nas analises de citocinas, n0s observamos na analise entre grupos que o
grupo controle AVC apresentou aumento significativo nas seguintes citocinas
(tabelas 3 e 4): IL6, TNF alfa, EGF, GRo/kc/CINC1, IP-10, MIP-1, MIP-2 e EGF em
comparacao ao controle. Esses aumentos sdo compativeis com a fisiopatologia do
AVC conforme descrevemos abaixo. Porém, o veiculo apresentou significativo
aumento (P= 0,02) comparado ao controle na analise de MIP-1 a, uma quimiocina
pré-inflamatéria cujo aumento piora o volume da lesédo (MIRABELLI-BARDENIER et
al., 2011).

Ainda na comparagcdo de citocinas entre grupos, observamos significativa
reducdo de EGF nos grupos veiculo e maca comparados ao controle sadio (P=0,025
e p=0,016) (tabela 3 e 4). E também uma significativa redugc&o no grupo veiculo AVC
comparado ao grupo controle AVC (P=0,01).Esses achados n&o cooperam para
utilizacdo dos beneficios que EGF pode trazer quando em maior quantidade no
cérebro lesionado. EGF no AVC pode promover a neurogénese através de ceélulas
Stem cell neuronais (KOLB et al., 2007).
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Nas andlises pareadas entre o mesmo animal comparando os dois
hemisférios, o hipocampo direito lesionado e o esquerdo néo lesionado, podemos
observar aumento das citocinas inflamatérias IL1a (tabela 10 e figura 17), MCP1
(tabela 11 e figura 18) e IP10 (tabela 12 e figura 19) no grupo maca AVC
comparando os hemisférios. Houve significativo aumento dessas citocinas no
hemisfério lesionado, o que estd relacionado ao aumento da lesdo e pior
progndéstico, mas também esta compativel com a fisiopatologia do AVC. Nao foi

observada relacéo entre o aumento da citocina e tamanho da leséo.

No grupo AVC, ainda nas analises pareadas, houve significativo aumento das
citocinas MIP-1 a (tabela 5 e figura 12), EGF (tabela 6 e figura 13), IP10 (tabela 7 e
figura 14), MIP-2 (tabela 8 e figura 15) e Rantes (tabela 9 e figura 16). Esses
achados sao compativeis com a patologia do AVC onde h& aumento das citocinas

pré-inflamatérias e EGF como indutor de neurogénese.

Fator de crescimento epidermal (EGF) € uma proteina que, no humano, se
assemelha com o fator de crescimento e transformacéo, ambos se ligam a EGFR na
membrana celular e ativa tirosina quinase, que estimula a transducdo de sinal,
aumenta a concentracdo intracelular de célcio, promove glicélise e induz a sintese
de producdo de proteina. Na zona subventricular do cérebro, EGF induz a
proliferacéo de stem células neurais. EGF est& envolvida no crescimento normal das
células, proliferacdo, migracdo e diferenciacdo de linhagem de células neurais. As
stem células neuronais (NSCs) sdo uma fonte endodgena de reparacdo do cérebro.
Sédo células multipotentes e estdo presentes nos mamiferos adultos, restritas em
area como a zona subventricular e ao longo das paredes dos ventriculos laterais
(Gonzalez-Perez e Alvarez-Buylla, 2011). No AVC, as NSCs contribuem para a
formacdo de tecido cortical ap6s a lesdo com estimulo de EGF junto com
eritropoietina (EPO), e mostra que EGF + EPO ndo mantém a sobrevida neuronal,
mas leva a geracdo de novos neurdnios, além disso, esses animais apresentaram
melhora nas funcbes do coértex em testes de comportamento com avangos bem

préoximos ao controle (KOLB et al., 2007).

TNF alfa, aumentada significativamente no grupo controle AVC em
comparacao ao controle sadio (p=0,026), é produzida em macréfagos, células T e
células Natural Killer (NK) (AKIRA et al, 1990). O estimulo para sua producédo é a
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presenca de lipopolisacarideos e podem ativar vias de apoptose, mas sua principal
funcéo é recrutar neutréfilos e mondcitos para o local da infeccdo e ativa-los. TNF
alfa pode, em baixas concentracfes, ativar a vasodilatacao e estimular a secregacéo
de quimiocinas. No hipotalamo, ele induz febre e no figado estimula a producao das
proteinas da fase aguda do processo inflamatério (VITALE et al., 2007). Em grandes
quantidades, essa citocina inflamatéria pode contribuir para a lesdo aterosclerotica
em individuos obesos, através da inducdo da aterogénese pela expressao de
VCAM-1, ICAM-1, MCP-1 e E-selectina e reduzir a biodisponibilidade do éxido nitrico
nas ceélulas endoteliais e prejudicar a vasodilatacdo endotelial dependente de NO e
provocar apoptose nas células endoteliais (GOMES et al., 2010).

