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RESUMO

Almeida, Timo6teo Abrantes de Lacerda. Avaliacdo do potencial neuroprotetor da
Spirulina platensis em modelo de hemorragia intracerebral experimental. 2016. 44 f.
Dissertagdo (Mestrado em Envelhecimento Humano) — Universidade de Passo Fundo,
Passo Fundo, 2016.

A hemorragia cerebral ilustra uma das doencas com alta incidéncia, alta mortalidade, e com a
capacidade de resultar em perda da dignidade humana, com grande nimero dos sobreviventes
vivendo com incapacidades graves. A populacdo idosa ¢é especialmente susceptivel ao
sofrimento gerado pela perda de autonomia apds um agravo agudo a saude, uma vez que a esse
evento agudo se agregam outros farores biologicos e culturais decorrentes do envelhecimento.
Com o envelhecimento populacional, ¢ provavel que o niimero de pacientes com doengas
cronicas ndo infecciosas, dentre elas, a hemorragia cerebral espontinea. Trata-se de um
problema de saude publica, ndo somente pela alta incidéncia, mas devido a alta mortalidade
associada e a grande incidéncia de incapacidade grave dentre os sobreviventes. Avaliamos o
efeito do pré-tratamento com Spirulina platensis por um periodo de 30 dias em modelo
experimental de hemorragia cerebral induzida por colagenase em ratos. Nos levantamos a
hipotese de que a Spirulina platensis, bem como seu principal componente proteico, a
ficocianina C, poderiam atenuar a lesdo celular na zona perilesional, através de suas
propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e quelante de ferro, através da atuagdo nos
mecanismos celulares de morte neuronal no dano cerebral secundario. Estudos experimentais
sd0 necessarios para provarem o seu potencial neuroprotetor nessa patologia, bem como para
determinar o periodo ideal de tratamento e a dose adequada.

Palavras-chave: 1. Hemorragia cerebral. 2. Acidente vascular cerebral. 3. Spirulina platensis.
4. Neuroprotegdo. 5. Neurologia experimetal.



ABSTRACT

Almeida, Timéteo Abrantes de Lacerda. Analysis of the neuroprotective effect of
Spirulina platensis in an experimetal intracerebral hemorrhage model. 2016. 44 f.
Dissertation (Masters in Human Aging) — University of Passo Fundo, Passo Fundo,
2016.

Intracerebral hemorrhage cases illustrate one of the diseases with high incidence, high mortality,
and the ability to result in loss of human dignity, with a large number of survivors living with
severe disabilities. The elderly population is especially susceptible to suffering by the loss of
autonomy after an acute illness since the acute event aggregates to other biological and cultural
factors of aging. With aging of the population, it is likely that the number of patients with non-
infectious chronic diseases, including spontaneous cerebral hemorrhage, will rise. This is a
complex public health problem, not only by its high incidence but due to the high associated
mortality and the high incidence of severe disability among survivors. We have evaluated the
effect of the pretreatment with Spirulina platensis for a period of 30 days in a rat model of
cerebral hemorrhage. We hypothesized that Spirulina platensis and its major protein
component, phycocyanin C, could mitigate the secondary cellular injury in the perilesional
zone, through its antioxidant, anti-inflammatory and iron chelator activity, by interacting with
cellular mechanisms of neuronal death. Experimental studies are required to prove its potential
neuroprotective effect, as well as to determine the optimum period of treatment and appropriate
dose.

Key words: 1. Intracerebral hemorrhage. 2. Stroke. 3. Spirulina platensis. 4. Neuroprotection.
5. Experimental Neurology.
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1 INTRODUCAO

A hemerragia cerebral ¢ responsavel por aproximadamente 15% dos casos de
acidente vascular cerebral, sendo sua incidéncia maior nas faixas etarias mais elevadas.
Trata-se de um problema de satide publica, ndo somente pela alta incidéncia, mas
devido a alta mortalidade associada e a grande incidéncia de incapacidade grave dentre

0Ss sobreviventes.

Além disso, o perfil demografico brasileiro estd sendo constantemente
modificado com o envelhecimento populacional, o que provavelmente modificara a
frequéncia das doengas cronicas, com aumento, principalmente, das doengas
cardiovasculares e neoplasicas. Estimativas da Organizagdo Mundial de Saude apontam
que o Brasil serd o sexto pais com maior populacao de pessoas acima de 60 anos em
2025 (OMS / Opas, 2005). Torna-se, entdo, de extrema importancia o conhecimento do
perfil epidemiologico dessas doencas na nossa populacdo, bem como sua implicagdo
social e econdmica, e o estudo de novos tratamentos que visem a reducdo da
morbimortalidade associada. Segundo Camarano e¢ Mello (CAMARANO; MELO,
2010), essa mudanca da idade da populacdo serd um grande desafio, uma vez que

repercute na economia, psicologia, nos fatores culturais e bioldgicos da sociedade.

Com o envelhecimento populacional, vérias questdes surgem no ambito
administrativo, se estendendo as mais diversas areas relacionadas ao processo do
envelhecimento, dentre elas a satide publica, que se traduzem em grande dificuldade
social (UNICOVSKY, 2004). No presente trabalho, focamos no estudo da hemorragia
cerebal devido sua incidéncia predominantemente na populacdo idosa e devido as
graves consequéncias secunddrias ao evento hemorragico, ainda sem um tratamento
definitivo que apresente as caracteristicas de reducdo significativa da mortalidade, ao

mesmo tempo em que melhore o resultado funcional dos sobreviventes, melhorando a
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qualidade de vida dessas pessoas, um conceito complexo especialmente na populagdo

idosa, e reduzindo as implicagdes socioecondmicas dessa patologia.

