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RESUMO

A dor neuropatica (DN) é causada por uma lesdo ou doenca do sistema nervoso
somatossensorial, que acomete cerca de 8% da populagdo mundial, sendo seu
manejo considerado um grande desafio, devido a sua complexidade e a auséncia de
medicagéo especifica. Na busca de novas terapias para a DN, surge neste cenario a
espécie vegetal Arrabidaea chica Verlot, conhecida popularmente por carajiru e
pariri, cujas propriedades anti-inflamatérias sdo cientificamente comprovadas. O
objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia do extrato etandlico e fragbes de A. chica
em modelo experimental de DN, induzida por compressédo do nervo ciatico em ratos
(Rattus novergicus). O extrato (EEAC) foi obtido a partir da maceragao do p6 das
folhas secas da planta com etanol, seguido do fracionamento com solvente de
diferentes polaridades, para a obtencdo das fracbes hexéanica (FH), cloroférmica
(FC), acetato de etila (FAE) e butandlica (FBU). A abordagem fitoquimica das
fracOes foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia para identificar a
presenga dos principais compostos nas FC e FAE. Para investigar o efeito do EEAC
e fracbes na DN foram realizados testes comportamentais para avaliar o grau de
hiperalgesia térmica, alodinia mecanica e atividade locomotora, além da
determinacao da concentracdo sérica das enzimas catalase, superéxido dismutase
(SOD), glutationa peroxidase e citocina IL-13. O tratamento foi realizado
diariamente, por via oral, com o EEAC (500 mg/Kg) e as fragdes (1mg /Kg), durante
10 a 15 dias. A gabapentina foi utilizada como farmaco padrdo nos experimentos. A
avaliagdo da hiperalgesia térmica mostrou que a administracdo do EEAC aumentou
significativamente o limiar de percepc¢ao de dor em 48,3% ao final do tratamento. Em
relagdo a alodinia mecéanica os animais tratados com o EEAC apresentaram
diminuicdo significativa de 48,6% e o0s grupos tratados com as FC e FAE
apresentaram melhora de 49,5% e 46,9%, respectivamente, na alodinia, ao final dos
tratamentos. Quanto a atividade locomotora (Rotarod), os animais induzidos com dor
neuropatica e tratados com o EEAC e fracoes apresentaram melhora significante da
marcha, reestabelecendo o escore de padrdo normal. Na avaliagdo comportamental
de descarga de peso (Weight bearing), os grupos tratados com as FC, FAE e FBU
apresentaram aumento do limiar nociceptivo em todos os tempos avaliados, sendo
que no 15° dia induziram um aumento de 73,7%, 41,4% e 43,1% no limiar
nociceptivo respectivamente. A avaliacdo do efeito antioxidante sistémico das
fracbes, mostrou que houve reducao de 88,1% na concentracdo de catalase com
ambas FC e FBU e, redugédo da atividade da enzima SOD pelas FC (85%), FH
(70%), FAE (60%) e FB (34%). Porém, nao houve alteracao na concentracao sérica
da glutationa peroxidase. As FAE, FBU, FH e FC também reduziram a citocina IL-1f,
com inibicdo de 57,8%, 51,4%, 51,2% e 24,7%, respectivamente. Os resultados
deste estudo sugerem que extrato etandlico de A. chica e suas fracbes apresentam
potencial terapéutico para o tratamento de dores neuropéticas e/ou como adjuvantes
no tratamento convencional das mesma.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Arrabidaea chica Verlot. Dor neuropatica.



ABSTRACT

Neuropathic pain (NP) is caused by an injury or disease of the somatosensory
nervous system, which affects about 8% of the world population. lts management is
considered a great challenge because its complexity and the absence of specific
medication. In the search for new therapies, Arrabidaea chica Verlot, popularly
known as carajird and pariri, whose anti-inflammatory properties are scientifically
proven, appears in this scenario. This study aimed to evaluate the efficacy of
ethanolic extract and fractions of Arrabidaea chica (A. chica) in an experimental
model of NP, induced by sciatic nerve compression in rats (Rattus norvegicus). The
extract (EEAC) was obtained from dried leaves of the plant extracted by maceration
with ethanol, followed by solvent fractionation of different polarities to obtain hexane
(FH), chloroform (CF), ethyl acetate (FAE) and butanolic (FBU). The phytochemical
approach of the fractions was performed by high performance liquid chromatography
to identify the presence of the main compounds in AED and CF. To investigate the
effect of EEAC and fractions on NP, behavioral tests were performed to evaluate the
degree of thermal hyperalgesia, mechanical allodynia and locomotor activity, as well
as the determination of the serum concentration of the enzymes catalase, superoxide
dismutase (SOD), glutathione peroxidase and cytokine IL-1B. The treatment was
performed daily, orally, with EEAC (500 mg/kg) and fractions (1mg / kg) for 10 to 15
days. Gabapentin was used as the standard drug in the experiments. The evaluation
of thermal hyperalgesia showed that EEAC significantly increased the pain
perception threshold by 48.3% at the end of treatment. Considering mechanical
allodynia, the rats treated with the EEAC showed a significant decrease of 48.6%
and those treated with the CF and FAE showed improvement of 49.5% and 46.9%,
respectively, in allodynia. Regarding locomotor activity (Rotarod), the animals treated
with EEAC and fractions showed a significant improvement in gait, reestablishing
normal pattern score. In the behavioral evaluation of weight-bearing, the groups
treated with CF, FAE and FBU presented nociceptive threshold increase at all times
evaluated. On the 15™ day, they induced an increase of 73.7%, 41.4% % and 43.1%
in nociceptive threshold. The evaluation of the systemic antioxidant effect of the
fractions showed that there were a reduction of 88.1% in catalase concentration, with
both FC and FBU, and a reduction of SOD activity by CF (85%), FH (70%), FAE
60%) and FBU (34%). However, there was no change in the serum concentration of
glutathione peroxidase. FAE, FBU, FH and CF also reduced cytokine IL-1B, with
inhibition of 57.8%, 51.4%, 51.2% and 24.7%, respectively. In conclusion, the results
of this study suggest that ethanolic extract of A. chica and its fractions present
therapeutic potential for the treatment of neuropathic pains and/or as adjuvant in the
conventional treatment of them.

Keywords: Medicinal plants. Arrabidaea chica Verlot. Neuropathic pain.
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LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

(AICl3) - Cloreto de aluminio

(HO.-) - Anion hidroxil

(0, - Radical superdxido

(O2..) - Anion superéxido

AMPA - Acido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropiénico
CAT- Catalase

CLAE/UV-Vis - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de Ultravioleta
visivel

CO, . Di6xido de Carbono

COX-2 - Ciclooxigenase-2

CuSO, .5H,0 - Sulfato de cobrepentahidratado

DLso - Dose letal 50%

DN - Dor neuropatica

DNA - Acido dexoribonucleico

EDTA - Acido etilenodiaminotetra-acético

EEAC - Extrato etandlico das folhas de Arrabidaea chica Verlot
EFNS - European Federation of Neurological Societies
FAE - Fracdo acetato de etila

FBU - Fracao butandlica

FC - Fragéo cloroférmica

FH - Fragdo hexanica

GABA - Acido gama amino butirico

GPx - Glutationa peroxidase

GSH - Glutationa reduzida

GSSG - Glutationa oxidada

GST - Glutationa S-transferase

H.O- - Perdxido de hidrogénio

IASP - Associagéo Internacional para o Estudo da Dor
IL-33 - Interleucina-33

IASP - International Association for the Study of Pain



IL-1B - Interleucina-1p3

IL6 - Interleucina 6

IRDN - Inibidores da recaptagéo de dopamina e noradrenalina.
IRSN - Inibidores da recaptacao de serotonina e noradrenalina.
KNaC,H,O, .4H,O - Tartarato de sodio e potassio tetrahidratado

LNRP - Limiar nociceptivo de retirada da pata

LNRPA - Limiar nociceptivo de retirada da pata afetada
LNRPC - Limiar nociceptivo de retirada da pata contralateral
NaHCO, - Bicarbonato de sddio

NaOH - Hidréxido de sédio

NeuPSIG - Neuropathic Pain Special Interest Group

NMDA - N-metil-D-aspartato

NO - Oxido nitrico

PGE — Prostaglandinas

PNPIC - Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
PNPMF - Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
PNPMF - Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
PPA - Peso da pata afetada

PPC - Peso da pata contralateral

ROS - Espécies reativas de oxigénio

SOD - Superéxido dismutase

TFLT - Teor de flavonoides totais

TFT - Teor de fendlicos totais

TNFa - Fator de necrose tumoral a

UVA - Ultravioleta A

UVB - Ultravioleta B

V.o. - Via oral
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1 INTRODUGCAO

Ao longo do processo histérico evolutivo do homem, as plantas medicinais
sempre desempenharam papel importante na busca pelo alivio dos seus males,
sendo considerada como 0s primeiros recursos terapéuticos utilizados a partir de
experiéncias populares disseminadas pelas diferentes etnias ao redor do mundo
(RODRIGUES; CARVALHO, 2014). Nesse sentido, a Organizacao Mundial de
Saude (OMS) considera que 80% da populacdo mundial faz uso de algum tipo de
planta medicinal (CARNEIRO et al., 2014).

Os compostos derivados de planta sdo empregados na terapia moderna,
além de desempenhar um papel importante para a sintese de moléculas mais
complexas. Estima-se que cerca de 30% dos medicamentos disponiveis sao
derivados de fontes naturais, principalmente de plantas e microrganismos. Em
algumas areas terapéuticas, por exemplo, na oncologia a quantidade de
medicamentos derivados de plantas atinge 60% (NEWMAN; CRAGG, 2016;
MISHRA; TIWARI, 2011).

A Dbiodiversidade brasileira esta entre as maiores do mundo
compreendendo mais de 45.000 espécies de plantas superiores (20-22% do total
existente no planeta), 4.747 algas, 1.524 de bridfitas, 5.652 fungos, 30
gimnospermas, 1.239 samambaias e licéfitas e 32.715 angiospermas
(GONGCALVES, 2014).