No cérebro com AVC, o TNF induz excitotoxicidade através da elevacdo da
producdo de glutamato que resulta em morte neuronal. A inativacdo de TNF com
anticorpos reduz a morte neuronal (RAMESH et al., 2013). Os niveis de IL-6 e TNF
alfa estdo aumentados apés o AVC, assim como niveis séricos dentro de 24h apds o
AVC, sendo observada uma diminuicdo de TNF alfa apés melhora nos pacientes
(NAYAK et al. 2012). Em alguns casos, TNF pode ser anti-inflamatério (RAMESH et

al., 2013), mas isso ainda néo foi observado no AVC.

A IL-6, aumentada no grupo controle AVC significantemente em relacdo ao
controle sadio (0,028), € uma citocina inflamatéria que estd aumentada no AVC, ela
€ um mensageiro molecular para os leucécitos, endotélio vascular e células neurais
e pode induzir proliferacdo celular, inibicdo de crescimento, anti-apoptose e inducao
de diferenciacéo celular. Mas IL-6 também pode ser anti-inflamatoria quando inibe a
expressdo TNF alfa e de antagonista IL-1R (NAYAK, et al.,, 2012). No AVC, é
produzida durante a reativacao de astrogliose (processo que bloqueia a regeneragao
axonal) como resposta ao dano, ativando os neutrofilos e promovendo sobrevida
neuronal, porém niveis elevados estdo associados com doenca severa. A IL-10 pode
diminuir os niveis de IL-6 e TNF alfa (RAMESH et al., 2013).

Gonzales (2006) observou que IL-6 estava reduzida em pessoas que
consumiam maca por longo tempo, (mais de 2 anos), indicando melhor estado de
saude, porém, em nosso trabalho, ndo foi encontrada significativa diferenca entre o

grupo maca AVC e controle AVC embora, no grupo maca, AVC a IL-6 aparecam em
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menor valor (tabela 3). No grupo veiculo aparece aumentada em comparacdo ao
controle, porém esse aumento também nao foi significativo (tabela 3 e 4).

A IL-1, aumentada no hemisfério lesionado na andalise pareada no grupo maca
AVC, tem dois subtipos: IL 1 alfa e IL1 beta. E produzida em macrofagos, células
endoteliais, células T e B, astrocitos, microglia e fibroblastos. E indutora de PGE;
sintese e crescimento de fibroblastos, reabsorcdo éssea, expressdo de ICAM-1,
febre, anorexia, sintese de colageno e crescimento e diferenciacdo de células T e B.
A IL-6 e principalmente IL-1 e TNF alfa sao citados como reguladores da reagéo de
fase aguda da inflamacéo. IL-1 e TNF alfa também podem induzir a producéo de IL-
6 (AKIRA et al, 1990). Na auséncia de ambos os subtipos de IL-1, observou-se
grande reducéo do volume de infarto, cerca de 70% (YOUNGJEON et al, 2014).

CCL2 ou proteina quimiotrativa de monocito 1 (MCP-1) é da familia das
gama quimiocinas CC, é produzida em células endoteliais, fibroblastos, astrocitos,
mondcitos, microglia ou por estresse oxidativo, citocinas ou fator de crescimento. E
importante para resposta imune antiviral e na circulacao periférica. CCL2 é um pro6-
inflamatoério que regula a migracao e infiltracdo de mondcitos, células T e NK. No
AVC, CCL2 encontra-se em niveis elevados nos astrécitos levando a morte
neuronal, além de estar envolvido no processo de aterosclerose por atrair 0s
monaocitos e promover sua adesdo por aumentar MAC-1, o receptor de molécula de
adesao intracelular (ICAM-1) que € expresso e ativado no endotélio (DESHMANE, et
al. 2009). Alguns analogos de CCL2, como o NR58-3.14.3 que inibe a funcdo das
guimiocinas CC e CXC, atenuaram a resposta inflamatéria melhorando o volume de
infarto e funcdo neurolégica em isquemia em ratos. Estes e outros analogos de
CCL2 demostram importante acdo anti-inflamatéria (MIRABELLI-BARDENIER et al.,
2011).

Além destes, ratos onde CCL2 est4d suprimida sdo resistentes a morte
neuronal, isso ocorre quando CCL2 é induzida durante leve comprometimento
oxidativo causado por recrutamento e ativacdo exacerbada de micréglia conduzindo
a neurodegeneracdo. CCL2 também pode proteger os neurbnios do efeito toxico do
glutamato. CCL1, CCL2, CCL3 e CCL4 estéo envolvidas no abcesso cerebral, que
pode contribuir para o influxo de linfécitos e mondcitos e estabelecimento da
resposta imune adaptativa (RAMESH et al., 2013). Em nosso trabalho MCP-1
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apresentou aumento na andlise pareada do grupo maca AVC (p=0,028), porém nao
apresentou diferenca na analise entre grupos.

