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RESUMO

Introdução: Na neuroinflamação, ocorre um aumento na produção de citocinas

pró-inflamatórias, essas moléculas são liberadas pelas células gliais, em

resposta a estímulos patológicos, como infecção, trauma e doenças

neurodegenerativas. A presença excessiva dessas citocinas pró-inflamatórias

podem levar a disfunção sináptica, morte celular, danos neuronais e levar

cronicamente a déficits de memória. Objetivos: Este estudo foi desenhado

para caracterizar os efeitos do tratamento com Unha de Gato (UG, 30 e 100

mg/kg) no comprometimento de aprendizagem e memória, neurônios maduros,

morte celular e ativação glial induzida por neuroinflamação crônica recorrente

(CRN) e seus prováveis mecanismos moleculares subjacentes. Materiais e

métodos: Foram utilizados 30 ratos Wistar machos adultos, divididos em

quatro grupos: grupo veículo (VE), grupo LPS (LPS), grupo LPS + UG30 mg/kg

(LPS+UG30) e grupo LPS + UG100 mg/kg (LPS+UG100), que receberam UG,

via gavagem e injeção intraperitoneal de LPS a cada 5 dias por 34 dias.

Utilizou-se a técnica de imuno-histoquímica para caspase-3, NeuN, Iba1 e

GFAP, em cortes do giro denteado do hipocampo desses animais. A

quantificação foi feita por densitometria óptica (DO). Resultados: A análise dos

dados indicam que (1) a injeção crônica de lipopolissacarídeos (LPS) (i.p)

resultou em um declínio significativo no índice de memória episódica de curto e

longo prazo (tarefa de reconhecimento de objetos) e aprendizagem espacial e

memória (tarefa de labirinto em Y) de ratos; (2) tratamento com ambas as

doses de UG efetivamente protegeu contra comprometimento de aprendizagem

e memória induzido por CRN; (3) O tratamento com UG diminuiu

significativamente a expressão da proteína glial fibrilar ácida (GFAP) no giro



dentado do hipocampo (GD), ambas as doses, e na região 1 do Corno de

Ammon (CA1), na dose de UG100; e aumentou a expressão da proteína

nuclear neuronal (NeuN) no hipocampo DG, CA1 e região 3 do Corno de

Ammon (CA3) do CRN, e o mecanismo protetor subjacente do UG pode estar

envolvido na influência dos astrócitos na sobrevivência neuronal. Por outro

lado, os resultados indicam que o tratamento sistêmico com UG não consegue

prevenir eficazmente o aumento da expressão de Iba-1 e caspase-3 clivada

induzida por CRN. Conclusões: Assim, a aplicação de UG na dose de 100

mg/kg exerce efeitos protetores sobre a memória, neurônios adultos e

astrócitos, mas não o suficiente para reverter os efeitos da ativação microglial

ou morte celular induzida pela neuroinflamação crônica.

Palavras-chave: Uncaria, Uña de Gato, neuroinflamação, memória, astrócitos.



ABSTRACT

Introduction: In neuroinflammation, there is an increase in the production of

pro-inflammatory cytokines. These molecules are released by glial cells in

response to pathological stimuli such as infection, trauma and

neurodegenerative diseases. The excessive presence of these

pro-inflammatory cytokines can lead to synaptic dysfunction, cell death,

neuronal damage and chronically lead to memory deficits. Aim of study: Thus,

this study was designed to characterize the effects of Uña de Gato (UG, 30 and

100 mg/kg) treatment on learning and memory impairment, mature neurons, cell

death and glial activation induced by chronic recurrent neuroinflammation

(CRN) and its probable underlying molecular mechanisms. Material and

Methods: Thirty adult male Wistar rats were used, divided into four groups:

vehicle group (VE), LPS group (LPS), LPS + UG30 mg/kg group (LPS+UG30),

and LPS + UG100 mg/kg group (LPS+UG100), which received UG via gavage

and intraperitoneal injection of LPS once every 5 days for a total of five

administrations over the 34-day period. The immunohistochemistry technique

was used for caspase-3, NeuN, Iba1, and GFAP in sections of the dentate

gyrus of the hippocampus of these animals. Quantification was performed by

optical densitometry (OD). Results: The results showed that (1) chronic

injection of lipopolysaccharide (LPS) (i. p) resulted in a significant decline in

short- and long-term episodic memory index (object recognition task) and

spatial learning and memory (Y maze task) of rats; (2) treatment with both

doses of UG effectively protected against CRN-induced impairment of learning

and memory; (3) UG treatment significantly decreased glial fibrillary acidic

protein (GFAP) expression in the dentate gyrus of the hippocampus (DG), both



doses, and in cornu Ammonis area 1 (CA1), at a dose of UG100; and increased

neuronal nuclear protein (NeuN) expression in the hippocampus DG, CA1, and

cornu Ammonis area 3 (CA3) of CRN, and the underlying protective mechanism

of UG may be involved in the influence of astrocytes on neuronal survival. On

the other hand, the results indicate that systemic treatment with UG cannot

effectively prevent the CRN-induced increase in the expression of Iba-1 and

cleaved caspase-3. Conclusion: Thus, the application of UG at a dose of

100mg/kg exerts protective effects on memory, adult neurons and astrocytes,

but not enough to reverse the effects of microglial activation or cell death

induced by chronic neuroinflammation.

Keywords: Uncaria, Uña de Gato, neuroinflammation, memory, astrocytes.
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1 REFERENCIAL TEÓRICO

1.1 Células da glia

O estudo da aparência, propriedades fisiológicas e funções das células

da glia tem sido objeto de diversas publicações recentes. A crescente evidência

acumulada demonstra claramente que as células da glia, em especial os

astrócitos, apresentam uma diversidade tão grande quanto os neurônios 1–3.