O tema hemorragia cerebral faz parte de um grupo mais amplo de doencas com
maior incidéncia na populacao idosa, do qual fazem parte também outras doengas
cardiovasculares, neoplasicas e inflamatorias. O estudo dessas patologias possibilita
uma melhora da qualidade de vida das pessoas aflingidas, com o objetivo de restaurar o
idoso ao seu estado funcional anterior ao evento, ou 0o mais proximo dele, mantendo-o

ativo, autonomo e funcional (FERREIRA; TAVARES; RODRIGUES, 2011).

Descrevemos, na revisdo de literatura, as caracteristicas biologicas da Spirulina
platensis, e o mecanismo proposto para a atuagdo da Spirulina platensis no tratamento

da lesdo neuronal secundéria ao evento hemorragico.

Timo6teo Abrantes de Lacerda Almeida 12



2 REVISAO DA LITERATURA

A hemorragia cerebral espontdnea ¢ a segunda principal causa de acidente
vascular cerebral, depois da forma isquémica, sendo responsavel por aproximadamente
15% da mortalidade secundaria a essa patologia (KASE; KAPLAN, 1994). Apesar da
alta incidéncia na populacdo e da alta morbimortalidade associada a hemorragia
cerebral, e dos diversos alvos terapéuticos propostos para o seu tratamento, poucas

medidas se mostraram eficazes na redugdo desses indices (HEMPHILL et al., 2015).

A fisiopatologia da lesdo cerebral relacionada ao evento hemorragico foi bastante
estudada nas ultimas décadas, sendo classicamente dividida em lesdes primarias e
secundarias. A lesdo primaria estd intrinsicamente relacionada ao dano tecidual causado
pelo hematoma, sendo diretamente proporcional ao seu volume, de forma que
hematomas volumosos e de instala¢do subita sdo responsaveis pela maioria dos Obitos
na fase aguda da hemorragia (XI; KEEP; HOFF, 2006). O tratamento cirargico da
hemorragia cerebral espontdnea atua, principalmente, no alivio do efeito de massa

resultante do sangramento intraparenquimatoso.

As lesdes secundarias, por sua vez, envolvem uma série de respostas teciduais as
mudangas no fluxo sanguineo, ao depdsito de hem4cias e lise celular, a necrose tecidual,
e a um complexo sistema de estresse oxidativo, que agravam e perpetuam o dano
tecidual (XI; KEEP; HOFF, 2006). Todos esses mecanismos sao possiveis alvos
terapéuticos na hemorragia cerebral, na tentativa de reduzir a morte neuronal no tecido

perilesional, com possivel beneficio clinico.

A Spirulina platensis ¢ uma cianobactéria amplamente utilizada como

complemento alimentar, devido seu alto teor proteico, constituindo aproximadamente
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70% do seu peso seco (SANCHEZ et al., 2003). Diversos estudos tém apresentado
evidéncias quanto ao uso da Spirulina platensis ou da ficocianina, uma das principais
ficobiliproteinas presentes na Spirulina platensis, como estimulantes do sistema
imunoldgico (QURESHI; ALI, 1996), anti-inflamatério (KUMAR et al., 2009),
quelante de ferro (BERMEJO; PINERO; VILLAR, 2008), e antioxidante (CHU et al.,

2010), apresentando, assim, potencial terapéutico para ampla gama de patologias.
2.1 Mecanismos de lesdo cerebral secundaria

Apos a injuria tecidual inicial, o tecido cerebral perilesional estd exposto a uma
série de eventos que podem levar a mais morte neuronal. Edema cerebral ocorre quase
que imediatamente apds o evento hemorragico e aumenta nos dias subsequentes,
apresentando, classicamente, 3 fases evolutivas (XI; KEEP; HOFF, 2006). Inicialmente,
o edema cerebral resulta do processo de retragdo do coagulo e consequente eliminacao
de liquido para o tecido adjacente. Apds esse momento inicial, ativacdo da cascata de
coagulacdo, e consequente formacdo de trombina, leva ao aumento do edema
perilesional. Além de um efeito pro-inflamatério (LEE et al., 1996), a formagdo de
trombina favorece a quebra da barreira hematoencefalica, levando a formagao de edema
vasogénico (LEE et al., 1997; YANG et al., 1994). Em um terceiro momento, a lise
celular, e consequente liberagdo de produtos do metabolismo eritrocitario, resultam em
dano tecidual por estresse oxidativo e intoxicagdo por ferro, aumentando o edema

perilesional.

A importancia desses mecanismos de injuria tecidual secundaria ¢ demonstrado
através de estudos do efeito de massa da hemorragia cerebral em animais, onde um
grupo submetido a modelo de hemorragia cerebral experimental ¢ comparado com um
grupo onde o sangue autodlogo era substituido por material oleaginoso, demonstrando
formag¢do de edema maior no modelo de hemorragia cerebral (SUZUKI; EBINA, 1980).
Além disso, enquanto ¢ improvavel que algum agente terapéutico reverta o dano

neuronal inicial, resultante do trauma tecidual direto pelo hematoma, diversos alvos

Timo6teo Abrantes de Lacerda Almeida 14
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potenciais existem na tentativa de diminuir o dano tecidual secundario e de preservar o

tecido cerebral perilesional.

Precocemente apds o evento hemorragico, inicia-se um processo inflamatorio
pela ativagdo microglial e astrocitaria perilesional, além do afluente de complementos
circulantes, resultando em infiltrado neutrofilico e ativacao do sistema complemento,
formagdo de complexo de ataque a membrana, e consequente lise celular (GONG;
HOFF; KEEP, 2000; JENKINS; MAXWELL; GRAHAN, 1989; XI; KEEP; HOFF,
2006). Essa resposta inflamatoria pode ser responsavel pelo aumento do edema nas
primeiras horas, e pela liberacdo de componentes do metabolismo do heme, através de

lise celular de eritrocitos do hematoma.