Em funcéo desta biodiversidade, da grande influéncia de sua colonizagéao
étnica, e/ou por representar como um recurso acessivel aos cuidados basicos de
saude, a populacao brasileira tem uma longa tradicdo no uso de plantas medicinais
para o tratamento de diferentes doencas agudas e crbnicas. Muitas destas plantas
na forma de infuso ou decocto de suas folhas, caules e raizes sédo utilizadas para o
controle de diferentes tipos de dores, muitas das quais tem trabalhos cientificos
comprovando essas acoes (VALLI et al., 2013; DUTRA et al., 2016).

Dentre essas espécies, destacamos Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.)
Verlot da familia Bignoniaceae, conhecida popularmente por varios nomes nas
regides Norte e Nordeste do Brasil, mais especialmente como carajiru e pariri, e é
amplamente utilizada na medicina tradicional como planta medicinal para tratar
processos inflamatérios, dores abdominais, disturbios gastrointestinais, enterocolite,
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leucemias, anemias (CORREA, 1984), infeccdes flngicas e herpes, assim como
utilizada na limpeza de feridas crénicas (LORENZI; MATOS, 2002).

A espécie Arrabidaea chica compde a Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Saude (RENISUS) publicada pelo
Ministério da Saude em 2009 com finalidade de orientar estudos e pesquisas que
possam subsidiar a elaboracdo de um elenco de plantas medicinais e fitoterapicos a
serem disponibilizados para uso da populagdo, com seguranca e eficacia para o
tratamento de determinada doenca (BRASIL, 2009).

A RENISUS consta de 71 plantas que fazem parte das a¢cdées normativas
e regulamentorias do Ministério da Saude, baseada nas diretrizes da OMS, com
destaque a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF)
(BRASIL, 2006a), Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares
(PNPIC) (BRASIL, 2006b), e o Programa Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos (PNPMF) (BRASIL, 2009), que visam garantir a populagao brasileira o
acesso seguro e o uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o
uso sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da
industria nacional.

Estudos farmacolégicos e biolégicos de A. chica demonstram acdes
hipotensora, anti-inflamatéria, diurética, cicatrizante, antimicrobiana, antitumoral,
antioxidante e antiprotozéaria (LIMA et al., 2010; JORGE et al, 2008,
CARTAGENES et al.,, 2009; AMARAL et al., 2012, RODRIGUES et al., 2014,
MICHEL et al.,, 2015), mas nao encontramos dados publicados de acao
antinociceptiva da espécie vegetal na profilaxia e tratamento da dor neuropatica em
modelo animal.

A dor neuropatica € uma categoria clinica causada por lesdo ou doenca
do sistema nervoso somatossensorial e inclui varias condigbes cronicas que, em
conjunto, atingem até 8% da populacdo mundial (GILRON; BARON; JENSEN,
2015). E uma patologia debilitante que afeta a qualidade de vida, a saude fisica e
mental dos pacientes e representa um grande desafio no seu manejo clinico
(SCHMADER, 2002; GILRON; BARON; JENSEN, 2015).

Devido a complexidade dos mecanismos envolvidos na dor neuropatica,
nao dispomos no mercado de medicamentos ideais, com farmacos especificos que
apresente uma acgao periférica e central com o minimo de efeitos adversos
(BAHAREH; HOSSEIN, 2012). Considerando ainda o grande impacto
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socioeconémico decorrente da dor neuropatica, é essencial o desenvolvimento de
novos antinociceptivos seguros com efeitos colaterais reduzidos, para o emprego de
terapias eficazes, com menos efeitos adversos e que proporcionam uma maior
adesao ao tratamento pelos pacientes.

Nessa perspectiva, a espécie vegetal A. chica Verlot, aparece como uma
fonte promissora nas pesquisas de substancias ativas com potencial que possam
garantir uma terapia eficaz e segura para tratamento da dor neuropatica. Sendo
assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia da atividade antinociceptiva do
extrato e das fragces de A. chica Verlot, em modelo experimental de dor neuropatica

em ratos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Espécie vegetal Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) Verlot

A familia Bignoniaceae a qual pertence a espécie vegetal A. chica (Humb.
& Bonpl.) Verlot esta representada com cerca de 120 géneros e 800 espécies
distribuidas principalmente nas regides tropicais e subtropicais do planeta com dois
grandes centros de distribuicdo geografica, no Brasil e o Continente Africano
(LORENZI; MATOS, 2002).

No Brasil, a familia apresenta-se com o maior nimero de espécies,
ocorrendo desde a Amazédnia até o Rio Grande do Sul, ndo possuindo um habitat
unico, podem ser encontradas no Cerrado, Mata Atlantica e Amazénica (GENTRY,
1990; JOLY, 1993).

A. chica Verlot (FIGURA 1) é uma planta arbérea disseminada do sul do
México ao Brasil, particularmente na Bacia Amazénica (CORREA, 1931;
TAKEMURA et al., 1995), conhecida popularmente por varios nomes nas diversas
etnias e tribos indigenas das regides Norte e Nordeste do Brasil como: carajird, cipd
cruz, pariri, crajiru, carajuru, coa-pyranga, guajuru, guajuru-piranga, pyranga
(CORREA, 1931; 1984; VAN DEN BERG, 2003) e tem como sinénimos cientificos:
Fridericia chica (Bonpl.) L.G. Lohmann, Lundia chica (Bonpl.) Seem, e Bignoniachica
Bonpl.

Figura 1 - Aspecto geral de Arrabidaea chica (H&B) Verlot cultivada no Horto Medicinal do Herbario
Atico Seabra na Cidade Universitaria Dom Delgado, Universidade Federal do Maranhao (UFMA).
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Os nativos amazonicos utilizam um corante vermelho obtido por decocgéo
ou por fermentagdo das folhas frescas de Arrabidaea chica, para tingir fibras de
palmeira amazonica e para fazer pinturas faciais e corporais, que fazem parte dos
rituais nativos e dos eventos de vida indigena. As pinturas constituem peles distintas
ou "sociais" que denotam organizagao social e relacées com a natureza (LORENZI;
MATOS, 2002). Esses habitantes tradicionalmente usam o cha das folhas de A.
chica para tratar inflamacao da pele, disturbios gastrointestinais, dores abdominais,
diarreia sanguinolenta, enterocolite, leucemia, anemia e albumintria (CORREA,
1984). Além disso, os indios da Amaz6nia usam a decocc¢ao das folhas para limpar
feridas crénicas e tratar infeccdes fungicas e herpes (LORENZI; MATOS, 2002).

As mulheres da tribo Ingaric6, no Rio Cotingo, em Roraima, Brasil,
utilizam as folhas de A. chica misturada com O6leo aromatico para dar brilho e
perfume a pele (JUNIOR, 1981).

Devido as propriedades cicatrizantes e anti-inflamatéria, o extrato de
crajiru é indicado para tratamento de acnes, através de sabonetes (COSTA; SILVA,
1989). O extrato de A. chica também pode ser utilizado em cremes e xampus
(REVILLA, 2002).

Investigacbes etnobotanicas tém mostrado que o cha das folhas de A.
chica é utilizado tradicionalmente no tratamento de diversas doengas como: Ulceras,
cblicas intestinais, afec¢cbes da pele, anemias e leucemias, piodermites,
enterocolites, albumindria, conjuntivite, diabetes mellitus e ictericia. Algumas tribos
amazonicas a utilizam contra conjuntivite, picadas de insetos e para fazer tatuagens
(BORRAS, 2003; BARBOSA, et al., 2008).

No estado do Maranhao, regidao Nordeste do Brasil, onde é conhecida
como pariri, esta espécie vegetal é empregada no tratamento de célculos renais,
colicas abdominais e da hipertensao arterial sistémica (REGO, 1995).

A espécie apresenta diversas variedades, que se distinguem pela
morfologia das folhas (CORREA, 1984; BEHRENS; TELLIS; CHAGAS, 2012).

A. chica é facilmente cultivada e tem rapido crescimento. No estado do
Amazonas, a variedade que predomina no uso tradicional é conhecida como
variedade |, de acordo com a Embrapa Amazénia Ocidental. As folhas desta
variedade sdo finas e crescem para cima, tornando A. chica adequada para cultivo
em jardins. Outras variedades (denominadas variedades Il e lll) tém folhas mais
largas com tendéncia a crescer horizontalmente. As trés variedades de A. chica tém
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coloracdo verde quando frescas, mas ap6s a secagem tornam-se vermelhas
acastanhadas. A coloragdo avermelhada é devido a oxidacao natural dos
componentes que estdo presentes na planta (SCHIOZER et al., 2012).

Em 1927, Chapman e colaboradores foram os primeiros pesquisadores a
estudar as folhas frescas de A. chica e isolaram um pigmento vermelho, o qual era
usado pelos indios em suas pinturas corporais e o identificaram como uma 3-
desoxiantocianidina, a carajurina, substdncia da classe das antocianinas
(CHAPMAN; PERKING; ROBINSON, 1927). Por sua vez, Grenard (1987) publicou
que as propriedades tintoriais da espécie sao devidas a dois pigmentos flavénicos: a
carajurina, que € o pigmento principal e a carajurona. Em 1998, Harborne e Willians
propuseram que a ocorréncia do pigmento carajurina na familia Bignoniaceae era
provavelmente restrita a espécie A. chica (HARBORNE; WILLIANS, 1998).

Takemura et al. (1995) isolaram das folhas a carajuflavona (6,7,3',4'-
tetrahidroxi-5-metoxiflavona), além de luteolina. Em 2008, Barbosa e colaboradores
detectaram no extrato etandlico das folhas, as seguintes classes de metabdlitos
secundarios: antocianidinas, antocianinas, antraquinonas, catequinas, acidos
organicos, acucares redutores, esteroides, xantonas, taninos, flavandis, assim como
isolaram deste extrato dois flavonoides, o canferol e vicenina-2 (BARBOSA et al.,
2008).