Estudos recentes mostram que muitos dos receptores e canais expressos nas

células gliais apresentam funções similares aos dos neurônios. As células da

glia possuem a capacidade de liberar gliotransmissores, permitindo que se

formem redes de comunicação capazes de trocar informações por longos

períodos. Além disso, elas respondem a aferências sinápticas e atuam como

precursores neurais pluripotentes na neurogênese adulta. Essas descobertas

ressaltam a importância das células da glia não apenas na manutenção da

homeostase cerebral, mas também em processos cognitivos e de

aprendizagem 1–4. No sistema nervoso central (SNC), as principais células gliais

são os astrócitos, micróglia e oligodendrócitos. Os astrócitos desempenham um

papel ativo na função sináptica, integrando e processando informações

sinápticas. Eles influenciam a transmissão e plasticidade sináptica, além de

atuarem na manutenção do fluxo sanguíneo cerebral. Seu envolvimento em

processos cognitivos e emocionais, como aprendizado e memória, tem sido

cada vez mais reconhecido. Esses achados destacam a importância dos

astrócitos no SNC e no papel crucial que eles desempenham no funcionamento

do cérebro 5,6. Os oligodendrócitos são células gliais especializadas na

produção de mielina, que é essencial para a condução do impulso nervoso no
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SNC. Já a micróglia é a principal célula imune do SNC, tendo um papel ativo no

desenvolvimento cerebral. Ela expressa receptores capazes de identificar

restos celulares, antígenos, células apoptóticas e tumorais, permitindo que ela

exerça funções importantes na defesa e reparo cerebral. A micróglia também

desempenha um papel fundamental na modulação de respostas inflamatórias e

na regulação do ambiente neuronal. O entendimento dessas funções é crucial

para o desenvolvimento de novas terapias para doenças neurodegenerativas e

inflamatórias 3,6.

A glia, especialmente os astrócitos, não é mais vista como simples "cola"

que une os neurônios no SNC, mas sim como um participante ativo da rede

neuronal. As células da glia possuem muitos dos mesmos receptores que os

neurônios, indicando que elas são capazes de “falar” e “compreender” a

mesma linguagem química dos neurônios. Esses achados reforçam a

importância da glia na função cerebral e indicam que uma compreensão mais

aprofundada do papel das células gliais é essencial para o avanço no

entendimento de doenças neurológicas e no desenvolvimento de novas

terapias 1,7. Considerar as redes de neurônios isoladamente não é mais

suficiente, já que as células gliais trabalham em conjunto com os neurônios

para formar os circuitos e redes do SNC. A glia deixa de ser vista como apenas

um suporte neural e passa a ser reconhecida como participante ativo na

fisiologia neural. Devido à importância crescente das comunicações

neurônio-glial e as descobertas obtidas em muitos estudos anteriores, é

plausível supor que a disfunção na comunicação neurônio-glia tenha um papel

significativo nas doenças degenerativas do cérebro humano. Evidências

recentes sugerem que a disfunção na interação entre neurônios e células gliais
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está associada a várias doenças neurológicas, incluindo esclerose múltipla

(EM), doença de Alzheimer (DA), doença de Parkinson (DP) e epilepsia. Essas

descobertas destacam a importância de entender melhor a natureza e os

mecanismos subjacentes à comunicação neurônio-glial em condições

saudáveis e patológicas, a fim de desenvolver novas estratégias terapêuticas

para essas doenças 8.

Embora as células gliais não sejam capazes de gerar impulsos elétricos

como os neurônios, elas desempenham um papel crucial no suporte e

manutenção da atividade neuronal. Uma das principais formas pelas quais as

células gliais afetam a atividade neuronal é por meio da liberação de

neurotransmissores e outros sinais químicos. Por exemplo, as células gliais

liberam glutamato, um neurotransmissor excitatório, que pode afetar a atividade

dos neurônios próximos 9. Além disso, as células gliais também podem afetar a

atividade neuronal ao remover neurotransmissores do espaço extracelular,

impedindo a sua ação prolongada 10.

Outra forma pela qual as células gliais influenciam a atividade neuronal é

por meio da regulação da formação e estabilidade de sinapses. As células

gliais podem secretar moléculas que promovem a formação de novas sinapses

e ajudam a estabilizar as sinapses existentes. Elas também podem auxiliar na

remoção de sinapses não utilizadas, um processo importante para a

plasticidade sináptica 11.

Falando em plasticidade sináptica, as células gliais também

desempenham um papel fundamental nesse processo. Elas podem liberar

fatores que afetam a plasticidade sináptica, como o fator de crescimento de

células gliais (GDNF) e o fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF). Esses
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fatores podem afetar a força das sinapses e a sua capacidade de mudar em

resposta a estímulos ambientais 11,12.

Como mencionado anteriormente, as células gliais também estão

envolvidas em doenças neurológicas, incluindo EM, DA e DP. Na esclerose

múltipla, por exemplo, as células gliais são ativadas de maneira anormal e

levam a uma inflamação crônica que resulta na destruição da mielina, o que

prejudica a transmissão de sinais elétricos entre os neurônios 13,14. Na doença

de Alzheimer, as células gliais têm um papel importante na formação de placas

amiloides que se acumulam no cérebro, causando danos neuronais e levando

à perda de memória e função cognitiva 10. Já na doença de Parkinson, as

células gliais são responsáveis pela liberação de substâncias inflamatórias que

prejudicam os neurônios produtores de dopamina, o que resulta na

degeneração desses neurônios e na manifestação dos sintomas da doença 15.

1.2 Astrócitos e a sua função no sistema nervoso central

Durante o desenvolvimento do sistema nervoso, a neurogênese é o

processo de formação de neurônios 16 e a gliogênese é o processo de

formação de células gliais, incluindo os astrócitos 17. Os astrócitos são células

gliais encontradas no SNC que desempenham várias funções, incluindo o

fornecimento de suporte estrutural aos neurônios, manutenção do ambiente

iônico, integridade da barreira hematoencefálica e controle do fluxo sanguíneo

cerebral 18.

Os astrócitos têm origem embrionária comum com os neurônios, a partir

das células-tronco neurais pluripotentes. No entanto, durante a gliogênese, as

células-tronco neurais pluripotentes se diferenciam em células progenitoras
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gliais, que posteriormente se diferenciam em astrócitos. Os astrócitos são

gerados em diferentes regiões do SNC em momentos diferentes durante o

desenvolvimento. Durante o desenvolvimento embrionário, os astrócitos se

originam da zona ventricular do tubo neural. Já durante o desenvolvimento

pós-natal, os astrócitos se originam de zonas específicas do cérebro, como a

zona subventricular e a zona subgranular do giro dentado do hipocampo 19.