A lise eritrocitaria resulta na liberagdo de ferro no tecido cerebral adjacente.
Apesar de classicamente ser apontado como desencadeador do edema cerebral tardio,
hemoglobina e heme foram encontrados no tecido perilesional e no liquor antes de 48
horas apds o evento hemorragico (MARLET; BARRETO FONSECA, 1982; WU et al.,
2003). Da degradacao do heme, sdo liberados ferro, monoxido de carbono e biliverdina
no tecido perilesional (KUTTY; MAINES, 1981), desencadeando uma série de reacdes
que culminardo na morte celular. O ferro liberado ¢ um possivel agente lesivo, através
de mecanismos de interacdo celular direta, ou da geragdo de radicais livres através das

reagOes de Fenton ou Haber-Weiss (HALLIWELL, 1992, 1996).

A geragdo de espécies reativas de oxigénio € o principal mecanismo pelo qual o
ferro livre causa lesdo celular. Como consequéncia, reacdes de oxirreducdo, oxidacao
proteica, peroxidacdo lipidica e dano celular marcam o quadro de estresse oxidativo
que, sem agao antioxidante efetiva, resultardo em morte celular por necrose ou apoptose
(HICKENBOTTOM et al., 1999; SALVADOR, 2010). Além da geracao de estresse
oxidativo, o ferro livre pode causar lesdo celular através da interagdo direta com o DNA
ou através da inibicdo de mecanismos de reparo proteico (LI; SWIERCZ;

ENGLANDER, 2009).

Timo6teo Abrantes de Lacerda Almeida 15
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A associagao entre acumulo de ferro livre e estresse oxidativo com doencas
neurodegenerativas ja foi demonstrado em outros estudos (BERG; YOUDIM, 2006;
DOUBLE et al., 2000; GOTZ et al., 2004; HIRSCH; FAUCHEUX, 1998; MATTSON,
2004; ZECCA et al., 2006). O mecanismo pelo qual o ferro participaria da
fisiopatologia das doengas neurodegenerativas envolve a indugdo de agregacao proteica,
principalmente da o-sinucleina e B-amiloide (BARNHAM; BUSH, 2008), e pela
geracdo de espécies de oxigé€nio reativos, incluindo oxidagdo proteica, peroxidacao
lipidica e elevagao da 8-hidroxiguanina (CALABRESE et al., 2005). Além dessas
evidéncias, estudos em animais com quelantes de ferro, como a deferoxamina, foram
capazes de demonstrar reducdo do estresse oxidativo e da morte celular (PEREZ;

TONG; GUO, 2008).

Além disso, o estresse oxidativo pode causar ainda disfuncdo do fator nuclear
kappa B, importante na sinalizagcdo para sobrevivéncia celular, levando a célula a um

processo de apoptose (MATTSON; MEFFERT, 2006).

2.2 Propriedades bioldgicas da Spirulina platensis

Os radicais hidroxila, superdxido, 6xido nitrico e peroxido de hidrogénio sdo
espécies de oxigénio reativo capazes de causar danos celulares irreversiveis e morte
celular, mecanismo conhecido como estresse oxidativo (JURANEK; BEZEK, 2005).
Beneficio do uso da Spirulina platensis foi reportado em diversas patologias, atribuido,

principalmente, ao sua efeito como antioxidante (CHU et al., 2010).

Dentre as moléculas antioxidantes presentes na Spirulina platensis, como [-
caroteno, tocoferol e acido Y-linoleico, a ficocianina C, principal pigmento da Spirulina
platensis, tem sido estudada como neuroprotetora em modelos de estresse oxidativo
(BERMEJO; PINERO; VILLAR, 2008; MIN et al., 2015; PENTON-ROL et al., 2011a).
Em modelo de estresse oxidativo em fibroblastos, extrato de Spirulina platensis

demonstrou reducgdo estatistica significativa no numero de morte celular por apoptose
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(CHU et al., 2010), provavelmente resultante de sua atividade antioxidante, inibindo a
sinalizagdo celular para apoptose (YANG et al., 2003). O extrato de ficocianina C
também apresenta atividade antioxidante e a sua administracdo terapéutica e profilatica
demonstrou efeito neuroprotetor em modelo de isquemia cerebral global em ratos,
através da reducao da peroxidacao lipidica e da inibi¢do do aumento da habilidade de

redugio férrica plasmatica (PENTON-ROL et al., 2011a).

O potencial antioxidante da Spirulina platensis foi demonstrado através do
aumento da proliferagdo e da reducdo da morte celular por apoptose em astrocitos
tratados com ficocianina C, apresentando um incremento nas enzimas celulares
antioxidantes e reducdo dos fatores pro-inflamatérios (MIN et al., 2015). Estudo em
ratos também demonstrou a redu¢do da peroxidagdo lipidica, e da geracdo de radicais
livres, no hipocampo de animais tratados previamente a introducdo de estimulo

oxidativo com glutamato monossddico (BERTOLIN et al., 2011).

Além de ser um dos principais agentes na geracao de espécies de oxigénio
reativas, a presenca de ferro livre no sistema nervoso central favorece a deplegdo de
fatores antioxidantes (ZHENG; BLAT; FRIDKIN, 2006). Diversos modelos
experimentais tem sido utilizados na busca de propriedades neuroprotetoras interferindo
nessa via metabolica, quer através de substancias quelantes de ferro, quer através da
protecao das organelas celulares contra o efeito deletério secundario ao acimulo de

ferro.