MIP-1 e MIP-2/ CCL3 séo produzidos por células imunes do parénquima
cerebral e atraem monocitos e neutréfilos do sistema circulatorio, em casos de
meningite bacteriana aguda. CCL3 pode aumentar a ativacdo de células de
Schwann e de macrofagos, também participa no desenvolvimento de dor através de
seus receptores que estao nas células de Schuwann e nos macrofagos (RAMESH et
al., 2013). No pos AVC, CCL3 media ativamente a inflamac&o. Em casos de hipodxia,
estd em niveis elevados, com pico entre 8-72h e esse aumento esta associado ao
acumulo de mondcitos e micréglia no cérebro lesionado. A utilizacdo de analogos de
CCL2 e CCL3 atenua o dano neuronal em ratos de forma dependente de dose e a
administracéo cerebral de CCL3 aumenta o volume de infarto. Os niveis de CCL3
estdo aumentados no AVC agudo em comparacao ao controle e esse pode ser um
marcador de incapacidade funcional p6s AVC a curto prazo o que sugere um
potencial neuroprotetor para direcionar um potencial terapéutico anti-apoptose com
células do corddo umbilical contra o AVC (MIRABELLI-BARDENIER et al., 2011).

CCL5 ou RANTES €& uma quimiocina pro-inflamatéria presente na
aterosclerose, isquemia e reperfusdo. Com a inibicdo de um de seus receptores, 0
CCRY5, foi possivel inibir a aterosclerose em camundongos com dieta hipercalérica,
indicando que CCL5 pode regular aterogénese. No cérebro lesionado, CCL5 pode
aumentar o dano cerebral induzindo IL-6. A inibicdo de CCL5 reduz o recrutamento
de mondcitos e macrofagos pos lesdao isquémica, onde camundongos que
suprimiram CCL5 mostraram volume de infarto significativamente menores, pois
outros estudos mostraram que CCL5 induz o recrutamento de leucécitos e células
de adesé&o na lesdo cerebral, comprovado em vitro por ativacdo de seus receptores
e adesdo de moléculas como integrinas e ICAM-1 (MIRABELLI-BARDENIER et al.,
2011). Em nosso trabalho RANTES estava aumentada no hemisfério lesionado na

analise pareada no grupo AVC.

A proteina indutora de interferon gama (IP-10) ou CXCL10 é observada em
diversas doencas neurodegenerativas. IP-10 induz apoptose em neurdnios fetais
pela elevacdo de calcio intracelular (Ramesh et al., 2013). IP-10 € uma quimiocina

secretada por células como mondcitos, células endoteliais, fibroblastos, macréfagos,
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células T, NK e dendriticas em resposta ao IFN-gama. Altos niveis de IP-10 estédo
presentes no AVC em humanos e em ratos logo no inicio da lesdo 12h. As células
NK afetam negativamente a barreira hemato encefalica durante o AVC e o IP-10
promove a infiltracdo de NK através da barreira. As NK também aumentam o nimero
de morte celular e diminuicdo de apoptose, porém, quando IFN- gama foi
neutralizado houve também um aumento de apoptose (ZHANG B et al., 2014). No
grupo maca AVC o hemisfério lesionado apresentou aumento p=0,028 em

comparacao ao hemisfério nao lesionado.

O Regulador de crescimento oncogénico (GRO-a/KC/CINC-1/CXCL1) € uma
guimiocina inflamatéria produzida pela microglia e também regula o recrutamento de
granuldcitos no SNC e esta aumentada no cérebro no tecido endotelial na presenca
de IL-6. Os granuldcitos protegem o SNC, porém a inibicdo de CXCL1 pode ser
benéfica nos casos de esclerose multipla (RAMESH et al., 2013). CXCL1 na leséo
isquémica apresenta aumento no liquido céfalorraquidiano, mas nao ha diferenca
com o controle em niveis séricos. Os niveis de CXCL1 foram diminuidos em
tratamento anti-aterosclerose, o que pode reduzir a inflamacao pos isquemia. Esse
mesmo efeito foi observado na administracéo de inibidores de CXCL1 e TNF alfa,
onde a expressao foi reduzida e houve reducdo da area de infarto em ratos
(MIRABELLI-BARDENIER et al., 2011). Em nosso trabalho GRO demonstrou

aumento no grupo controle AVC comparado ao grupo controle sadio.