Existem dois tipos principais de astrócitos, os protoplasmáticos e os

fibrosos, que possuem morfologias distintas e são proeminentemente

encontrados na substância cinzenta e branca do cérebro e medula espinhal,

respectivamente. Adicionalmente, há algumas células astrogliais

especializadas, tais como as células de Müller presentes na retina e as células

gliais de Bergmann encontradas no cerebelo 20. Os astrócitos protoplasmáticos

possuem uma distribuição predominante na substância cinzenta e seus

prolongamentos estabelecem contato com sinapses e vasos sanguíneos,

chegando a aproximadamente 100.000 sinapses por astrócito. Sua forma é

arredondada, com múltiplos ramos principais que se ramificam uniformemente

em processos altamente ramificados. Em contrapartida, os astrócitos fibrosos

são predominantemente encontrados na substância branca, e estabelecem

conexões com os nodos de Ranvier e os vasos sanguíneos. Eles possuem

uma menor quantidade de ramificações em relação aos astrócitos

protoplasmáticos, com prolongamentos mais longos e fibrosos 21.

As células astrogliais desempenham papéis importantes tanto em

condições normais quanto patológicas. Em situações fisiológicas normais, elas

regulam a movimentação e distribuição da água, além de controlarem as

concentrações extracelulares de íons potássio 6. Os astrócitos também
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desempenham uma função vital no suporte metabólico dos neurônios,

captando glicose dos vasos sanguíneos adjacentes e convertendo-a em lactato

para ser utilizada pelos neurônios 22. No entanto, em condições patológicas, a

funcionalidade dos astrócitos pode ser comprometida, o que pode expor os

neurônios à excitotoxicidade e estresse oxidativo, favorecendo o

desenvolvimento de distúrbios neurodegenerativos 8.

Além disso, os astrócitos desempenham uma ampla gama de funções

no cérebro, incluindo o seu papel fundamental na sinaptogênese, maturação

sináptica, homeostase de neurotransmissores, microcirculação cerebral e

metabolismo cerebral, bem como na formação e manutenção da barreira

hematoencefálica 8,23. No entanto, sob condições de estresse ou doença, essas

células podem apresentar disfunções que comprometem a homeostase neural,

liberando excesso de glutamato e Ca2+ citotóxicos que podem ativar proteases

de cisteína dependentes de cálcio (calpaínas) e levar à morte neuronal 3,24.

Além disso, o mau funcionamento dos astrócitos no tamponamento de íons

extracelulares, como o K+, pode resultar em superexcitação neuronal 3,25. É

importante destacar que astrócitos reativos podem afetar negativamente todas

essas funções. Eles também têm a capacidade de se comunicar com as

células circundantes através de canais da membrana plasmática,

transportadores, receptores e certas moléculas, além de sofrer exocitose ou

endocitose 3,26.

A comunicação intercelular é essencial para que as células do sistema

nervoso possam se comunicar e coordenar funções. Os astrócitos são

importantes nesse processo, pois eles são capazes de se comunicar entre si e

com outras células nervosas por meio de diferentes mecanismos. As junções
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comunicantes (gap junctions) são canais de comunicação direta entre células

adjacentes, formados por conexinas. Os astrócitos apresentam muitas gaps

junctions, permitindo uma rápida troca de íons e moléculas entre eles. Essa

comunicação intercelular pode ter um papel importante na sincronização de

atividade neuronal e na regulação do fluxo sanguíneo cerebral 27.

O processo de astrogliose envolve alterações estruturais e moleculares

da astroglia, incluindo diferentes tipos de células gliais (micróglia, astrócitos e

progenitores oligodendrócitos), que podem ser desencadeadas por danos ao

SNC e por doenças que envolvem uma resposta multicelular complexa. As

alterações nos astrócitos reativos variam de acordo com a gravidade da lesão e

formam um gradiente contínuo, considerando a heterogeneidade e diversidade

dessas células. Tais mudanças podem resultar em ganho ou perda de função

para os astrócitos 28,29.

1.2.1 Reatividade astrocitária

A reatividade dos astrócitos é um processo complexo que pode ter

diferentes graus de severidade e impacto. A reatividade leve a moderada dos

astrócitos pode levar a hipertrofia no corpo celular, sem perda substancial dos

domínios dos astrócitos e sem proliferação significativa. Em contraste, na

reatividade severa e difusa, ocorre uma pronunciada marcação da proteína

ácida fibrilar glial (GFAP), hipertrofia, proliferação de astrócitos, alguma perda

substancial dos domínios dos astrócitos e uma sobreposição dos processos

dos astrócitos vizinhos. A formação da cicatriz astroglial ocorre a partir de

astrócitos que recém proliferaram e com prolongamentos que se entrelaçam

sobre os processos celulares, formando delimitações compactas que
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demarcam as áreas de danos, como necrose, inflamação, trauma, entre outros.

No entanto, a formação dessas cicatrizes pode inibir a regeneração do axônio,

o que pode ser o efeito mais prejudicial causado pela astrogliose 10,31.

A GFAP é um marcador utilizado para indicar a reatividade astrocitária. É

uma proteína filamentosa que é expressa predominantemente por astrócitos

altamente regulada em resposta a danos no sistema nervoso central. A

superexpressão da GFAP em astrócitos tem sido associada à diversas

condições patológicas do sistema nervoso central, como lesões cerebrais ou

doença cerebral 30.

1.3 Hipocampo

O hipocampo é uma região do cérebro que desempenha um papel

fundamental na formação e recuperação da memória. Ele está localizado no

lobo temporal e faz parte do sistema límbico, que é responsável pelo controle

das emoções, comportamento e memória. Além do hipocampo, o sistema

límbico inclui outras áreas do cérebro, como o córtex entorrinal, giro cingulado,

giro para-hipocampal, amígdala, área septal e hipotálamo 31,32.

O hipocampo é composto por duas finas camadas de neurônios, a

camada interna é denominada giro denteado (GD) e a externa é o Corno de

Ammon (CA), que é dividido em quatro regiões: CA1, CA2, CA3 e CA4 (Figura

1). Cada uma dessas regiões tem sua própria estrutura e funções específicas.