Zorn et al. (2001) isolaram via fracionamento biomonitorado das folhas de
A. chica, as 3-desoxiantocianidinas; 6,7,3'-trihidroxi-5,4'-dimetoxi-flavilium, 6,7,3',4'-
tetrahidroxi-5-metoxi-flaviium e a conhecida 6,7-dihidroxi-5,4'-dimetoxi-flavilium
(carajurina) e a flavona acacetina, além da revisdo da estrutura da carajurona,
enquanto Devia et al. (2002) isolaram 02 novas substancias: 3-deoxiantocianidinas
(6,7,3’,4’-tetrahidroxi-5-methoxiflavilium e 6,7,4’-trihidroxi-5-methoxiflavilium) além de
confirmar a estrutura da carajurina, que ja havia sido previamente isolado das
folhas secas de A. chica.

Abordagem fitoquimica da tintura das folhas de A. chica indicou a
presenga de classes quimicas tais como: agucares redutores, antocianidinas,
antocianinas, antraquinonas, esteroides, triterpendides, fendis, flavanonais,
flavanodis, flavanonas, saponinas e taninos catéquicos (ALVES et al., 2010),
resultados corroborados por Ribeiro et al. (2012).
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Recentemente Cortez de Sé& et al. (2016) demonstraram a presenca de
triterpenos, compostos fendlicos, flavonoides, taninos e antocianinas nas folhas e
flavonoides, taninos e antocianinas nos caules da espécie.

A presenca de cdélcio, fésforo, manganés e ferro foi demonstrada no
extrato aquoso da espécie por Kalil Filho, Kalil e Luz (2000) e Paes (2004).

Amaral et al. (2012) isolaram do extrato etandlico das folhas de
Arrabidaea chica, a flavona luteolina, que demonstrou acao diurética.

Os teores de polifendlicos e flavonoides totais nas folhas foram
determinados, com valores de 10,2 mg/g e 0,06 mg/g, respectivamente por Silva et
al. (2007).

Schiozer et al. (2012) utilizaram impresséo digital via espectrometria de
massas com ionizacao por eletrospray (ESI(+)-MS) para diferenciar variedades de
Arrabidaea chica, cultivadas na regido Amazdnica, usando 3-desoxantocianidinas
presentes nas folhas como marcadores e verificaram diferentes intensidades
relativas destas substancias em cada variedade.

Usando método extrativo com CO; supercritico seguido de etanol e agua
como solventes, pesquisadores obtiveram melhores rendimentos exirativos das
folhas de A. chica com maiores concentracbes de compostos fendlicos,
especialmente as 3-desoxiantocianidinas e da flavona, luteolina (PAULA et al., 2013;
2014).

A composicao fendlica do extrato etandlico antioxidante das folhas de
Arrabidaea chica foi determinada utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detector de arranjo de diodos (LC-DAD) e cromatografia liquida de alta
eficiéncia, acoplado a ionizacdo por electrospray, acoplado a espectrometria de
massas sequencial (LC-ESI-MS/MS), identificando as substancias: isoscutelareina,
6-hydroxiluteolina, hispidulina e escutelareina (SIRAICH et al., 2013a).

Rodrigues et al. (2014) identificaram do extrato hexanico das folhas de A.
chica por cromatografia gasosa acoplada com espectrometria de massas (CG/EM)
acidos graxos (acido n-hexadecandico, acido octadecandico, acido linoleico, e acido
linolénico), esterdides (estigmasterol, gamma-sitosterol e campesterol), além de fitol
e vitamina E. Os autores demonstraram ainda que uma fracdo deste extrato é
bioativa as formas promastigotas de Leishmania amazonensis e L. infantum.

Os estudos farmacolégicos e biolégicos de extratos e fracdes das folhas
de A. chica, ja comprovaram diversas acdes. Acao antiedematogénica em
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camundongos (ANDRADE et al.,1997), antimicrobiana (LIMA et al., 2003);
antifungica (Trichophyton mentagrophytes) do extrato etanodlico das folhas de A.
chica e sugerem que as quinonas e xantonas presentes no extrato estao
relacionadas a acdo (BARBOSA et al., 2008) e na inibicdo do crescimento de
Candida albicans (RIBEIRO, 2008), hipotensora, € que 0os mecanismos envolvidos
na hipertensao arterial decorre do bloqueio dos canais de célcio tipo L.
(CARTAGENES, 2009; CARTAGENES et al., 2009; CARTAGENES et al., 2014);
antiangiogénica (GARRIDO, 2006) e anti-hepatotoxica (SOUSA, 2013).

Ha evidéncias que uma formulagdo em gel de extrato das folhas de A.
chica apresentou agao cicatrizante (PAES, 2004). Mais tarde estudos confirmaram a
acao cicatrizante do extrato etandlico em modelos de cicatrizagdo, dérmica e
gastrica, em ratos diabéticos, assim como o estudo da influéncia da técnica de
microencapsulacdo do exirato na preservacao da atividade cicatrizante, evidenciada
através de estudos em cultura de fibroblastos, sintese do colageno e estimulo a
vascularizacdo demonstrando, portanto, ag¢des antiulcerogénicas e cicatrizantes
(JORGE, 2008; JORGE et al., 2008; JORGE, 2013).

Estudos de Jorge et al. (2008) observaram ainda uma aceleragao da
cicatrizagdo da pele ap6s o uso do extrato das folhas de A. chica padronizado com
as antocianinas carajurina e carajurona. Sousa (2013) demonstrou a estabilidade do
extrato seco e formulacdes de bases semissolidas, contendo A. chica para uso em
cicatrizacao.

Por sua vez, Aro et al. (2013) confirmaram que aplicacéo topica do extrato
etandlico de A. chica melhorou a organizagéao das fibras de coladgeno em lesdes do
tenddo calcaneo em modelo animal, favorecendo a cicatrizagéo.

O extrato etandlico das folhas e as fracoes diclorometanica e acetato de
etila deste extrato apresentaram acdo antioxidante. As fracbes hexanica,
diclorometanica e acetato de etila, além luteolina, flavona isolada da fragao
diclorometanica demonstraram acao diurética (AMARAL et al., 2012). Mais tarde
Siraich et al. (2013a), utilizando varios modelos antioxidantes, confirmaram a agao
antioxidante. Esta atividade pode ser atribuida pela presenca de varios compostos
no extrato vegetal (isoscutelareina, 6-hidroxiluteolina, hispidulina, scutelareina,
luteolina e apigenina). Estudos também demonstraram agéo foto protetora contra a
radiacdo UVA + UVB, sugerindo um potencial uso na industria cosmética (SIRAICH
et al., 2013b).
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Atividade antitumoral tanto in vitro como in vivo foram demonstradas em
extratos de A. chica. Lima et al. (2010) analisaram o extrato metandlico hidrolisado,
com maior concentracdo de carajurina, 0 qual apresentou acao antiproliferativa
seletiva para as células tumorais (NCI-460 - pulmao e MCF-7 - mama). Ribeiro et al.
(2012), utilizando modelo in vivo com o0s extratos etandlico e aquoso (via oral)
demonstraram redugao do desenvolvimento do tumor de Ehrlich.

Atividade anti-inflamatéria foi descrita usando varias abordagens
experimentais e sistemas. Oliveira et al. (2009) demonstraram através da analise
histopatoldgica que o extrato aquoso de A. chica possui atividade inibitéria para o
infiltrado de granuldcitos e miocitdlise induzidos pelas toxinas dos venenos das
serpentes amazénicas Brothrops atrox e Crotalus durissus ruruima.

Michel et al. (2015) sugerem uma nova atividade inibitéria do extrato de A.
chica no componente angiogénico de tecido recém-formado, assim como a agao
anti-inflamatéria. O uso do extrato aquoso e etandlico em ratos com implante de
esponja reduziram o teor de hemoglobina e inibiram o influxo de neutréfilos nos
implantes além de mostrar atividade antiproliferativa e como agente antitumoral.
Essa atividade estda associada a uma acdo pro-apoptética observada pela
fragmentacao do acido dexoribonucleico (DNA) das linhagens de células HL60 e
Jurkat. O potencial farmacologico do extrato de A. chica pode ser atribuido aos
compostos luteolina e canferol da classe dos flavonoides.

Estudos realizados por Rodrigues et al. (2014) sugerem acao
antiprotozdaria da fragdo B2 do extrato hexanico de A. chica contra Leishmania
amazonensis e L. infantum e que os acidos graxos e esteroides presentes no extrato
estdo envolvidos na atividade antileishmanial. Cortez de Sa et al. (2016)
demonstraram que o extrato etandlico das folhas de A. chica apresenta acao
leishmanial nas formas promastigotes de Leishmania amazonenses.

Estudos de toxicidade tornam-se essenciais para conhecer o potencial
terapéutico e a toxicidade das plantas medicinais. No caso das plantas medicinais os
seus riscos toxicologicos devem ser observados (CAMPOS et al., 2016).

Longo (2007) realizou no extrato aquoso e fragbes (cloroférmica e
butandlica) das partes aéreas da A. chica avaliacdo mutagénica, genotdxica/
antigenotoxico através do teste cometa in vitro e in vivo. Testes in vitro
apresentaram genotoxicidade no extrato bruto, mas nos testes in vivo o extrato bruto

e fragbes nado apresentaram genotoxicidade nos dois tratamentos. Na avaliagéo
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antigenotoxica os extratos brutos e as fragdes cloroférmica e butandlica protegeram
o DNA contra danos gerados pelo peroxido de hidrogénio. O extrato bruto e fracbes
ndo apresentaram mutagenicidade no teste de micronucleos em medula 6ssea de
camundongos.

Testes de toxicidade aguda realizados in vivo com o extrato etandlico A.
chica com doses nas concentracdes (0,5 a 2,0 g/Kg) nao evidenciaram nenhum sinal
ou sintoma de toxidade ou alteragdes histopatolégicas (CARTAGENES et al., 2014;
MAFIOLETI et al., 2013; SANTOS et al., 2013).