N&o foi possivel correlacionar os achados de neuroprotecdo da maca
0,5mg/kg com as andlises de peso, bioquimicas e de citocinas. Contudo, esses
dados cooperam para futuras pesquisas com maca onde 0os mesmos podem servir

de parametro para outros segmentos.



Conclusdo
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6. CONCLUSAO

Nossos achados mostraram que o EPLM 0,5mg/Kg foi capaz de reduzir o
volume de infarto, indicando um efeito neuroprotetor, quando comparado com o
grupo controle AVC. Na dose de 1mg/kg apresentou efeito toxico com aumento da

area de infarto.

A maca reduziu o peso dos animais tanto na dose de 1mg/kg como na dose
0,5mg/kg administradas durante 21 dias, porém nao foi possivel eliminar a influéncia

do veiculo nesse resultado.

Ja nos niveis séricos de TGP, colesterol total, LDL, proteinas totais
apresentaram significativo aumento na administracdo da maca 0,5mg/kg por 21 dias,
porém esse aumento nao esta relacionado ao ganho de peso e tdo pouco
influenciou na neuroprotecdo. Mais estudos nesse aspecto sd0 necessarios para

investigar o motivo desse aumento.

Os achados nas andlises das citocinas ndo apresentaram indicadores
diferentes da fisiopatologia do AVC, exceto pela diminuicdo de EGF vista nas

analises entre grupos, onde a maca nao seria promotora de neurogénese.
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RESUMO

Introducédo: O lepidium meyenii (maca) é uma planta cultivada nos Andes Peruanos
a mais de 3500 metros de altitude. Possui varios biotipos, sendo a amarela a mais
consumida. Estudos comprovam que maca contribui para fertilidade, melhora no
aprendizado e memoria e possui atividade antioxidante e neuroprotetora. O
conhecimento de suas propriedades tem feito que o consumo da maca ultrapasse o
povo indiano peruano e alcance outros paises. Esse aumento do consumo confere
uma oportunidade de promover uma prevencado para doengcas como o AVCi. O
AVCi é uma doenca ainda sem cura que mais causa morbimortalidade em todo o
mundo principalmente entre as pessoas com mais de 60 anos, cujo Unico tratamento
€ o rt-PA. Objetivos: Assim, nossa pesquisa investigou a atividade neuroprotetora
no pré-tratamento com maca 0,5mg/kg e 1mg/kg em ratos durante 21 dias, apds 0s
ratos foram submetidos ao AVCi. Resultados: Os nossos resultados mostraram que
0 pré-tratamento com extrato pentandlico da maca, na dose de 0,5mg/kg, foi capaz
de reduzir em 40% a area de infarto. Os marcadores hepdticos, renais e lipidicos
foram avaliados através de dosagem sérica, assim como os efeitos sobre o peso
apos o pré- tratamento antes da inducdo do AVCi, e analise de citocinas
inflamatorias relacionadas com o AVCi com o objetivo de avaliar a toxicidade da
maca e sua influéncia na inflamagéo local. Conclusdo: Nossos resultados sugerem
um efeito neuroprotetor da maca, uma alternativa promissora para a preservacao da

qualidade de vida.

Palavras chaves: 1. Lepidium Meyenii (maca) 2. Acidente vascular
cerebral 3. Isquemia encefédlica 4. Marcadores biogquimicos
5.Citocinas



Neuroprotective effect of the pentandlic extract Lepidium meyenii (maca) in an

experimental animal model of focal ischemic stroke
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Dissertation; in 2015

ABSTRACT

The Lepidium meyenii (maca) is a plant grown in the Peruvian Andes at over 3500
meters altitude plant. It has several biotypes, and the yellow the most consumed.
Studies have shown that maca contributes to fertility, improvement in learning and
memory and has antioxidant and neuroprotective activity. The knowledge of their
properties has made the consumption of maca exceeds the Peruvian and Indian
people reach other countries. This increase in consumption gives an opportunity to
promote a prevention for diseases affecting a growing population, the elderly. The
AIS is a chronic disease with no cure yet that causes more morbidity and mortality in
the world especially among people over 60 years, whose only treatment is the rt-PA.
Thus our study investigated the neuroprotective activity in the pre-treatment with
maca 0.5 mg/kg in rats for 21 days after the rats were subjected to ischemic stroke.
Our results confirmed the neuroprotection pentandlic of maca extract by reducing the
infarct volume. Liver, kidney and lipid markers were assessed using serum as well as
the effects on weight after pretreatment before induction of ischemic stroke and
cytokines, with the aim of evaluating the toxicity. Ours results suggest a
neuroprotective effect of maca, promising alternative for the preservation of quality of

life.
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