O giro denteado é responsável por receber informações da região do córtex

cerebral conhecida como córtex entorrinal, que é importante para a memória

espacial. O CA é responsável por receber informações do giro denteado e está

envolvido na consolidação da memória de curto prazo em memória de longo
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prazo 31,32, o CA1 reprocessa informações associativas de CA3 e as transmite

de volta ao córtex entorrinal 33.

Figura 1. Descrição anatômica do hipocampo. Vistas coronais do cérebro humano

(superior) e do rato (inferior) com destaque para o hipocampo, incluindo o giro denteado (GD) e

o Corno de Ammon (CA1 e CA3). Barra de escala de 1mm 34,35.

O GD é uma das principais áreas do hipocampo, composto por três

camadas distintas que desempenham funções específicas. A camada

molecular (CM), a primeira camada do GD, é composta por projeções

dendríticas de células granulares (CG) jovens e maduras, que são um tipo de

neurônio glutamatérgico. A camada de células granulares (CCG) é a segunda

camada do GD, que contém o soma das CGs e é importante para a integração

de informações sensoriais. A terceira camada, a camada polimórfica ou hilo

(H), é a camada mais profunda do GD, onde se encontram as células
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musgosas e outros interneurônios que desempenham um papel fundamental

na regulação da atividade neuronal. Juntas, essas três camadas do GD

colaboram para processar informações e formar novas memórias (Figura 2) 36.

Figura 2. Representação das principais vias de comunicação entre as diferentes

estruturas hipocampais e os principais componentes celulares da porção neurogênica. CM,

camada molecular; CCG , camada de células granulares; H, hilo; CA1, Cornu

ammonis 1 ; CA3, Cornu ammonis 3; CE, córtex entorrinal; VP, via perfurante ; FM, fibras

musgosas ; CS, Colateral de Schaffer ; CTN , célula-tronco neural; CPAT, célula progenitora

amplificadora transitória; NB, neuroblasto. Modificado de DOMÍNGUEZ-RIVAS et al., 2021 36.

A neurogênese adulta é um processo fascinante que tem sido estudado

extensivamente nas últimas décadas. Ela ocorre em várias regiões do cérebro

adulto, incluindo a zona subventricular dos ventrículos laterais e a zona

subgranular do giro denteado no hipocampo. Essas regiões contêm

células-tronco neurais (CTNs) que podem se diferenciar em neurônios e outros

tipos celulares 17.

https://www-sciencedirect.ez315.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/granular-cell
https://www-sciencedirect.ez315.periodicos.capes.gov.br/topics/psychology/entorhinal-cortex
https://www-sciencedirect.ez315.periodicos.capes.gov.br/topics/neuroscience/perforant-pathway
https://www-sciencedirect.ez315.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/mossy-fiber
https://www-sciencedirect.ez315.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/mossy-fiber
https://www-sciencedirect.ez315.periodicos.capes.gov.br/topics/neuroscience/schaffer-collateral
https://www-sciencedirect.ez315.periodicos.capes.gov.br/topics/neuroscience/neural-stem-cell
https://www-sciencedirect.ez315.periodicos.capes.gov.br/topics/neuroscience/progenitor-cell
https://www-sciencedirect.ez315.periodicos.capes.gov.br/topics/neuroscience/neuroblast
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A capacidade de gerar novos neurônios no cérebro adulto tem

implicações significativas para a neuroplasticidade e a capacidade de

aprendizado e memória. Embora inicialmente tenha sido descoberta em

roedores, a neurogênese adulta também foi demonstrada em seres humanos,

apesar de que a extensão e importância desse processo no cérebro humano

ainda estejam sendo investigadas. Para avaliar a presença de neurônios

pós-mitóticos, a proteína nuclear específica neuronal (NeuN) é frequentemente

utilizada como um marcador com base em suas propriedades, incluindo sua

localização nuclear 37,38.

Quando a neurogênese é prejudicada, como em condições de

envelhecimento ou lesão cerebral, há relatos de distúrbios neurodegenerativos

e neuropsiquiátricos, incluindo a doença de Parkinson, doença de Alzheimer e

distúrbios depressivos graves. Por outro lado, a estimulação da neurogênese

pode ter efeitos positivos, como a melhoria da capacidade de aprendizado e

memória, bem como a redução da ansiedade e depressão 39. A apoptose é um

processo programado de morte celular que ocorre em condições normais e

patológicas 40. A ativação da caspase-3, uma enzima proteolítica, é um dos

principais marcadores da apoptose e está envolvida em vários processos

patológicos no cérebro, como hipóxia, isquemia cerebral focal, agregados

extracelulares de TDP-43, entre outros 41.

Além disso, outros fatores como a deposição de placas amilóides e

emaranhados neurofibrilares, inflamação crônica e estresse oxidativo também

contribuem para a morte neuronal na doença de Alzheimer. A morte neuronal

nessa doença leva a uma perda progressiva de função cognitiva e é
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responsável pela deterioração da memória, aprendizagem e outras funções

cerebrais 42.

A plasticidade sináptica pode ocorrer em diferentes níveis, desde as

alterações moleculares em receptores e canais iônicos até a formação de

novas sinapses ou eliminação de sinapses existentes. Essas mudanças

sinápticas podem ser mediadas por diferentes mecanismos, como a

modificação da eficácia sináptica (por exemplo, por meio da modulação dos

receptores glutamatérgicos), a expressão de novas proteínas e a ativação de

vias de sinalização intracelular. A plasticidade sináptica é fundamental para a

adaptação do sistema nervoso às mudanças ambientais e à aprendizagem,

mas também pode estar envolvida em processos patológicos, como a epilepsia

e o transtorno de estresse pós-traumático. Além disso, a diminuição da

plasticidade sináptica pode ser um fator contribuinte para o declínio cognitivo

relacionado à idade e doenças neurodegenerativas, como a doença de

Alzheimer 43.