Diante do exposto, ressalta-se que nao foi encontrado na literatura
especializada o uso do extrato etandlico de A. chica com agédo antinociceptiva no
tratamento da dor neuropatica o que justifica o interesse do nosso grupo Laboratério
Experimental de Estudo da Dor (LEED) em estudar a acdo antinociceptiva do extrato

e suas fracoes na dor neuropatica em ratos.
2.2 Dor neuropatica

A dor desempenha um importante papel fisiol6gico de protecao frente a
um estimulo danoso ou nocivo, tornando-se essencial a vida. Ela pode persistir
mesmo com a solugcdo da causa inicial e tornar-se mais que um sintoma, uma
doenca (MACHELSKA, 2011). Os mecanismos moleculares e celulares que estao
subjacentes ao seu desenvolvimento e manutencdo ndo sao completamente
compreendidos, mas envolvem excitabilidade anormal no corno dorsal da medula
espinhal (FREYNHAGEN; BENNETT, 2009).

A Associacao Internacional para o Estudo da Dor (IASP) define a dor
neuropatica (DN) como sendo “[...] causada por uma lesdo ou doenca do sistema
nervoso somatossensorial [...]" sendo normalmente manifestada por dor intensa e
persistente, podendo ser espontdnea, associada a sensagdes de queimacdo e
alfinetadas, hiperalgesia e/ou alodinia (JENSEN; BARON; HAANPAAM, 2011).

A DN é uma dor ndo-adaptativa decorrente da estimulacdo inadequada
dos nociceptores que sao terminagdes nervosas livres, localizados na pele e em
diversos tecidos do corpo sensiveis a estimulos, sejam eles mecanicos, térmicos e
quimicos (ROWLAND; PEDLEY, 2011). Além do sofrimento relacionado com a DN
ha associacdo com depressao, disturbios do sono e alteracdes na capacidade
funcional dos pacientes. E uma dor cronica debilitante que afeta a qualidade de vida,
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a saude fisica e mental dos pacientes e representa um grande desafio no seu
manejo clinico (GILRON; BARON; JENSEN, 2015).

Os dados epidemioldgicos da DN sao particularmente dificeis, devido a
diversidade de entidades clinicas relacionadas ao estudo. No entanto, a validacéao
de uma série de ferramentas de avaliacdo para a identificacdo da dor com
caracteristicas neuropaticas (BOUHASSIRA; ATTAL, 2011; HAANPAA et al., 2011;
GILRON; BARON; JENSEN, 2015), tem facilitado os estudos epidemiol6gicos que
estimam a prevaléncia de dor neuropéatica em torno de 7% a 8% da populagédo
mundial (BOUHASSIRA et al., 2008; TORRANCE et al., 2006).

No Brasil, a prevaléncia esta estimada em 5% da populacdo (SCHMIT et
al., 2009). Estudo realizado por Morais Vieira et al. (2012) na cidade de S&o Luis —
MA em 2011, apresentou uma prevaléncia de 10% na amostra estudada.

A DN resulta em uma neuroplasticidade central e periférica que inclui
alteracoes na expressao e funcao dos canais de sodio, aumento do influxo celular de
célcio, alteragdo das respostas ao glutamato, reestruturacdo organizacional celular,
dentre outros fatores (BASBAUM et al., 2009; COSTIGAN; SCHOLZ; WOOLF, 2009;
AUSTIN; MOALEM, 2010; COHEN; MAOQO, 2014).

As alteracbes neuronais responsaveis pela DN ja sdo conhecidas e
englobam a geragao anormal de impulsos nervosos nas fibras de pequeno calibre do
tipo C e Ad, plasticidade neural, a formagao de novos engramas de fibras nervosas
em locais ndo usuais, o brotamento de fibras do sistema nervoso periférico
simpatico, a diminuicdo da atividade ou perda dos neurdnios inibitorios, a
intensificagdo da atividade facilitadora descendente e a diminuigdo da atividade
inibitéria descendente da transmissao dolorosa (LEONARD et al., 2009).

Essas alteragbes sdo acompanhadas por mudangas na sintese de
neurotransmissores e na expressao e na sinalizagao de receptores e canais idnicos,
levando a sensibilizacao periférica e central, que se caracteriza pela diminuigcdo do
limiar doloroso e aumento da resposta aos estimulos centrais e periféricos
(MACHELSKA, 2011).

A leséo inicial do nervo obedece a cascata inflamatéria que resulta no
aumento da perfusdo local, no aumento da permeabilidade capilar e na
concentragdo e ativagdo das ceélulas imunoldgicas inatas. No entanto, substancias
imunoativas liberadas no local da lesdo podem iniciar uma reacdo imunoldgica

sistémica pela ativagdo das células da micréglia e astrécitos, células gliais
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localizadas na medula espinhal e no cérebro, que parecem ter grande importancia
na nocicep¢ao (VALLEJO et al., 2010).

Os mecanismos fisiopatoldgicos da dor neuropatica envolvem uma série
de eventos decorrentes da reorganizagdo da medula espinhal a partir de alteragbes
na transmissao sinaptica provocada pela lesdo e ativacdo dos neurdnios intactos e
células gliais (astrocitos e micrdglia) (INOUE; TSUDA, 2009; AKIMOTO; HONDA et
al., 2013). A alteragdo das células da glia ativa citocinas pré-inflamatorias
nociceptivas como o fator de necrose tumoral-a (TNF-a), a interleucina-1$ (IL-18) e a
interleucina-33 (IL-33) que séao liberadas e por sua vez ativam e / ou sensibilizam
neurdnios nociceptivos na medula espinhal, contribuindo para o surgimento da dor
neuropatica (MILLIGAN; WATKINS, 2009; MALEK et al., 2015; LONGHI-BALBINOT
et al., 2016; ZARPELON et al., 2016). Além disso, ocorre aumento da expressao dos
canais de ions de sédio e célcio que induz descargas ectopicas nesses neurbnios,
promovendo a ativacdo dos receptores dos neurbnios da haste dorsal central,
inicialmente do receptor de AMPA (&cido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolepropidnico).

Os receptores de AMPA quando ativados promovem uma despolarizacao
que permite eliminar o bloqueio exercido pelo magnésio sobre o canal de ions do
receptor de NMDA (N-metil-D-Aspartato), ocasionando a entrada de ions de célcio
nos neurdnios. A estimulacdo potencializada e continua dos receptores de NMDA
nos neurdnios do corno posterior da medula espinhal produz sensibilizacao central
(WOOLF, 2011).

Assim, alteragdes nos canais ibnicos, receptores e sinapses nervosas,
bem como na distribuicdo de neurotransmissores e neuromediadores, permitem que
0s neurbnios periféricos e centrais atinjam o limiar de despolarizacdao de forma
precoce, gerando descargas ectopicas que se amplificam e ativam células vizinhas,
caracterizando a dor crénica (KRAYCHETE; CALASANS; VALENTE, 2006).

Os sinais e sintomas da dor neuropdtica podem ser positivos e/ou
negativos (QUADRO 1), sendo que os negativos consistem em reducao ou perda da
sensibilidade tatil, vibratéria, térmica e dolorosa e o0s positivos podem ser
espontaneos ou evocados (BARON; BINDER; WASNER, 2010).
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Sintomas Dor espontanea Sensacao dolorosa sem estimulo aparente
Alodinia Dor gerada por um estimulo ndo doloroso
Hiperalgesia Dor exagerada a um estimulo doloroso
Evocados Moderado
Positivos Disestesia Sensacao dolorosa desagradavel
Espontaneos espontanea
Parestesia Sensacao anormal ndo dolorosa
Hipoestesia Diminuigao da sensibilidade a estimulos,
excluindo os sentidos especiais
Anestesia Perda total da sensibilidade
Negativos | Analgesia Auséncia de dor em resposta a estimulos
normalmente doloroso
Hipoalgesia Resposta diminuida a um estimulo
doloroso moderado

Fonte: Adaptado de Baron, Binder e Wasner (2010).

O tratamento farmacoldgico da dor neuropatica requer uma abordagem

interdisciplinar. Neuropathic Pain Special Interest Group (NeuPSIG), International

Association for the Study of Pain (IASP) e a European Federation of Neurological

Societies, (EFNS)

atualizaram as diretrizes do consenso de

farmacoldgico da dor, onde propde um tratamento gradativo (QUADRO 2).

tratamento

Quadro 2 - Tratamento farmacolégico da dor neuropatica, adaptado das diretrizes para o tratamento
da dor neuropatica segundo Neuropathic Pain Special Interest Group

Farmacos de primeira linha
Antidepressivos triciclico (ATC), Nortriptilina
aminoacidos secundarios. Desipramina
Tratamento sistémico | Antidepressivos Amitriptilina

Inibidores da recaptacéo da

. L O¥E Duloxetina
serotonina e norepinefrina

Anticonvulsivantes

Ligandos a2-6 do canal de calcio | Gabapentina

Pregabalina

Tratamento tépico

Analgésico local

Amina do tipo amida Lidocaina

Farmacos de segunda

linha

Tratamento sistémico

Morfina
Opidides fortes Oxicodona

Metadona

Fentanil
Opidides fracos Tramadol

Farmacos de terceira |

inha

Tratamento sistémico

Antidepressivos

Inibidores da recaptacao de
dopamina e noradrenalina (IRDN). Bupropiona

Inibidores da recaptacédo de Citalopram

serotonina e noradrenalina (ISRS). [ paroxetina

Anticonvulsivantes

Carbamazepina

Lamotrigina

Oxcarmazebina

Topiramato

Acido valproico

Fonte: Adaptado de Attal et al. (2010) e Dworkin et al. (2010).
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O primeiro passo consiste na avaliacao e diagnéstico da dor. Nesta fase,
sdo estabelecidas a causa provavel e o tratamento, assim como o0s agravos
relevantes que influenciam no tratamento. Na etapa seguinte, tem inicio o tratamento
de comorbidades responsaveis pela dor neuropatica onde s&o administradas
medicacdes de primeira linha para o controle sintomatico. Em paralelo, podem ser
associados possiveis tratamentos nao farmacolégicos. Na terceira etapa, a dor é
reavaliada. Se recorrente, toma-se a decisdo de continuar o tratamento. Na quarta
etapa é escolhida uma alternativa de uso de medicamento de segunda, terceira ou
quarta linha. Em alguns casos especificos, devera ser associado um medicamento
de segunda linha ao de primeira linha (ATTAL et al., 2010; DWORKIN et al., 2010).