Extrato de Spirulina platensis demonstrou capacidade quelante de ferro através
da inibicdo da geracdo de radicais hidroxila em modelo experimental (BERMEJO;
PINERO; VILLAR, 2008). Cultura de células de neuroblastoma humano tratadas com
Spirulina platensis 30 minutos antes do estimulo oxidativo demonstrou bloqueio dos
eventos celulares desencadeados pelo ion ferroso e aumento do potencial antioxidante
celular (BERMEJO-BESCOS; PINERO-ESTRADA; VILLAR DEL FRESNO, 2008).

O aumento do potencial antioxidante, somado a reducao da peroxidagdo lipidica, fazem
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da Spirulina platensis um excelente agente antioxidante, com potencial de reducao de

morte celular decorrente do estresse oxidativo mediado pelo acimulo de ion ferroso.

Cultura de astrocitos tratados com ficocianina C apresentam aumento nos niveis
de GFAP e de vimentina, indicando que esse tratamento induz ativagdo astrocitaria e
producao de fatores neutrofilicos (MIN et al., 2015). Como consequéncia, maior
viabilidade astrocitaria favoreceria o controle do estresse oxidativo e da resposta
inflamatoria (ALLAN; ROTHWELL, 2003; SAHA; LIU; PAHAN, 2006; WILSON,
1997). Além disso, a concentragao de IL-6 e IL-1[, potente citocina pro-inflamatoria,

foi significativamente menor nas células tratadas com ficocianina C (MIN et al., 2015).

2.3 Uso da Spirulina platensis na hemorragia cerebral

A hemorragia cerebral apresenta alta mortalidade e alta incidéncia de
incapacidade grave nos pacientes que sobrevivem ao evento hemorragico (AGUILAR;
FREEMAN, 2010; HEMPHILL et al.,, 2015). Parte das mortes relacionadas a
hemorragia cerebral sdo decorrentes do aumento do edema cerebral perilesional,
enquanto a morte celular progressiva na zona perilesional acarreta maior risco de perda
funcional e incapacidade permanente. O tratamento através da evacuagdo do efeito de
massa, apesar de necessario em muitos casos, ndo demonstrou redugdo significativa no
numero de 6bitos e incapacidade nos pacientes com hemorragia cerebral (HEMPHILL
et al., 2015), o que indica que novos alvos terapéuticos devam ser estudados como
possibilidade de tratamento desses pacientes de forma isolada ou em conjunto com
outras modalidades. O dano neuronal secundario na zona perilesional apresenta diversos
mecanismos de lesdo celular que podem ser modificados através de terapias

antioxidantes e anti-inflamatorias (Figura 1).

Timo6teo Abrantes de Lacerda Almeida 18



PPGEH/UPF Avaliagao do potencial neuroprotetor da Spirulina platensis em modelo de
hemorragia intracerebral experimental

-~ » Y B
!
e WY o Lbersgao e ombon | Ao s Sanin ’ ’ Lie artrocitists
. v i ,
\,\l | ‘ v/,.‘ \
| , y \
. - —e, | . { Bivorina I Homo |
\ Mortn celuar ] mm'la-m”: ‘I II
l I
4 » ' ll A
Ederma ||- | = | Acimuto do Fo™ &
{ | ;
| |
L2 L3
Infamagho / Fneto Haber Weise
- /-
+ /
—~— Y,
— Cnidacsn proteica
@K - rorca o
Perowdacio dpidca acdo da Spviing platensis
= Dishancio menoondrial

Figura 1 - Fisiopatologia da lesdo cerebral secundaria e potenciais sitios de acdo da
Spirulina platensis

O uso da Spirulina platensis em modelos animais demonstrou eficacia
antioxidante e anti-inflamatoria, além de boa tolerabilidade celular, com auséncia de
sinais de toxicidade neuronal (MIN et al., 2015). Além disso, a Spirulina platensis ¢
amplamente consumida no mundo por suas propriedades nutritivas, apresentando
excelente tolerabilidade. Logo, a habilidade neuroprotetora demonstrada pela Spirulina
platensis e sua alta tolerabilidade, além da capacidade de seus metabolitos atravessarem
a barreira hematoencefalica (RIMBAU et al., 1999a), fazem dela um potencial agente
terapéutico para modelos patoldgicos cerebrais marcados por lesdo oxidativa, aumento

da resposta inflamatoria e intoxicagao por ferro.
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Nos levantamos a hipotese de que a Spirulina platensis, bem como seu principal
componente proteico, a ficocianina C, poderiam atenuar a lesdo celular na zona
perilesional, através de suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e quelante de
ferro, através da atuagdo nos mecanismos celulares de morte neuronal no dano cerebral
secundario. Estudos experimentais sdo necessarios para provarem o seu potencial
neuroprotetor nessa patologia, bem como para determinar o periodo ideal de tratamento
e a dose adequada. Além disso, foi descrito recentemente o potencial anti-coagulante da
Spirulina platensis, em estudo experimental in vitro (KAMBLE et al., 2013), devendo o
mesmo ser levado em consideracdo na avaliagdo de seu potencial terapéutico em
modelos de hemorragia cerebral, quanto na escolha do melhor momento de sua

introducao.
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3 PRODUCAO CIENTIFICA 1: EFEITO DO PRE-TRATAMENTO COM
SPIRULINA PLATENSIS EM MODELO DE HEMORRAGIA CEREBRAL EM
RATOS

Resumo

Introducdo: A hemorragia cerebral apresenta alta incidéncia na populagdo, bem
como alta morbimortalidade, com alta propor¢ao dos sobreviventes apresentando
incapacidade grave. Alteragdes no tecido parenquimatoso perilesional t€ém sido foco de
muitos estudos, com a intensdo de modificar as alteracdes isquémicas e metabolicas
teciduais através do emprego de agentes "neuroprotetores”, com o objetivo de
desenvolver estratégias que permitam a redu¢do do dano neuronal secundario

perilesional.