1.4 Doenças neurodegenerativas e neuroinflamação

As doenças neurodegenerativas são um grupo de doenças que afetam o

sistema nervoso central ou periférico, caracterizadas pela progressiva

degeneração estrutural e funcional dos neurônios, resultando em diversos

problemas mentais e de movimento. Essa degeneração pode ser causada por

uma variedade de fatores patológicos, incluindo excitotoxicidade, estresse

oxidativo, disfunção celular e neuroinflamação. É importante destacar que a

neurodegeneração está diretamente relacionada à idade, sendo mais comum

em indivíduos idosos. A doença de Alzheimer, esclerose múltipla, doença de
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Parkinson e esclerose lateral amiotrófica (ELA) são exemplos de doenças

neurodegenerativas que afetam milhões de pessoas em todo o mundo, e que

ainda não têm cura. No entanto, avanços em pesquisas e tratamentos têm

proporcionado uma melhor qualidade de vida para os pacientes e suas famílias

44.

A inflamação é um processo biológico complexo e essencial para a

defesa do organismo contra patógenos invasores e para a reparação de

tecidos danificados. A via neuroinflamatória, composta por células gliais e

neuronais, pode ser ativada a partir de diversos fatores, como insultos

patológicos, infecções, traumas, antecedentes genéticos, fatores ambientais e

a idade. Embora a neuroinflamação possa ser benéfica em muitas situações,

sua ativação excessiva ou prolongada pode levar a danos neuronais e

contribuir para o desenvolvimento de diversas doenças, incluindo as

neurodegenerativas. A compreensão dos mecanismos envolvidos na

neuroinflamação é essencial para o desenvolvimento de novas abordagens

terapêuticas que possam modular essa resposta e prevenir ou tratar essas

doenças 45,46.

Há dois tipos de inflamação: a aguda e a crônica. No sistema nervoso, a

inflamação aguda é desencadeada em resposta a uma lesão ou infecção e tem

como objetivo limitar a extensão do dano e promover a reparação do tecido

cerebral danificado. Essa resposta inflamatória aguda é controlada e

autolimitante, e normalmente não causa danos permanentes ao tecido nervoso.

Por outro lado, a inflamação crônica é um processo prolongado e mal regulado

que pode ser prejudicial ao tecido nervoso. Ela é caracterizada pela infiltração

de células imunes, como células gliais e linfócitos T, e pela liberação de
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mediadores inflamatórios que podem contribuir para o dano neuronal. A

inflamação crônica está presente em várias doenças neurodegenerativas,

incluindo a doença de Alzheimer, a esclerose múltipla e a doença de Parkinson.

Alguns estudos sugerem que a inflamação crônica pode ser um fator

desencadeante ou contribuinte para o desenvolvimento dessas doenças. Por

isso, o controle da inflamação crônica no cérebro é uma área de grande

interesse na pesquisa em neurociência e pode levar ao desenvolvimento de

novas terapias para o tratamento de doenças neurodegenerativas 47.

A barreira hematoencefálica (BHE) é uma estrutura física que envolve o

sistema nervoso central e protege contra a entrada de células imunes e

substâncias prejudiciais provenientes do sangue. As células gliais são

essenciais para a função do sistema neuroimune, pois elas atuam de forma

ativa na regulação da inflamação, produção de antioxidantes e reparo celular. A

fagocitose é uma das funções das células gliais, que consiste na eliminação de

substâncias tóxicas do ambiente cerebral. Além disso, elas também liberam

esteroides e outras moléculas anti-inflamatórias para combater a inflamação

excessiva. No entanto, quando as células gliais se encontram em desequilíbrio,

podem desencadear danos neurais, como a disfunção sináptica, perda de

sinapses e morte neuronal 48,49. As células gliais, além de estarem envolvidas

na neuroinflamação, também desempenham um papel fundamental como

marcadores patológicos em várias doenças neurodegenerativas. Elas são

capazes de responder a insultos patológicos, produzir e secretar moléculas

sinalizadoras e influenciar a sobrevivência de neurônios adjacentes. Nas

doenças neurodegenerativas, a ativação prolongada das células gliais pode

resultar em danos aos neurônios e contribuir para a progressão da doença 3.



15

Na neuroinflamação, ocorre um aumento na produção de citocinas

pró-inflamatórias, tais como a interleucina 1 beta (IL-1β), interleucina 6 (IL-6),

interleucina 18 (IL-18), fator de necrose tumoral (TNF), quimiocinas da família

CC e da família CXC, prostaglandinas, óxido nítrico e espécies reativas de

oxigênio. Essas moléculas são liberadas pelas células gliais, em resposta a

estímulos patológicos, como infecção, trauma e doenças neurodegenerativas.

A presença excessiva dessas citocinas pró-inflamatórias pode levar a danos

neuronais, disfunção sináptica e morte celular 45,46.

O gene IBA1, também conhecido como AIF-1 (fator inflamatório

aloenxerto-1), é um importante marcador de células microgliais. A expressão

de IBA-1 está relacionada à ativação celular e suas funções incluem fagocitose,

proliferação, migração e produção de citocinas pró-inflamatórias. Além disso,

Iba1 também pode ser utilizado como um indicador de patologia em várias

doenças neurodegenerativas, incluindo a doença de Alzheimer, Parkinson e

esclerose múltipla. Portanto, a detecção e análise de Iba1 é crucial para

entender o papel das células microgliais na neuroinflamação e no

desenvolvimento dessas doenças 50.

O uso de Uncaria tomentosa tem sido estudado como uma possível

terapia complementar no controle da neuroinflamação em doenças

neurodegenerativas. Alguns estudos in vitro e em modelos animais mostraram

que extratos de U. tomentosa podem reduzir a expressão e a secreção de

citocinas pró-inflamatórias, como TNF-alfa e interleucinas, através de

mecanismos que envolvem a modulação da ativação de células gliais e a

inibição de vias de sinalização inflamatórias 51,52. Quando a BHE é

comprometida, seja por danos bioquímicos ou mecânicos, pode haver invasão
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de células endoteliais capilares e sanguíneas, que também contribuirão para o

processo de neuroinflamação 46.

1.4.1 Lipopolissacarídeo

O lipopolissacarídeo (LPS) é uma substância que pode causar

inflamação no SNC, sendo amplamente utilizado em estudos experimentais

para induzir modelos de neuroinflamação 53. É composto por uma camada

lipídica hidrofóbica e uma camada polissacarídica hidrofílica, sendo a camada

lipídica responsável pela ação antigênica do LPS 54. Além disso, o LPS é

encontrado no folheto externo de bactérias Gram-negativas 55,56.