Entre os anticonvulsivantes a gabapentina apresenta eficacia e
tolerabilidade, porém, produz efeitos adversos dependendo da dose. Esta
relacionada com o GABA, um neurotransmissor modulador da dor. Ela atravessa a
barreira hematoencefalica, se liga a subunidade 02-6 de canais de calcio de
voltagem dependentes, diminuindo a libertagdo de glutamato, noradrenalina e
substancia P, por diminuigdo do influxo de calcio para as células (DWORKIN et al.,
2010; JENSEN; FINNERUP, 2007).

2.3 Mecanismos oxidativo e dor neuropatica

O desequilibrio entre a producdo e as manifestacbes de substancias
reativas do oxigénio e/ou nitrogénio e a capacidade de defesa antioxidante do
sistema biolégico de detoxificar danos causados pelos radicais livres € denominado
de estresse oxidativo (OLIVEIRA; SCHOFFN, 2010).

A toxicidade oxidativa é o principal fator da perda neuronal nas doencas
neurodegenerativas. Nos nociceptores periféricos, as substancias reativas ao
oxigénio (ROS) modulam atividade dos canais de sodio, que aumentam a atividade
nos nociceptores, como na dor neuropética aguda (KRISHNAN et al., 2005; LAI et
al., 2005).

Antioxidantes sdo compostos que previnem substancias quimicas e
bioldgicas dos danos oxidativos produzidos pelas substancias reativas ao oxigénio
(ROS), como hidroxil (HO«-), anion superdxido (Oze-), peréxido de hidrogénio (H205),
e oxido nitrico (NO). Nos processos inflamatérios e isquémicos essas substancias
sdo produzidas em excesso como isso O organismo langa mao do sistema
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antioxidante enddégeno ou ainda do exdgeno. O enddgeno inclui defesas enzimaticas
como superoxido dismutase (SOD) que catalisa a desmutagédo do O2-", convertendo-
o em H>O,, que é menos reativo e pode ser degradado por outras enzimas, catalase
(CAT) que catalisa a agua e oxigénio para formacdo de H>O, e a glutationa
peroxidase (GPx) que catalisa a reducao do H>O, e perdxidos organicos para o seu
alcool correspondente, sendo que a glutationa opera em ciclos entre a sua forma
oxidada e a sua forma reduzida. Existem ainda as defesas ndo enzimaticas como as
proteinas (ferritina) que se ligam ao ferro, os uratos e os tidis proteicos do plasma,
que muitos contribuem para apreensao dos radicais livres e as enzimas reparadoras
do DNA (PIETTA, 2000).

O excesso de radicais livres no organismo é combatido pelos
antioxidantes produzidos pelo corpo ou absorvidos na dieta (BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006), e podem ser definidos como qualquer substancia que, quando
presente em baixa concentracdo comparada a do substrato oxidavel, regenera o
substrato ou previne significativamente a sua oxidacao (HALLIWELL; CLEMENT;
LONG, 2000).

Nesse sentido, é de grande interesse a busca por novas moléculas com
potencial antioxidante. Entre as pesquisas nessa area os produtos naturais se
destacam como potenciais agentes antioxidantes, devido principalmente a presenca
de compostos polifendlicos, fendlicos e terpénicos (BAKKALI et al., 2008).

A capacidade antioxidante dos compostos fendlicos é determinada por
sua estrutura, em particular por hidroxilas que podem doar elétrons. Evidéncias
comprovam que os polifendis protegem as células nervosas da injuria oxidativa pela
sua capacidade de varrer radicais livres, protegendo assim do estresse oxidativo que
em ultima analise causa morte neuronal (ISHIGE; SCHUBERT; SAGARA, 2001).

Alguns flavonoides protegem da toxicidade do glutamato assim como de
outras injurias oxidativas, através de trés mecanismos distintos que incluem
aumento intracelular de glutationa reduzida (GSH), reducdo direta dos niveis de
ROS e prevencéo do influxo de Cax+ apesar dos altos niveis de ROS (ISHIGE;
SCHUBERT; SAGARA, 2001). Os flavonoides interagem com as biomembranas e
exercem a fungcao de moduladores da fluidez, gerando um impedimento fisico para a
difusdo das substancias reativas ao oxigénio e substancias reativas ao nitrogénio, de
modo que ha o decréscimo da cinética das reacdes responsaveis pelo estresse
oxidativo (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).
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Plantas com altas concentragdes de flavonoides apresentam potenciais
propriedades terapéuticas e sado fontes promissoras na descoberta de novas
moléculas com atividade analgésica, anti-inflamatéria e antioxidante que possam
garantir uma terapia eficaz e segura para tratamento da dor neuropatica. Estudos
comprovam que a A. chica Verlot apresenta na sua composi¢gédo quimica flavondides,
especialmente flavonas e antocianinas (ZORN et al., 2001; JORGE et al., 2008;
SIRAICH et al, 2013a; PAULA et al., 2013; 2014).

2.4 Citocinas e dor

As citocinas sdo pequenas proteinas liberadas pelas células que tém um
efeito especifico sobre as interacdes e as comunicacoes intercelular. Podem ter
acao: autocrina quando atuam nas células que as secretam, paracrina quando sao
secretadas por células proximas e enddécrinas quando sédo secretadas por células
distantes (SOMMER; WHITE, 2010).

Evidéncias significativas mostram que certas citocinas / quimiocinas estao
envolvidas ndo sé na iniciagdo, mas também na persisténcia de dor patoldgica,
ativando diretamente neurénios sensitivos nociceptivos (WHITEHEAD et al., 2010;
NADEAU et al., 2011; AUSTIN; MOALEM-TAYLOR, 2013).

As citocinas durante processos fisiolégicos e patolégicos do tecido
nervoso periférico sao produzidas por macréfagos, mastdcitos, células endoteliais e
células de Schwann. Apés a lesdo nervosa os macrofagos e as células de Schwann
migram para o local da lesdo e secretam citoquinas e fatores de crescimento
especificos necessarios para a regeneracdo nervosa. O processo inflamatorio
localizado no géanglio da raiz dorsal ndo s6 aumenta as citocinas pro-inflamatoérias,
mas também diminui as citocinas anti-inflamatérias (XIE et al., 2006; SOMMER,;
WHITE, 2010).

A IL-1B é uma citocina proé-inflamatéria liberada principalmente por
mondcitos, macréfagos e células ndo imunes, durante lesdo celular, infeccéo e
inflamacédo. Estudos comprovam quando a IL-1B é expressa no ganglio da raiz
dorsal e na medula espinhal, reduz o limiar de ativacdo de neurénios nociceptivos
causando disparos espontaneos do potencial de acgdo, ocasionando dor e
hipersensibilidade (COPRAY; MANTINGH; BROUWER, 2001; SCHOLZ; WOOLF,

2002). Evidéncias crescentes sugerem que as quimiocinas estdo envolvidas na
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neuroinflamacdo (WHITE et al., 2007; MILLER et al., 2009) e contribuem para o
processamento da dor crénica (ABBADIE et al., 2009).

Na dor inflamatéria, a IL-1B8 é conhecida como um mediador chave que
induz a expressao de COX-2 na medula espinhal (SAMAD et al., 2001) e nas células
dos ganglios da raiz dorsal (IGWE; MURRAY; MOOLWANEY, 2001).

As citocinas IL-18 e TNF-a sdo as primeiras a serem formadas apés o
dano tecidual ou infeccao, afetando diretamente os receptores especificos dos
neurdnios sensoriais (OLIVEIRA et al., 2011). Apéds o inicio da cascata inflamatdria,
estas citocinas sao secretadas pelos macréfagos e aparecem na circulacdo e
apresentam efeitos locais e sistémicos (ALWANI et al., 2006).

O TNF-a é produzida por células polimorfonucleares e mononucleares,
desempenhando fortes efeitos inflamatérios, tais como, inducdo da expressao
endotelial de moléculas de adesdao ICAM-1 e VCAM-1 (ALWANI et al., 2006),
ativacao de neutréfilos e fagécitos mononucleares aumento permeabilidade vascular
além de atuar como um fator de crescimento para fibroblastos e angiogénese
(LAWRENCE; WILLOUGHBY; GILROY, 2002; SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY,
2004).

A liberacao sistémica de TNF-a pode acelerar uma cascata destrutiva de
eventos que resultam em lesao tecidual, disfuncdo organica e, potencialmente,
morte. Entre seus efeitos sistémicos esta a indugdo de febre, estimulagcdo da
secrecdo de proteinas de fase aguda pelo figado, ativacdo da cascata de
coagulacao dentre outros (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004).

A IL-1B, e TNF-a, sdo capazes de induzir hiperalgesia mediada
indiretamente através de diversos mecanismos incluindo liberacdo de
prostaglandinas, elevacdo na expressdo do fator de crescimento neural ou de
receptores da bradicinina, ou ainda por afetar as fibras simpaticas (CARVALHO;
LEMONICA, 1998). Além de possuir efeitos sistémicos quando secretadas em
quantidades suficientes, essas citocinas sao responsaveis por induzir as enzimas
ciclo-oxigenases e lipoxigenases na formagdo de seus produtos (GOMEZ
ESTRADA; GONZALEZ RUIZ; MEDINA, 2011).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a eficacia do extrato etandlico e fragdesdas folhas de Arrabidaea

chica (Humb. & Bonpl.) Verlot, em modelo experimental de dor neuropética.