Metodologia: O presente projeto possui caracteristicas de um estudo
experimental em ratos (Rattus norvegicus), controlado e cego. Os animais foram
divididos em grupo Spirulina, os quais receberam extrato de Spirulina platensis por 30
dias antes do evento hemorragico, e grupo Controle, sendo todos submetidos ao mesmo
modelo de hemorragia experimental com colagenase. Cada grupo foi subdividido e 3
subgrupos conforme o tempo até o abate, 6 horas, 24 horas e 30 dias. Para analise
histologica, selecionamos o corte cerebral com maior volume de hemorragia, sendo este
utilizado para avaliacdo da quantidade de neurdnios vidveis na zona perilesional e em
campos corticais ao longo do trajeto de puncdo. Os animais abatidos apos 30 dias foram

submetidos a avaliagcdo neurofuncional 15 e 30 dias apds o procedimento.
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Resultados: O volume médio dos subgrupos 6h e 24h do grupo Controle foi de
3,89 x 107 mL, enquanto no grupo Spirulina, o volume médio encontrado foi de 5,19 x
10~ mL, ndo apresentando diferenca estatisticamente significativa. Ndo houve diferenca
significativa no nimero de neurdnios vidveis nos campos corticais ou perilesionais entre
os grupos. Na avaliacdo neurofuncional, o grupo Controle apresentou uma proporgao
significativamente maior de exploragdo do objeto novo no teste de retencdo de memoria

15 dias ap6s a hemorragia (79,3 vs 47,3 segundos, p =,005).

Conclusdo: O grupo pré-tratado com Spirulina platensis apresentou uma
tendéncia de aumento do volume hemorragico nas horas iniciais, o que sugere uma
atividade anti-coagulante. Entretanto, a observa¢do de um melhor resultado histologico
tardio (apos 24 horas da hemorragia) no grupo pré-tratado com Spirulina platensis,
sugere que a sua atividade anti-oxidante e anti-inflamatéria atua na reducdo da lesdo

neuroldgica secunddria perilesional.

Palavras chave: Spirulina platensis, Neuroprote¢ao, Hemorragia cerebral.

Introducao

A hemorragia cerebral ¢ a segunda principal causa de acidente vascular cerebral,
sendo responsavel por aproximadamente 15% de todos os casos (GO et al., 2014), e
tendo a hipertensao arterial sistémica como principal fator de risco (CDC, 2013). Além
de sua alta incidéncia, principalmente em pacientes com idade avangada, a hemorragia
cerebral espontdnea apresenta alta morbimortalidade, com aproximadamente 50% dos
pacientes evoluindo com o6bito, enquanto até¢ 80 % dos sobreviventes apresentam
incapacidade 6 meses apos o evento hemorragico (AGUILAR; FREEMAN, 2010;
HEMPHILL et al., 2015).
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Devido sua alta morbimortalidade, associado ao pobre resultado dos tratamentos
direcionados a evacua¢do do hematoma na modificacdo da evolu¢ao funcional na
maioria dos casos, as alteragdes no tecido parenquimatoso perilesional t€ém sido
estudadas, com a intensdo de modificar as alteragdes isquémicas e metabolicas teciduais
através do emprego de agentes '"neuroprotetores" com acdes anti-oxidantes, anti-
inflamatorias, anti-excitatorias, imunomodulatdrias, quelantes de ferro, e, mais

recentemente, através da terapia génica (KATHIRVELU; CARMICHAEL, 2015).

A liberagao de ferro no tecido perilesional ¢ predominantemente produto da
degradacao da hemoglobina, sendo responsavel pelo edema tardio nos casos de
hemorragia cerebral espontidnea, muitas vezes fatal (DARROW et al, 1988S;
ENZMANN et al., 1981; XI; KEEP; HOFF, 1998). A toxicidade do ferro no
parénquima cerebral ocorre, principalmente, através de agressdo celular direta e da
producao de espécies de oxigénio reativo (XI; KEEP; HOFF, 2006). A deferoximina
(um quelante de ferro) foi amplamente estudada através de modelos experimentais de
hemorragia cerebral, demonstrando redu¢do do edema perilesional (HUANG et al.,
2002; NAKAMURA et al., 2004), redu¢do da resposta anti-inflamatoria, além da
redugdo da morte neuronal perilesional (HATAKEYAMA et al, 2011, 2013;
NAKAMURA et al., 2004; OKAUCHI et al., 2010; WAN et al., 2006; WU et al.,
2011).

A Spirulina platensis é uma microalga com alto teor proteico (55 - 70% do seu
peso seco), ja amplamente utilizada como suplemento alimentar (KHAN;
BHADOURIA; BISEN, 2005; SIMPORE et al.,, 2006). Na atualidade, a Spirulina
platensis tem ganhado atengdo devido a demonstra¢ao de efeitos clinicos importantes
em estudos experimentais, principalmente como anti-oxidante, anti-inflamatério e
quuelante do ferro (BERMEJO; PINERO; VILLAR, 2008; BERTOLIN et al., 2011).
No presente estudo, noés buscamos verificar o efeito do pré-tratamento com Spirulina

platensis na hemorragia cerebral, em modelo experimental com ratos.
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Metodologia

Animais

A presente investigagdo possui caracteristicas de um estudo experimental em
ratos randomizado, controlado e cego. Foram utilizados 33 ratos machos da raca Wistar
com peso entre 300 e 350 gramas e aproximadamente 3 meses de vida. Os ratos foram
provenientes do Biotério Central do Instituto de Ciéncias Biolodgicas da Universidade de
Passo Fundo e permanecendo em ambiente climatizado, com temperatura controlada em

21 (+/- 1) °C, com ciclo claro-escuro de 12 horas, com agua e ragdo ad libitum.