O LPS pode ser administrado por via intracerebroventricular ou

intraperitoneal 53,57. A administração intraperitoneal é uma opção não invasiva e

amplamente utilizada na pesquisa em neuroinflamação 36. Quando o LPS entra

no cérebro, ele ativa as células da glia através do receptor tipo Toll 4 (TLR4). A

ativação da microglia e dos astrócitos pelo LPS resulta na liberação de

citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α, IL-1, IL-6, bem como espécies

reativas de oxigênio 58.

Ao administrar o LPS através da cavidade intraperitoneal, ele ativa

receptores específicos, os receptores tipo Toll (TLR), em macrófagos

peritoneais. Isso leva à produção de citocinas inflamatórias, como IL1, TNF-α e

IL-6. A comunicação da inflamação sistêmica com o cérebro ocorre através da

IL-1, que é produzida peritonealmente e se liga ao receptor de IL-1 do nervo

vago, que tem inervação abdominal. O terminal do nervo vago no trato solitário

é o local onde a resposta aguda à doença é mediada. É importante ressaltar

que o LPS é capaz de comprometer a integridade da BHE 36, permitindo a
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entrada de células imunes periféricas que ativam as células gliais e levam à

neuroinflamação. Além disso, as citocinas sistêmicas podem invadir os órgãos

circunventriculares (OCVs) próximos aos terceiro e quarto ventrículos, que não

possuem BHE, e ativar as células gliais presentes nessa região. As moléculas

inflamatórias provenientes dos OCVs têm acesso ao líquido cefalorraquidiano

ventricular, que pode propagar-se para outras regiões cerebrais, como no caso

do TNF-α 59–61 (Figura 3).

Figura 3. Propostas de propagações da inflamação sistêmica para o cérebro a partir de

administração de LPS via cavidade intraperitoneal. Adaptado de Deng et al., 2020 61.

1.5 Avaliação do comportamento e de déficits de memória em roedores

A avaliação do comportamento e déficits de memória em modelos

animais é parte da rotina da pesquisa em neurociências. A partir de testes

comportamentais é possível avaliar a ansiedade, cognição e memória de
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modelos animais, em geral roedores, onde é possível observar

comportamentos análogos ao visto em humanos e a partir disso testar

tratamentos 62.

1.5.1 Teste do campo aberto

O teste de campo aberto tem como objetivo avaliar a ansiedade,

atividade locomotora e atividade exploratória dos animais em um ambiente

novo 63. A arena, ou aparato, pode ser uma estrutura quadrada ou redonda e

suas dimensões variam, tendo tamanhos diferentes por conta do modelo a ser

utilizado, como por exemplo ratos ou camundongos. O aparato possui uma

parede alta e é dividido em quadrantes de tamanhos iguais (Figura 4). O animal

permanece no aparato pode um tempo pré-determinado, geralmente 5 minutos.

A análise é feita observando parâmetros como o tempo de permanência no

centro e periferia do aparato, número de cruzamentos entre os quadrantes e o

ato de levantar-se 64. O centro do aparato é considerado como um local

ansiolítico, ou seja, um maior tempo de exploração neste local remete ao uso

de substâncias que causam ansiedade 63.

Figura 4. Representação do teste do campo aberto. Figura criada em Biorender.com.
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1.5.2 Reconhecimento de objetos

O teste de reconhecimento de objetos tem como finalidade avaliar a

memória dos modelos animais. Vinte e quatro horas após o teste de campo

aberto, que também é utilizado como habituação ao aparelho, os animais são

colocados individualmente no aparato com dois objetos iguais, equidistantes

entre si e da parede (Figura 5). Os animais, terão um tempo pré-determinado,

geralmente 5 minutos, para explorar os objetos. Após 4 horas da fase de treino

eles retornam ao mesmo aparato com 2 objetos na mesma posição, sendo que

um desses objetos é novo. Após 24 horas da sessão treino, o animal é

apresentado a um terceiro objeto novo. São considerados como ato de explorar

quando o animal direciona o focinho para o objeto e a avaliação da tarefa

consiste na diferença do tempo de exploração do objeto novo em detrimento do

objeto já conhecido. Este teste fornece informações sobre a memória e as

habilidades cognitivas do animal. Isso ocorre porque animais com boa memória

tendem a examinar novos objetos por mais tempo 64.

Figura 5. Representação do teste de reconhecimento de objetos. Figura criada em

Biorender.com.



20

1.5.3 Labirinto em Y

Com o propósito de avaliar a capacidade de aprendizado e memória

espacial em roedores é comumente utilizado o labirinto em Y. Onde é possível

observar a preferência natural do animal em explorar ambientes novos. O teste

é realizado em um aparato em forma de Y com uma parede alta (Figura 6). O

animal, na sessão de treino, é colocado no aparato e pode explorar o local por

5 minutos, nessa sessão um dos braços está bloqueado. Na sessão teste, 4

horas depois, o terceiro braço é aberto e o animal pode explorar o aparato por

5 minutos. Esse teste avalia a capacidade do animal de lembrar qual braço foi

explorado, o que pode indicar o desenvolvimento da memória espacial 64,65.

Figura 6. Representação do teste labirinto em Y. Figura criada em Biorender.com.

1.6 Fitoterápicos e saúde pública

De acordo com um levantamento realizado pela Organização Mundial da

Saúde (OMS), cerca de 80% da população de países em desenvolvimento

utiliza práticas tradicionais como cuidados primários à saúde, sendo que

aproximadamente 85% dessas práticas envolvem o uso de plantas medicinais.

O uso de plantas medicinais e fitoterapia apresenta grande importância, pois
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amplia os recursos terapêuticos disponíveis, reconhece e valoriza o

conhecimento popular, incentiva a preservação da biodiversidade e apoia a

agroecologia ambiental 66.

No Brasil, a população tem acesso universal e gratuito a serviços de

saúde ao longo de toda a vida, por meio do Sistema Único de Saúde (SUS). O

SUS foi criado em 1988 pela Constituição Federal Brasileira e, posteriormente,

foi regulamentado pela Lei Orgânica da Saúde nº 8.080/90, que detalha os

seus princípios e funcionamento. Desde então, o SUS oferece atendimento

desde procedimentos básicos, como aferição da pressão arterial, até

procedimentos mais complexos, como transplantes de órgãos. Todos os

procedimentos são realizados de forma integral e gratuita para a população

brasileira, com ênfase na promoção da saúde, prevenção de doenças e

tratamento para todos os cidadãos, independentemente de sua condição

social, econômica ou de saúde 67.