3.2 Especificos

a) avaliar os efeitos do extrato etandlico e das fracdes hexanica,
cloroférmica, acetato de etila e butandlica de A. chica Verlot sobre a
modulagao da dor neuropatica;

b) analisar o efeito das fracbes hexanica, cloroférmica, acetato de etila e
butanolica de Arrabidaea chica Verlot sobre a atividade das enzimas
antioxidantes: superoxido dismutase, catalase e glutationa;

c) analisar o efeito das fracdes hexanica, cloroférmica, acetato de etila e
butanolica de Arrabidaea chica Verlot sobre citocina pré-inflamatoria
IL1 na inducao da dor neuropatica;

d) identificar as substancias bioativas nas fragcbes obtidas do extrato
etandlico das folhas de Arrabidaea chica Verlot.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Espécie vegetal

As folhas de Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) Verlot (350g) foram
coletadas no Horto Medicinal “Prof2 Berta Lange de Morretes” do Herbario Atico
Seabra, Cidade Universitaria Dom Delgado na UFMA, municipio de S&o Luis (MA)
(Latitude: 02° 31' 47" S Longitude: 44° 18' 10" W e Altitude: 24 m) em outubro de
2015. A espécie foi identificada no Herbéario “Atico Seabra’’UFMA e exsicata do
material (N° 1067) esta depositada neste Herbario.

4.2 Obtencao do extrato etandlico das folhas de Arrabidaea chica

As folhas de A. chica (350g) foram secas em estufa com circulagédo
forcada de ar a 45°C até peso constante e pulverizadas em moinho de facas,
obtendo-se um p6 moderadamente grosso (156g). O pd obtido foi submetido ao
processo de extracdo por maceragao na proporcao droga/solvente de 1:4 (p/v) com
900 mL de etanol durante 48 h. A solucao extrativa foi filtrada e concentrada em
evaporador rotativo sob vacuo (40 °C), obtendo-se o extrato etandlico das folhas de
A. chica (EEAC).

4.3 Fracionamento do extrato etanodlico das folhas de Arrabidaea chica

Parte do EEAC (9,08 g) foi dissolvido em 100 mL da mistura
metanol/agua (70:30, v/v) por meio de agitacdo e submetido a particdo liquido-
liguido usando hexano, cloroférmio, acetato de etila e n-butanol. As solucdes
extrativas foram filtradas (Na>S04 anidro) e concentradas em evaporador rotativo sob
vacuo obtendo-se as fragdes hexanica (FH), cloroformica (FC), acetato de etila
(FAE) e butandlica (FBU).
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4.4 Caracterizacao quimica do extrato etandlico e fracoes de Arrabidaea chica

4.4.1 Abordagem fitoquimica do extrato e fragdes de Arrabidaea chica

Teste cloreto férrico: Aliquotas do EEAC e fragdes FH, FC, FAE e FBU
foram separadamente, solubilizadas solu¢do hidroalcodlica 7:3 (etanol/agua), em
seguida adicionou-se 03 gotas da solugao hidroalcodlica de cloreto férrico, apds
agitacdo observa-se a coloragao e/ou precipitagdo — variavel azul e/ou vermelho,
positivo para fendlicos; azul a verde positivo para taninos (MATOS,1997).

Teste Liebermann-Burchard: Aliquotas do EEAC e fragbes FH, FC, FAE e
FBU secas, separadamente foram diluidas em cloroférmio, filtradas com sulfato de
sédio anidro (PA) para um tubo de ensaio e adicionadas 1mL de anidrido acético,
agitadas suavemente, e depois adicionado 03 gotas de acido sulfurico concentrado e
agitados suavemente. ApGs agitacao observa-se a coloracado azul seguida de verde
permanente, positivo para esteroides; parda até vermelha positivo para triterpenos
(MATOS,1997).

Determinac&o do teor de fendlicos totais (TFT): O TFT do EEAC e fracbes
foi determinado com o reagente de Folin-Ciocalteu e carbonato de s6dio a 20%. A
mistura da reagéo foi mantida no escuro durante 2 horas a temperatura ambiente, e
a absorbancia foi medida a 760 nm em espectrofotometro UV-Vis (Lambda 35
Perkin Elmer, Inc. Waltham, USA). TFT foi calculado a partir da curva de calibracao
construida com solucdes padrdo de &cido galico (Merck) (1,0-30,0 ug/mL) (r* =
0,9985) e expresso em miligramas de equivalente de acido gélico/g do extrato ou
fracdo (DUTRA et al., 2014). As analises foram realizadas usando trés aliquotas de
cada amostra, medida em triplicata e o valor médio foi calculado para cada amostra.

Determinagdo do teor de flavonoides totais (TFLT): O TFLT do EEAC e
fracdes foi determinado utilizando o método colorimétrico com solugédo metandlica de
cloreto de aluminio (AICl;) e a absorbancia foi medida a 425 nm em
espectrofotdmetro Ultravioleta visivel (Lambda 35 PerkinElmer, Inc.Waltham USA). A
concentracao foi calculada a partir da curva de calibracdo construida com solucdes
padrdo de quercetina (Merck) (1,0-30,0 pg/mL) (©* = 0,9929) e expresso em
miligramas de equivalentes de quercetina/g amostra (DUTRA et al., 2008). As

analises foram realizadas em triplicata.
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Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de
Ultravioleta visivel (CLAE/UV-vis): A analise por CLAE das fracbes FH e FAC foram
realizadas num cromatografo liquido Thermo Finnigan Surveyor Autosampler (San
Jose, CA, USA) equipado com um injetor com um loop de 25 pL, e um detector de
UV. A coluna Hypersil BDS C-18 column (250 x 4.6 mm, 5 ym; Thermo Electron
Corp., Waltham, MA, USA), protegida por uma pré-coluna C-18 (4x3 mm, 5 um,
Gemini; Phenomenex) foi usada como fase fixa.

A separacdo das substancias das amostras foi realizada a temperatura
ambiente com um programa de gradiente de eluicdo a uma taxa de fluxo de
1,0mL/min. A fase madvel consistiu de agua Milli-Q contendo 0,1% de &cido férmico
(A) e aceto nitrila (B). O gradiente linear aplicado foi 0-35 min, 5% -30 B; 35-50 min,
30-70% de B; 50-60 min, 70-100% B. A coluna foi reequilibrada durante 10 min
antes da proxima corrida. O volume de injecao no sistema foi de 25 uL, e deteccao
no UV-vis foi realizada a 254 nm. As amostras antes de serem injetadas no CLAE,
foram diluidas em metanol (grau CLAE) para se obter uma concentragéo final de 3
mg/mL, filtradas em filtro de seringa de nylon (0,22 pm, Allcrom, S&o Paulo). O
volume da amostra injetado foi de 25uL a deteccédo foi realizada em 254nm. Todas
as andlises foram realizadas sob as mesmas condig¢des.

Os compostos foram identificados com base na co-injeccdo de padroes
de acido galico, B-sitosterol, acido cafeico, acido cumarico, rutina, miricetina e
apigenina. Na auséncia de padrdes disponiveis, os compostos foram identificados
com base em dados da literatura.

Andlise da fracdo hexanica (FH) por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrdbmetro de massas (CLAE/DAD/EM/EM): A FH foi
analisada em cromatografo liquido de alta eficiéncia acoplado a um espectrémetro
de massas CLAE/LC-10AD (Shimadzu), equipado com detector de arranjo de
fotodiodo, acoplado com espectrometro de massas LC-MS/MS (Bruker Daltonics
Esquire 3000 Plus), com analisador tipo ion trap quadrupolo em modo tandem, com
ionizagao por elétron ebulizacao (electrospray ionization, ESI). A fase mével utilizada
foi 4gua Milli-Q (Millipore) com 0,1% de acido férmico (eluente A) e metanol (eluente
B). A eluicao foi realizada em gradiente linear de 0 min - 5% B 2 min - 40% B 20 min
- 50% B 30 min — 60% B 40 min — 70% B 50 min — 80% B utilizando coluna analitica
Phenomenex Luna C18 de fase reversa (250mm x 4,60 mm, 5 ym, Thermo). As
amostras foram diluidas em metanol e agua Milli-Q 0,1% de acido férmico na
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concentracdo final de 5mg/mL e filtradas em filtro de seringa Nylon (0,22um,
Allcrom). O volume da amostra injetado no sistema foi de 25 yL, com fluxo de 0,6
mL/min e detecgdo UV-Vis em 254 nm. Os espectros de massas foram obtidos em
modo negativo, utilizando nitrogénio ultrapuro como gas de nebulizagdo com fluxo
de 7.0 L/min, pressao de 27 psi, potencial de 4.0 kV, temperatura de 320°C e fluxo
para massas de 100uL/min, em baixa resolugédo, na faixa de 100 a 1000m/z. A
identificacdo dos constituintes foi obtida com base na massa do ion molecular, na
fragmentacao do ion molecular e fragmentagdo dos ions (m/z) comparados com 0s

descritos na literatura.

4.5 Testes de atividade farmacoldgica
4.5.1 Animais

Neste estudo foram utilizados 64 ratos da linhagem Wistar, espécie
Rattus norvegicus, adultos, machos e fémeas com variagdo de peso entre 150 a
3009 fornecidos pelo Biotério Central da UFMA. Os animais foram mantidos no
Biotério Setorial do Prédio Pesquisa e Pdés-Graduagdo do Centro de Ciéncias
Biolégicas e Saude (CCBS/UFMA), sob condi¢bes controladas de luz (ciclo
claro/escuro de 12 horas) a uma temperatura de 22 + 2° C e umidade de ar 40 a
60%, com racdo comercial da marca Labina® e agua ad libitum. O projeto foi
aprovado pela Comissdo de Etica no uso de animais (CEUA/UFMA sob o nimero
2311006040/2013-04.