Todos os animais foram submetidos a anestesia intramuscular com associagao de
tiletamina e zolazepam (Zoletil® 50) na dose de 1 ml/Kg e mantidos em ventilagio
espontdnea em ar ambiente durante todo o procedimento. Apods anestesia, foram

realizadas tricotomia e antissepsia do couro cabeludo com clorexidina degermante.

Os animais foram divididos em grupos Spirulina e Controle, e subdivididos
conforme o tempo de abate em subgrupos 6h (6 horas ap6s a hemorragia), 24h (24 horas
apos a hemorragia) e 30d (30 dias apds a hemorragia). No grupo Controle, o subgrupo
6h foi composto por 6 ratos, o subgrupo 24h por 6 ratos, e o subgrupo 30d por 4 ratos,
enquanto no grupo Spirulina, o subgrupo 6h foi composto por 6 ratos, o subgrupo 24h

por 5 ratos, e o subgrupo 30d por 6 ratos.

Todos os ratos do grupo Spirulina receberam suplementagdo nutricional com
Spirulina platensis por meio de gavavem, sendo administrado 1,67 x 10%g diluidos em
2 mL de agua destilada, iniciando 30 dias antes do procedimento. Esse valor foi
escolhido baseado na recomendagao da Food and Drugs Administration (FDA) de uso

diario de 3 gramas por um adulto de 60 Kg.
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Modelo de hemorragia cerebral

Utilizamos modelo de hemorragia experimental através da injecdo de 0,5 U de
colagenase VII (Sigma Chemical, USA), diluida em 2 uL de solugdo salina a 0,9%, ao
nivel do putdmen direito. Para injecdo da colagenose, foi utilizada uma seringa
Hamilton® 700 series, e guiada por pontos estereotaxicos 3 mm lateral a sutura sagital,
sobre a sutura coronal, uma profundidade de 6 mm, e com angulagdo de 90 graus em
relacdo a sutura sagital. Apos a inje¢ao da solucdo, a agulha foi mantida no local por 2
minutos para evitar sangramento extra pela retirada abrupta da mesma, conforme
estudos anteriores com estereotaxia (PAXINOS; WATSON, 2008). Apos a hemorragia,
os animais foram mantidos em ambiente climatizado, com temperatura controlada em

21 (+/- 1) °C, com ciclo claro-escuro de 12 horas, com agua e ragdo ad libitum

Avaliacao neurofuncional

A avaliacdo neurofuncional foi realizada em uma sala silenciosa € com pouca
iluminacao, 15 e 30 dias ap6s a hemorragia, e consistiu dos seguintes testes (Figura 2),

conforme descrito em literatura (ALLES; COSTA, 2009):

Teste do campo aberto: o aparato dessa avaliagdo constituiu-se de uma caixa de
madeira com dimensdes de 50 x 50 cm, circundada por paredes altas de 40 cm e uma
parede frontal de vidro transparente, possibilitando a observa¢do do avaliador, com o
assoalho do campo aberto dividido em 12 areas iguais por linhas pretas. Durante o
experimento, cada rato foi cuidadosamente colocado dentro da caixa, de frente para a
parede posterior, permanecendo no seu interior para livre exploracdo por 5 minutos. As
varidveis registradas foram o numero de cruzamentos das linhas pretas e o

comportamento de soerguimento do animal.
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Teste de preensdo das patas anteriores: foi medido o tempo até a queda de
uma estrutura com arame de 2 mm de didmetro com 50 cm de comprimento e a 40 cm

de altura, com uma esponja macia entre os dois suportes para protecao dos animais.

Teste de reconhecimento de objetos: a tarefa consistiu em um treino no qual os
animais foram expostos a um campo aberto de 50 x 50 cm, feito de madeira, com frente
de vidro durante, por 20 minutos, no qual eram dispostos, de maneira equidistante, dois
objetos que diferem entre si quanto a sua cor, altura, formato e textura, presos ao campo
aberto pela base. Apds 24 horas, um dos objetos foi substituido por outro com forma e
cor diferente, e os animais mantidos na caixa por 5 minutos para livre exploragdo. Os
objetos e o campo aberto foram limpos com etanol 70% apds cada treino para remover
dicas olfativas. Foi calculado o tempo de exploracdo de cada objeto em segundos, € o
tempo percentual gasto explorando o objeto novo foi calculado, com o intuito de avaliar

a memoria de longa duragio.

[A]

Figura 2 - A, teste do campo aberto durante avaliagdo da funcdo motora; B, rato durante
teste de reconhecimento de objetos

Anélise histologica

Todos os ratos foram abatidos por decapitacdo, de modo a evitar alteragdes
isquémicas por hipofluxo sanguineo cerebral, e os cérebros foram imersos em solugao
de formaliza a 4% e, posteriormente, cortados transversalmente com uma espessura de 1

mm e embebidos em parafina. Analise histoldgica foi realizada no corte cerebral com
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maior area hemoragica utilizando os corantes Hematoxilina-eosina e Azul da Prussia.
Foram estudados 10 campos perilesionais e 3 campos corticais no trajeto da pungdo
cerebral, com aumento de 400 x, sendo contados o nimero de neurdnios viaveis, através

de critérios morfologicos, conforme descrito por Hoque (Figura 3).