Em 22 de junho de 2006, o Governo Federal aprovou a Política Nacional

de Plantas Medicinais e Fitoterápicos (PNPMF), através do decreto nº 5.813.

Esta política tem como principal objetivo garantir o acesso seguro e o uso

racional de plantas medicinais e fitoterápicos, valorizando o conhecimento

tradicional associado às suas práticas de utilização. A PNPMF contribui para a

consolidação do uso de produtos naturais em tratamentos de saúde, de forma

integrativa com a medicina convencional, disponibilizando alternativas

terapêuticas seguras e eficazes para os pacientes da rede pública de saúde.

Além disso, a PNPMF também incentiva a pesquisa e o desenvolvimento de

novos fitoterápicos, gerando conhecimento científico e tecnológico na área 68.
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Em 2009, o Ministério da Saúde implementou a Relação Nacional de

Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Único de Saúde (RENISUS), que

lista 71 espécies de plantas medicinais 69,70. O SUS também possui a Relação

Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME), que atende às

necessidades primárias de cuidados à saúde. Dentre as plantas medicinais

listadas na RENISUS e RENAME, destaca-se a Uncaria tomentosa, que possui

registro sanitário junto à Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) e é

considerada um fitoterápico seguro e eficaz para uso em tratamentos de saúde

71,72. A inclusão dessa planta em tais relações fortalece sua importância na

medicina popular e amplia o acesso da população aos seus benefícios

terapêuticos, com segurança e qualidade. Por outro lado, apesar de não estar

presente em nenhuma das listas mencionadas, a Uncaria guianensis possui

alcaloides oxindólicos pentacíclicos como marcadores químicos, igualmente à

U. tomentosa, além de ter uma ocorrência na natureza maior quando

comparada à esta 68.

1.7 Uncaria

O gênero Uncaria, pertencente à família Rubiaceae, possui 34 espécies

descritas, encontradas em florestas tropicais no sudeste da Ásia, África,

Austrália e América. Na região da América do Sul e Central são encontradas

duas espécies, a Uncaria guianensis e a Uncaria tomentosa, que são

conhecidas popularmente como unha de gato 73. A Uncaria tomentosa (Willd.

ex Roem. & Schult.) DC é uma planta arbustiva, com ocorrência na Floresta

Amazônica brasileira e peruana 74,75. É uma liana, com espinhos curvados e

pontiagudos. Seu caule principal pode ter o diâmetro superior a 20 cm. Seu

epíteto específico, tomentosa, é devido às finas nervuras observadas na face
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abaxial da sua folha 76,77. Sua característica de trepadeira permite que ela

cresça se enrolando em si mesma ou em árvores ao seu redor, podendo atingir

mais de 30 metros de comprimento, levando em torno de 20 anos para atingir a

maturidade 78,79. A Uncaria guianensis (Aubl.) J.F.Gmel. pode atingir um

comprimento de até 20 metros e um diâmetro de 10 centímetros. Sua principal

característica é a presença de espinhos com a ponta dobrada para dentro, o

que torna sua aderência às árvores mais difícil 78 (Figura 7).

Figura 7. a) Uncaria guianensis (Aubl.) J.F.Gmel. e b) Uncaria tomentosa (Willd. ex Roem. &

Schult.) DC. Fonte: adaptado de Valdiviezo et al., 2020 80.

A floresta amazônica abriga uma variedade de plantas. Muitos povos

indígenas utilizam os compostos naturais de diferentes plantas para tratamento

de doenças. Por conta disso, o conhecimento dos usos etnobotânicos são uma

fonte de grande relevância para a descoberta da capacidade medicinal dos

produtos naturais 81. Porém, as espécies de Uncaria nativas da América do Sul
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e Central estão em declínio devido ao desmatamento e extração indiscriminada

de partes da planta para usos fitoterápicos 82,83.

A unha de gato tem sido utilizada medicinalmente há pelo menos 2000

anos pelos grupos indígenas Aguaruna, Asháninka, Cashibo, Conibo e Shipibo

do Peru e pelos grupos indígenas brasileiros Asháninka, Boras and Kaíapor

78,84. O grupo indígena Asháninka, que habita a região central da Amazônia

Peruana e a região norte do Vale do Juruá no Acre, tem os registros mais

antigos em relação ao uso da unha de gato, além de serem a sua maior fonte

78,85.

Os extratos aquosos das cascas do caule e das raízes são utilizados

com finalidade terapêutica para doenças inflamatórias, reumatismo, artrite,

doenças cardíacas, diabetes e câncer 75,86–89. Estudos avaliando as

bioatividades de extratos e compostos da unha de gato resultam em

propriedades antioxidantes, antimicrobiana, no controle da glicemia,

anti-inflamatória, imunoestimulantes, anticancerígena, bem como efeito indutor

de apoptose e inibição da proliferação tumoral em linhagens de células

tumorais 86,90–93.

A U. tomentosa é mais estudada e com maior procura comercial, isto

deve-se ao fato de que é a espécie do gênero na qual já foi identificado o maior

número de compostos 88,94. Entre os diversos constituintes químicos já

caracterizados desta planta, destacam-se os alcaloides oxindólicos que são

reconhecidos como os marcadores fitoquímicos desta espécie por estarem

associados a várias de suas ações farmacológicas 51,76,87,88,95. Juntamente com

os alcaloides oxindólicos, também se destaca a presença dos seus

precursores, alcaloides indólicos, sendo que alguns destes são conhecidos
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desde a década de 70 73,76,96. Além da presença dos alcaloides, as análises

fitoquímicas indicam a presença de outros compostos como: proantocianidinas,

glicosídeos de ácido quinóvico, taninos, polifenóis, catequinas, beta-sitosterol,

proteínas, entre outras substâncias presentes em menores concentrações 97,98.