4.5.2 Caracterizacao do tipo de estudo e selecao da amostra

Este estudo foi caracterizado como ensaio pré-clinico experimental, com
distribuicao aleatéria dos grupos de animais. Para realizacdo dos procedimentos
experimentais foram obedecidas as normas éticas da International Association for
Study of Pain (IASP), que regulam experimentos realizados em animais (COMMITEE
FOR RESEARCH AND ETHICAL ISSUES OF THE IASP, 1983).
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4.5.3 Delineamentos experimentais

Os animais foram divididos em 2 grupos: o primeiro grupo (G1) com 24
animais, foi utilizado para o ensaio com o extrato etandlico de A. chica Verlot
(EEAC). O segundo grupo (G2) com 40 animais foi utilizado para o ensaio com as
frac6es hexanica (FH), cloroférmica (FC), acetato de etila (FAE) e butandlica (FBU)
do extrato etandlico de A. chica Verlot.

O G1 foi subdividido em 4 subgrupos experimentais, cada um com seis
animais sendo:

a)controle (n=06): animais que ndo foram submetidos a intervencao

cirurgica;

b)SHAM (n=06): animais nos quais foi realizada a incisdo dos tecidos até

a visualizacao do nervo ciatico, porém o nervo nao foi comprimido;
c)salina (n=06): animais em que o nervo ciatico foi isolado e comprimido
em seu tronco comum, tratado com NaCl 0.9%;
d)EEAC: animais em que o nervo ciatico foi isolado e comprimido no
tronco comum, os animais foram tratados por via oral do primeiro dia
(D1) apéds inducao até o décimo dia (D10) com extrato etandlico de A.
chica (EEAC-500mg/KgQ).

Os animais do G2 foram divididos em trés grupos experimentais assim
distribuidos:

a)controle (n=05): animais que nao foram submetidos a nenhum tipo de

intervengéo cirurgica;

b)SHAM (n=05): animais nos quais foi realizada a incisdo dos tecidos até

a visualizacao do nervo ciatico, porém o nervo nao foi comprimido;
c)cirargico com compressao (n=30): animais em que o nervo ciatico foi
isolado e comprimido no tronco comum. Este grupo foi dividido em
seis subgrupos cada um com cinco animais, denominados de: FH,
FC, FAE, FBU, grupo salina e o controle positivo gabapentina. Os
subgrupos FH, FC, FAE e FBU foram tratados por via oral com as
diferentes fracdes do extrato na dose 1mg/Kg, o grupo controle
positivo recebeu gabapentina (1mg/Kg v.0) e o grupo salina NaCl
0,9% (0,1ml/Kg). Os animais foram tratados no primeiro dia (D1) apds
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a inducao até o décimo quinto dia (D15). Em seguida os animais
foram eutandsiados para coleta do sangue, para o estudo bioquimico.

4.6 Modelo experimental de ciatalgia

Os animais foram anestesiados com injecao intraperitoneal de cloridrato
de cetamina 2,5% - (90 mg/kg) e cloridrato de xilazina 1,75% - (10 mg/kg). Apds a
tricotomia, no local do procedimento, foi feita uma incisdo paralela as fibras do
biceps femoral da coxa direita do animal, expondo assim o nervo ciatico. Seguindo o
modelo descrito por Bennet e Xie (1998) e modificado por nosso grupo de estudo,
que efetuou a compressao no tronco comum do cidatico da pata direita com uma
forca média de 0,44 Kgf, através de aparato desenvolvido no nosso laboratério, com
finalidade de induzir dor neuropatica no trajeto do nervo ciatico (Patente — BR 10
2017 000325 6, depositada em: 06/01/2017), em seguida foi feita a sutura por
planos.

A forca de compresséo foi determinada pela percepc¢dao do pesquisador
do movimento reflexo da pata lesionada a medida que a compressao era efetuada.
Finalizando este procedimento, o local da incisdo foi suturado com fio de nylon nao
absorvivel e desinfetado com solugéo de rifamicina.

Os animais pertencentes ao grupo SHAM foram submetidos ao
procedimento anestésico e de isolamento do nervo ciatico, porém ndo receberam
nenhuma compressao neste nervo. O grupo controle nao foi submetido a nenhuma

intervencao cirurgica.

4.7 Analise comportamental

4.7.1 Hiperalgesia térmica - Teste da Placa Quente

Este teste, proposto por Woolfe e Mc Donald (1944) consiste em
quantificar o tempo de reacédo do animal ao estimulo térmico, ou seja, do momento
em que o animal é colocado em uma placa quente (55 °C + 1,0 °C) até observar
quanto tempo leva para manifestar uma resposta (lamber, morder, saltar ou levantar

as patas). Essas alteracbes comportamentais indicam nocicepg¢do, ja que sao
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respostas integradas supraespinhalmente (YAMAMOTO; NOZAKI-TAGUCHI;
CHIBA, 2002).

4.7.2 Deambulacao forcada - Teste de Rotarod

Os animais foram colocados no rotarod (modelo [ITC Life Science,
Califérnia, Estados Unidos) na velocidade de 16 rpm por um periodo de tempo de
300 segundos. A utilizacdo do membro afetado foi avaliada pela deambulagéo
forcada. O uso da pata foi graduado em uma escala numérica que variade 5a 1, em
que: 5= uso normal do membro; 4= claudicagcédo leve; 3= claudicagdo grave; 2=
intermitente desuso da pata afetada; 1= completo desuso da pata afetada (KALFF et
al., 2010).

4.7.3 Alodinia mecanica - Teste de Von Frey

A alodinia mecénica foi realizada com um analgesimetro digital (modelo
Insight, Sdo Paulo, Brasil), que consiste em um transdutor de pressao conectado a
um contador digital de forca expressa em gramas (g). O contato do transdutor de
pressdo com a pata dos animais foi realizado por meio de uma ponteira descartavel
de polipropileno com 0,5 mm de didmetro adaptada ao aparelho (KALFF et al., 2010;
VIVANCOS et al., 2004).

Para adaptacdo ao ambiente, os animais foram colocados em caixas de
acrilico medindo 12 x 20 x 17cm, cujo assoalho consiste de uma rede de malha de
5mm?, constituida de arame ndo maleavel de 1mm de espessura, durante 15
minutos antes do experimento. Espelhos foram posicionados 25 cm abaixo das
caixas de experimentacado para facilitar a visualizacdo da regido plantar das patas
dos animais.

O experimentador aplicou, por entre as malhas da rede, uma pressao
linearmente crescente no centro da regido plantar de pata do rato até o animal
produzir uma resposta caracterizada como sacudida (“flinch”) da pata estimulada. Os
estimulos foram repetidos por até seis vezes, nas patas ipsilateral e contralateral,
até o animal apresentar trés medidas similares de resposta “flinch’ apos a retirada
da pata (KALFF et al., 2010; VIVANCOS et al., 2004).
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O limiar nociceptivo de retirada da pata (LNRP) foi definido como o
percentual de forca para provocar uma suspensao ativa na pata ipsilateral afetada e
foi determinado da seguinte maneira:

LNRPA
LNRP (%) = X100

LNRPA + LNRPC

Onde:
LNRP ¢é o limiar nociceptivo de retirada da pata;
LNRPA é limiar nociceptivo de retirada da pata afetada;

LNRPC limiar nociceptivo de retirada da pata contralateral.

4.7.4 Incapacidade funcional - Teste de Weight Bearing

Os animais sado colocados em uma camara de vidro angulada e
posicionados, de modo que cada pata traseira repousasse sobre plataformas
diferentes. O peso exercido sobre cada pata traseira (mensurado em gramas) foi
avaliado em um periodo de cinco segundos. A afericao final da distribuicado do peso
foi dada por uma média de trés afericdes. As alteracdes na distribuicdo do peso nas
patas traseiras foram calculadas da seguinte maneira:

PPA
Distribuicdo do peso (%) = X100
PPA + PPC

Onde:
PPA é o peso da pata afetada;
PPC o peso da pata contralateral.

4.8 Analises bioquimicas
4.8.1 Coleta de sangue

Ao término do experimento, os animais foram anestesiados e apés
laparotomia, a artéria abdominal foi visualizada e puncionada com scalp n® 21 para a

coleta do sangue. Para a separagédo do soro, 0 sangue coletado foi imediatamente
incubado em banho Maria 37°C por 30 minutos e, a seguir, centrifugado a 3000



42

rotacéo por minuto (rpm) durante 10 minutos. O plasma foi separado na presenca de
EDTA a 10% e sobre centrifugacdo nas mesmas condi¢oes citadas anteriormente.

4.8.2 Dosagem da citocina IL-13

A determinacgao do nivel da citocina pré-inflamatorialL-1p foi realizada a partir
soro sanguineo, utilizando kit de ELISA de acordo com o protocolo especificado pelo
fabricante (BIOSCIENCE, Inc. Science Center Drive, San Diego, CA-USA).

4.8.3 Quantificacao de proteinas

As proteinas foram quantificadas pelo método descrito por Lowry e
colaboradores, que utiliza como padrdado uma solucdo de albumina bovina na
concentragao de 1 mg/mL (LOWRY et al., 1951). Para a realizagdo das dosagens os
reagentes usados foram o reativo de Folin Ciocalteau, diluido em agua destilada na
proporcédo de 1:3, o reativo C, que € composto por 50mL do reativo A, 0,5mL do
reativo B1 e 0,5mL do reativo B2, onde os reativos A, B1 e B2 s&o respectivamente:

a)NaHCO, (bicarbonato de sodio) 2% (P/V) em NaOH (hidroxido de

sédio) 0,1N;

b)CuSO, . 5 H,O (sulfato de cobre) 1% (P/V);

c)KNaC,H,O. . 4 H O (tartarato de sodio e potassio) 2% (P/V).
4 476 2

Em tubo de ensaio, foram adicionados 20uL de soro sanguineo em 0,8mL
de agua destilada e 2mL de reativo C preparado a fresco, aguardando-se 10
minutos. Em seguida, adicionou-se 0,2mL do reativo de Folin Ciocalteau diluido,
aguardando-se mais 30 minutos. Assim, a solucdo adquiriu uma coloragao azulada
que foi medida em espectrofotémetro, (Cary® 50UV-Vis, Varian) a 625 nm. O calculo
foi feito utilizando-se o fator de correcdo médio calculado a partir da solugéo padrao

de albumina bovina.