Figura 3 - Cérebro de rato (HE 400 x). Zona perilseional demonstrando células em varios
estagios de lesdo celular. Setas retas, cromatolise. Seta curva, tumefacdo
celular

Resultados

O volume médio do hematoma nos subgrupos 6 h e 24 h foi 3,89 x 10~ mL (DP
1,77) no grupo Controle e 5,19 x 10° mL (DP 3,62) no grupo Spirulina, nio
apresentando diferenca significativa (p = ,296). Na analise da evolu¢do do volume do
hematoma apo6s a hemorragia nos grupos Controle e Spirulina, notou-se maior aumento
do volume entre os subgrupos 6 h e 24 h no grupo Controle (2,99 x 10 mL vs 4,79 x
10° mL, p = ,075), enquanto no grupo Spirulina volume inicial do hematoma apos 6
horas préximo ao valor encontrado ap6s 24 horas (5,15 x 10 mL vs 5,26 x 102 mL),
sendo o volume do hematoma apds 6 horas discretamente maior no grupo Spirulina em
relagdio ao grupo controle (5,15 x 107 mL, DP 4,48, vs 2,99 x 10> mL, DP 1,64, p =
,294).
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Nao houve diferenga significativa na avaliacdo motora no teste de movimentagao
em campo aberto (p = ,309), ou no tempo de sustentacdo com patas anteriores (p =
,113). Também nao houve diferenga significativa na propor¢ao do uso da pata esquerda
(lado afetado) entre os grupos. O grupo Controle apresentou tempo de exploracdo do
objeto novo discretamente maior no teste de retencdo de memoria, ndo sendo a
diferenga significativa (61,8%, DP 22,52, vs 48,9%, DP 11,68, p = ,109). No teste
neurofuncional realizado 15 dias apds a hemorragia cerebral, o grupo Controle
apresentou uma propor¢ao significativamente maior de exploragao do objeto novo no
teste de retengdo de memoria (79,3 segundos, DP 16,75, vs 47,3 segundos, DP 10,4, p =
,005), o que ndo se manteve transcorridos 30 dias da hemorragia (44,3 segundos, DP

9,35, vs 50,5 segundos, DP 13,65, p =,456).

Na analise histologica, foram observados média de 139,25 neur6nios vidveis nos
campos perilesionais por rato no grupo Controle, e 164,82 no grupo Spirulina (p =
,124), considerados os subgrupos 6 h e 24 h. Nao houve diferenca significativa quando
analisado o subgrupo 6 h isoladamente, entretanto, foi observado um maior niimero de
neurdnios viaveis nos campos perilesionais no grupo Spirulina no subgrupo 24 h (174,2
x 133,8, p =,08. Nao houve diferenca significativa no nimero de neurénios viaveis nos

cortes corticais no trajeto da pungao (p =,93).
Discusséo

Diversos estudos apresentaram atividades clinicas da Spirulina platensis em
modelos experimentais, evidenciando atividade anti-oxidante, anti-inflamatoria,
quelante de ferro, e imunomodulatoria, sendo a ficocianina-C, principal proteina
encontrada na Spirulina platensis, apontada como responsavel por esses efeitos nesses
estudos (BERMEJO-BESCOS; PINERO-ESTRADA; VILLAR DEL FRESNO, 2008;
BERTOLIN et al., 2011; MCCARTY; BARROSO-ARANDA; CONTRERAS, 2010;
MITRA; SIDDIQUI; KHANDELWAL, 2015; PENTON-ROL et al., 2011b; RIMBAU
et al., 1999b; SCOGLIO et al., 2014).

Timo6teo Abrantes de Lacerda Almeida 28



PPGEH/UPF Avaliacao do potencial neuroprotetor da Spirulina platensis em modelo de
hemorragia intracerebral experimental

Bermejo-Bescos (BERMEJO; PINERO; VILLAR, 2008) demonstrou que o
extrato de Spirulina platensis ou de ficocianina C apresenta potencial de reducdo da
produgdo de radicais hidroxila e peroxila, além de inibir a peroxidagdo lipidica, e
apresentam atividade quelante de ferro, tendo sido indicado como potencial tratamento

para doengas neurodegenerativas, devido a agdo toxica do ferre na patogénese dessas

doengas (BERMEJO-BESCOS; PINERO-ESTRADA; VILLAR DEL FRESNO, 2008).

No presente estudo, ndo foi possivel demonstrar claro efeito neuroprotetor nos
animais pré-tratados com Spirulina platensis por 30 dias antes da hemorragia cerebral.
Diferentemente dos achados em modelo de isquemia cerebral e reperfusdo tratados
profilaticamente ou terapéuticamente com ficocianina C, apresentando menor morte
neuronal ao nivel do hipocampo (PENTON-ROL et al., 2011a), nio observamos
diferenca significativa na andlise histologica dos neuronios viaveis na zona perilesional,
nem ao nivel do cortical. Entretanto, quando analisamos a lesdo neuronal ao longo do
tempo pods-hemorragia, observamos um maior numero de neurdnios vidveis
perilesionais no grupo pré-tratado com Spirulina platensis. Esse achado ¢ especialmente
interesante quando analisado juntamente com o resultado do volume do hematoma
encontrado, uma vez que menor numero de neurdnios viaveis seria eperado no grupo
com maior volume de hemorragia, o que ndo se mostrou verdadeiro nos resultados
encontrados. Uma possivel explicacdo para esse resultado ¢ que o maior volume da
hemorragia precocemente apds a hemorragia cerebral seria secundario ao efeto
anticoagulante da Spirulina platensia, ao mesmo tempo em que o efeito anti-oxidante e
anti-inflamatorio da Spirulina platensis tenha sido responsavel pela discrepancia

encontrada no numero de neurdnios viaveis, sugerindo, assim, seu efeito neuroprotetor.

Esses resultados corroboram com os dados apresentados por Kamble (KAMBLE
et al., 2013) de que a Spirulina platensis possui atividade anticoagulante. Atividade
anticoagulante ja havia sido documentada com extrato polissacarideo extraido da
microalga Arthrospira platensis (MAJDOUB et al., 2009). A demonstragdo do efeito

anticoagulante in vivo, juntamente com a observagdo de dados sugestivos da atividade
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neuroprotetora da Spirulina platensis, a torna especialmente atrativa como opgao
terapéutica nas doengas cardiovasculares isquémicas, como o acidente vascular cerebral

isquémico.