A U. guianensis apresenta uma variedade de compostos em várias

partes da planta. Dentre eles, destacam-se os alcaloides indólicos e

oxindólicos, que possuem propriedades imunomoduladoras e anti-inflamatórias

92. As proantocianidinas, por sua vez, atuam como antioxidantes, protegendo as

células do organismo contra o estresse oxidativo 88. Já os flavonóis possuem

ação anti-inflamatória 99,100. Além disso, a presença da kaempferitrina, um

marcador químico específico da U. guianensis, contribui para a identificação e

padronização da espécie em estudos científicos 80,101,102.

Para Heitzman e col 81 os efeitos biológicos encontrados para esta planta

estão associados aos alcaloides oxindólicos pentacíclicos, assim como outros

pesquisadores afirmam esta relação 88,103. Entretanto, outros estudos

demonstraram um efeito sinérgico da combinação dos compostos desta planta,

como por exemplo, para o efeito anti-inflamatório 95,104.

Os compostos naturais possuem atividades biológicas distintas, como

efeitos antioxidantes, anti-inflamatórios e anti-apoptóticos. A bibliografia tem

inúmeros estudos com produtos naturais como alternativa para tratamento de

neurodegeneração 105.

Alguns estudos têm avaliado o potencial neuroprotetor da U. tomentosa

em relação a memória e ao aprendizado 106 na redução de depósitos de

filamentos/fibrilas helicoidais emparelhados com a proteína tau, que é o

principal componente dos emaranhados neurofibrilares, característicos da
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doença de Alzheimer 79. Além disso, neste mesmo estudo, a U. tomentosa foi

capaz de impedir a formação/agregação de fibrilas beta-amilóides (Aβ)

pré-formadas, demonstrando o seu vigoroso efeito neuroprotetor em condições

patológicas na doença de Alzheimer. Ademais, o efeito de compostos

polifenólicos recentemente identificados na U. tomentosa, que apresentam

essa atividade inibitória na formação das placas senis e emaranhados

neurofibrilares, tem como um dos principais polifenóis a

epicatequina-4β-8-epicatequina (ou seja, um dímero de epicatequina conhecido

como proantocianidina B2), que foi identificado também em melhorar a

memória de curto prazo em um modelo animal transgênico para a proteína

precursora Amiloide (APP) 79.

Em outro estudo, Castilhos e col (2020), avaliaram a cognição, memória

e aprendizagem em grupos de ratos de meia-idade tratados por um mês e

grupos tratados por um ano com extrato de U. tomentosa. Houve diminuição

significativa da atividade AChE nos dois grupos. No teste de latência de

escape, foi demonstrado um aprimoramento cognitivo, melhora da memória e

aprendizado. E no ensaio cometa, os níveis de dano oxidativo ao ADN no

córtex apresentaram redução107.

Outras espécies do mesmo gênero da U. tomentosa já foram testadas

quanto ao seu potencial neuroprotetor. Usada tradicionalmente na Ásia para

tratamento de sintomas semelhantes à doença de Parkinson, a Uncaria

rhynchophylla foi testada em modelos desta patologia. No teste in vitro, o

extrato reduziu a morte celular, geração de ROS, aumentou os níveis de

glutationa total e inibiu a atividade da caspase-3 induzida por

6-hidroxidopamina (6-OHDA). No teste in vivo, em ratos, o pós-tratamento com
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o extrato reduziu a rotação induzida por apomorfina e apresentou diminuição

na perda neural dopaminérgica 108. Shi e col, em 2013, investigaram os efeitos

neuroprotetores de extratos aquosos da U. tomentosa, utilizando o modelo

Caenorhabditis elegans e em células de neuroblastoma (SH-SY5Y). No teste in

vitro, o extrato reduziu o dano celular causado por 6-OHDA. No teste in vivo, a

agregação de α-sinucleína foi reduzida em animais tratados com 10 μg/ml de

extrato. Estes estudos demonstram a possibilidade de uso do extrato de U.

tomentosa na terapia contra a doença de Parkinson 109.

Nesse contexto, entre as possibilidades de atuação destas duas

espécies de Uncaria sobre os processos inflamatórios, torna-se relevante

avaliar seu efeito em um modelo experimental de neuroinflamação induzida por

LPS. Buscando, dessa forma, contribuir para a busca de novas intervenções

terapêuticas que possam auxiliar pessoas vítimas dessa enfermidade.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo desta dissertação foi avaliar os efeitos neuroprotetores do

extrato seco da Unha de Gato (Uncaria tomentosa e Uncaria guianensis) sobre

a memória, perda de neurônios e reatividade glial no hipocampo de ratos após

neuroinflamação crônica recorrente.

3.2 Objetivos específicos

Em animais tratados com extratos de unha de gato (30 e 100 mg/kg,

gavagem) e Lipopolissacarídeo (LPS, i.p), foram avaliados:

• Os parâmetros comportamentais de locomoção, bem como de memória

de curta e longa duração;

• Marcadores de apoptose (Caspase-3) e de neurônios maduros (NeuN);

• Marcador astrocitário: proteína ácida fibrilar glial (GFAP); e

• Marcador microglial: Iba1.
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS

O presente estudo representa uma parcela significativa de um projeto

mais abrangente, intitulado “Avaliação dos efeitos neuroprotetores de

diferentes frações da planta Uncaria tomentosa sobre as respostas de

neuroglia, neurogênese e memória em modelos animais para a

neuroinflamação e doença de Alzheimer”, aprovado pelo Comitê de Ética em

Pesquisa com Animais (CEUA) da UFCSPA (Parecer N° 280/20) (Anexo).

A partir desta iniciativa, conduzimos o modelo de neuroinflamação em

ratos Wistar, conforme detalhado nesta dissertação. Para complementar nossa

investigação, foram conduzidos testes comportamentais e análises de

imunofluorescência.

A base deste estudo é fundamentada no potencial efeito anti-inflamatório

dos gêneros de Uncaria, amplamente distribuídos na flora da América Central e

do Sul. Considerando os conhecidos efeitos da neuroinflamação SNC, torna-se

necessário o conhecimento de como a Unha de gato pode ser aplicada nesse

contexto. Desvendando os impactos da Unha de gato em modelos animais,

este estudo busca oferecer contribuições significativas, aptas a guiar futuras

intervenções terapêuticas em distúrbios neuroinflamatórios.
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5 Anexo
5.1 Parecer do Comitê de Ética da UFCSPA
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