Conclusodes

Demonstramos um maior volume hemorragico nas horas iniciais no grupo pré-
tratado com Spirulina platensis, o que sugere um possivel efeito anti-coagulante,
corroborando com estudos prévios com testes in vitro. A atividade anticoagulante da
Spirulina platensis restringiu seu potencial terapéutico como neuroprotetor no modelo
experimental de hemorragia cerebral. Entretanto, a observagao de um melhor resultado
histologico tardio (apds 24 horas da hemorragia) no grupo pré-tratado com Spirulina
platensis, sugere que a sua atividade antioxidante e anti-inflamatoria atua na redugao da

lesdo neurolodgica secundaria perilesional.

A Spirulina platensis apresenta-se como opgao terapéutica atrativa para modelos
de isquemia cerebral, apresentando caracteristicas anticoagulante, anti-oxidate e anti-
inflamatorio. Essa observa¢do sugere um um possivel campo de investigagdo para
pesquisas futuras, que objetivem analisar o efeito da Spirulina platensis e da ficocianina
C em modelos de isquemia, correlacionando os achados histologicos com provas de

coagulagdo plasmatica e producao de espécies reativas de oxigénio.

O presente estudo apresentou algumas limitagdes, como a auséncia de exames de
imagem para a avaliacdo do volume do hematoma, e sua expansdao ao longo das
primeiras horas, e a auséncia de avaliacdo da capacidade de coagulacdo sérica nos
animais estudados. Além disso, a morte neuronal poderia ser melhor estudada através de
métodos de imunohistoquimica. Mais estudos serdo necessarios para avaliacdo do
potencial anti-coagulante da Spirulina platensis, bem como da sua possivel aplicag¢ao

clinica.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo das doengas cronicas nos paises em desenvolvimento possibilita o
desenvolvimento de politicas de satide voltadas para o atendimento da populacdo em
risco, seja através de investimento em pesquisas por novos tratamentos, seja na melhoria
do atendimento desses pacientes no processo de fragilidade que os aflingem, secundario
a doenga de base. No caso especifico que tratamos nesse texto, a hemorragia cerebral
ilustra uma dessas doengas com alta incidéncia, alta mortalidade, e com a capacidade de
resultar em perda da dignidade humana, com grande niimero dos sobreviventes vivendo

com incapacidades graves.

A populacao idosa ¢ especialmente susceptivel ao sofrimento gerado pela perda
de autonomia ap6és um agravo agudo a saude, uma vez que a esse evento agudo se
agregam outros farores biologicos e cuturais decorrente do envelhecimento. Na
atualidade, nos encontramos em um processo de envelhecimento gradual da populagdo,
o que implica na modificacdo dos padrdes de saude e doenca que enfrentaremos nas
proximas décadas. A forma como lidaremos com os problemas futuros esta
intrinsicamente relacionada com a preparagao da populagdo para a percepgao dessas

mudangas, € o conhecimento cultural, economico e bioldgico desse novo arranjo social.

O tratamento da hemorragia cerebral continua um desafio para todos os
proficionais da area de satde e, principalmente, para as pessoas acometidas e seus
familiares, que se inserem em um contexto novo e complexo do cuidado de pacientes
com incapacidade grave. O futuro do manejo desses pacientes, provavelmente, incluira
tratamentos que visem a redu¢do do dano neuronal secundario e terapias de substituicdo
ou regeneragdo celular, possibilitando uma recuperagao funcional e da autonomia dos

pacientes aflingidos por essa patologia.
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Por fim, da fase de concepcdo da idéia desse trabalho até a elaboracdo do
presente texto, varias modificacdes foram necessarias, tanto no ambito do pensamento,
através do melhor conhecimento do problema e de suas implicagdes na populagdo,
quanto no ambito pratico que envolve a elaboracdo de um projeto de pesquisa e sua
posterior execugdo. A principal mudanca em relacdo ao projeto apresentado para
qualificacdo foi a eliminacdo do estudo do efeito neuroprotetor da hipotermia em
modelo de hemorragia cerebral em ratos. Essa modificacdo se deveu, principalmente,
devido dificuldade na realizagdo da andlise imunohistoquimica necessaria em tempo
habil a finalizacao da presente dissertagdo. Acreditamos na relevancia e exequibilidade

desse projeto para continuagdo em fase posterior a liberagao dessa dissertagao.
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Anexo A. Parecer da Comissio de Etica no Uso de Animais - UPF



Ah UNIVERSIDADE DE PASSO FUNDO
UPE VICE-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
: COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

PARECER N° 003/2015

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade de Passo Fundo, em
reunido no dia 211114, analisou o projeto de pesquisa “Propriedades neuroprotetoras da
hipotermia cerebral selotiva e da Spirufina platensis na hemorragia cerebral”, registro
na CEUA N* 022/2014_ de responsabiidade do pesquisador Timéteo Abrantes de Lacerda
Almeida. Apés a andlise a Comissdo, foram apontadas pendéncias no protocolo as quais
foram devidamente atendidas pelo pesquisador

Em relagho aos aspectos #licos, a Comasslo considerou o projeto relevants ¢ com
relagdco custo-beneficio adequada. O pesquisador e seus colaboradores estho
comprometidos com a cbservinca dos procedimentos para © uso centifico de anmas
estabelecidos na Lei 11,794 de 8 de outubro de 2008

Diante do exposto, a Comissio, de acordo com suas atribuicdes definidas na
Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, manifesta-se pela aprovagio do projeto de
pesquisa na forma como foi proposto.

O pesquisador deverd apresentar reiatono & CEUA 30 final 00 estudo

Situagdo. PROTOCOLO APROVADO

Passo Fundo, 07 de abnil oe 2015
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