Determinagcdo da enzima superoxido dismutase (SOD)

A técnica utilizada para determinagédo da SOD baseou-se na inibicdo da
reacdo do radical superoxido com o pirogalol. O superéxido é gerado pela auto
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oxidagao do pirogalol quando em meio basico. A SOD presente na amostra compete
pelo radical superoxido com o sistema de deteccdo. Portanto, quanto maior for a
concentragdao de SOD na amostra, menor seria a auto oxidagao do pirogalol.

Neste ensaio, ndo se pode determinar a concentragdo da enzima nem
sua atividade em termos de substrato consumido por unidade de tempo, por isso, se
utiliza a quantificagdo em unidades relativas. Uma unidade de SOD ¢é definida como
a quantidade de enzima que inibe em 50% a velocidade de oxidacao do detector. A
oxidacao do pirogalol leva a formacdo de um produto colorido, detectado
espectrofotometricamente a 420 nm. A atividade da SOD é determinada medindo-se
a velocidade de formacéao do pirogalol oxidado (MARKLUND, 1985).

Utilizaram-se os seguintes reagentes: Solugdo tampao (Tris-base na
concentragdo de 50mM; EDTA na concentracdo de 1TmM em pH 8,2); Pirogalol
24mM (em acido cloridrico a 10mM) e a catalase a 30uM.

Para obter o resultado em unidade de SOD, necessita-se de um fator de
calibracao. Por isso, fez-se necessario a construcao de uma curva padrdo com uma
solucdo de SOD de concentragdo conhecida. Desta forma, calculou-se o fator de
calibracao necessario para converter a percentagem de inibicdo da auto oxidacao
em unidades de enzima.

No ensaio, adicionou-se a cubeta 988uL de tampao Tris, 4L de catalase.
Zerou-se o espectrofotdbmetro e adicionou-se 8uL de pirogalol, observando a
oxidacao do mesmo. Desta forma, obtivemos o maximo (100%) de oxidagéo desta
substancia, para calcular a percentagem de inibicao causada pela SOD da amostra.
Os resultados foram expressos em U SOD/mg proteina.

Determinagdo da enzima catalase

A atividade da catalase é diretamente proporcional a taxa de
decomposicdo do perdxido de hidrogénio, e obedece a uma cinética de pseudo
primeira ordem. Sendo assim, a atividade da enzima catalase pode ser medida
através da avaliagdo do consumo do peréxido de hidrogénio.

Este teste consiste em avaliar a diminuicdo da absorbancia no
comprimento de onda de 240 nm, sendo este o comprimento de onda onde ha a
maior absorgéo pelo perdéxido de hidrogénio, utilizando-se cubetas de quartzo devido
a alta energia do comprimento de onda no qual foram realizadas as medidas.



44

Para realizacdo deste ensaio foram utilizados os reagentes:

a) Solucao tampao de fosfato de s6dio a 50mM e pH 7,4;

b) Peréxido de hidrogénio 0,3 mol/l

Em cubeta de quartzo, foram adicionados 955uL do tampao fosfato e
10uL de amostra do tecido ou 30uL de amostra de soro, esta cubeta foi colocada em
espectrofotdmetro e descontada contra um branco de tampao fosfato. Apés, foram
adicionados 35uL do peroxido de hidrogénio para o tecido e 15uL para amostra de
soro e foi feito 0 monitoramento da diminuicdo da absorbancia no comprimento de
onda selecionado. Os resultados foram expressos em pmoles por mg de proteina
(BOVERIS; CHANCE, 1973).

Determinacao da enzima glutationa peroxidase (GPx)

A enzima glutationa peroxidase (GPx) é uma proteina com 80Kda, com
funcéo de converter HoO2 em H2O. Nesse processo, a enzima reduz 2 glutationas

reduzidas (GSH) gerando uma glutationa oxidada (GSSG) tendo agua como
subproduto (TOWNSEND; TEW; TAPIERO, 2003).
Os segmentos da medula espinhal foram homogeneizados a 10%

(100mg/ml) em tampao de fosfato de potassio dibasico (KoHPO4) 50mM pH 7,0 e

o homogenado centrifugado a 1.500g (4000 rpm) por 10 minutos. O sobrenadante
foi utilizado no ensaio.

A atividade da GPx foi determinada pelo método de Wendel (1981) que
utiliza o peréxido de terbutila como substrato da reacdo, ocorrendo a oxidagédo da
GSH pela GPx gerando GSSG, que é convertido em GSH pela glutationa
redutase, consumindo nessa reagdo uma molécula de NADPH, a qual pode ser

acompanhada em espectrofotdmetro a 340nm. O meio de reacao foi composto por
tampao (KoHPO4) 50mM pH 7.0, EDTA 1mM, glutationa redutase 0,1U/mL, GSH

1mM e NADPH 0,2mM. A reacgéo foi iniciada com a adi¢cao de peréxido de terbutila
0,5mM e acompanhada durante 5 minutos.
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5 ANALISE ESTATISTICA

A comparagdo das médias de diferentes grupos experimentais foi
realizada com teste t de Student ou andlise de varidancia univariada (One-way
ANOVA), seguida pelo teste de Newman Keuls.

Na avaliagdo de duas fontes de variabilidade, foi utilizado analise de
variancia bivariada (TWO-way — ANOVA). O valor de p<0,05 foi considerado como
indicativo de significancia e os dados obtidos foram analisados através do software
“graphpadlnstal® (GraphPad software, San Diego, CA).
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6 RESULTADOS

6.1 Fracionamento do extrato etanolico das folhas de Arrabidaea chica

A extracao etandlica das folhas secas de A. chica resultou em 10,60% de
rendimento extrativo, obtendo-se o extrato etandlico (EEAC), com coloragcéao
avermelhada e cheiro levemente adocicado. ApoOs fracionamento por particédo
liquido-liquido, obtivemos as fragdes: FH (15,85%), FC (12,99%), FAE (3,96%) e
FBU (67,18%).

6.2. Caracterizacao quimica do extrato etanodlico e fracoes de Arrabidaea chica

Os resultados dos testes de abordagem fitoquimica demonstraram a
presenga de compostos fendlicos, taninos, triterpenos e esteroides no extrato e

frac6es conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 - Teste de abordagem fitoquimica das classes de compostos no extrato etandlico (EEAC) e
fragbes das folhas de Arrabidaea chica (MATOS, 1997).

Testes abordagem fitoquimica
Amostras

Compostos
fendlicos

Taninos

Triterpenos

Esteroides

EEAC
FH
FC

FAE
FBU

+++

++

+++

++

++

++

++

+++

+++

+++

Nota: EEAC, extrato etandlico das folhas secas de Arrabidaea chica; FH, fracdo hexanica do EEAC, FC, fragao cloroférmica do
EEAC; FAE, fragao acetato de etila do EEAC; FBU, fragéo butanélica do EEAC.

Os teores de polifendlicos e flavonoides totais do EEAC e das FH, FC,
FAE e FBU estdo mostrados na Tabela 2, sendo que a FAE apresentou os maiores
teores de polifendlicos totais, enquanto a FH, a maior concentracao de flavonoides
totais.
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Tabela 2 - Teores de polifenélicos (TPC) e flavonoides totais (TFLT) das fragdes do extrato etandlico
das folhas de Arrabidaea chica.

Amostras TPC TFLT
(mg GAE/g) (ng/mL)
FH 19,597 + 2,904 1,708 + 0,026
FC 35,462 +2,149 1,977 £0,186
FAE 51,221 £ 3,927 0,941 £ 0,177
FBU 7,170 £ 0,492 Nd

Nota: Valores representam a média + desvio padrao (n=3); TPC, teor de polifendlicos totais; TFLT, teor de flavonoides totais;
FH, fragao hexanica do EEAC,; FC, fragao cloroférmica do EEAC; FAE, fracao acetato de etila do EEAC; FBU, fragao butandlica
do EEAC; nd (Nao detectado).

Fonte: Autor.

6.3 Andlise da FH e FAE por cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detector de ultravioleta visivel (CLAE/UV-vis).

Nas Figuras 02 e 03 estdo apresentados os perfis cromatogréaficos por
CLAE/UV-vis da FH e FAE.

Figura 02 - Perfil cromatografico por CLAE/UV-Vis, a 254 nm da FH (fragdo hexanica do extrato
etanolico das folhas de Arrabidaea chica).
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Figura 03 - Perfil cromatografico por CLAE/UV-Vis, a 254 nm da FAE (fragcéo acetato de etila do

extrato etandlico das folhas de Arrabidaea chica).
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Name

50

A tabela 3 mostra a identificagdo das substancias quimicas da fracao FEA.

Tabela 3 - Substancias identificadas na FAE (fracdo acetato de etila do extrato etandlico das folhas

de Arrabidaea chica) por CLAE/UV-Vis, a 254 nm.

Nuamero pico

Substancias

]

N OO o AW

Acido gélico
B-sitosterol
Acido cafeico
Acido cumarico
Rutina
Miricetina

Apigenina
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6.4 Analise da fracao hexanica (FH) por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometro de massas (CLAE/DAD/EM/EM)

Na Tabela 4 sumariza-se a tentativa de identificacdo de substancias
presentes na fracdo hexanica por CLAE/DAD/EM/EM.

Tabela 4 - Tentativa de identificagcao de substancias da FH (fracao hexanica do extrato etandlico das
folhas de A. chica) por CLAE/DAD/EM/EM.

NUmero tR PM [M-HT EM/EM Substéancias
Substancias (min) (m/z) (m/z) identificadas
1 7,3 317,27 316,67 Carajuflavona
2 43,6 602,87 298,79 Derivado diglicosilado de
carajurina
3 43,7 651,57 Malvidin-3-O(6-O-acetyl-
glucoside-4-vinylphenol
4 47,8 504,89 502,98 - Peonidin-3-O-(6-acetil-
glucoside)
5 61,8 488,86 487,06 469,11 Acido jacarandico
6 77,8 618,39 617,09 Acido jacoumarico
7 78,3 618,39 617,10 Isbmero do acido
jacoumarico
8 86,3 254,80 - - apigeninidina
9 87,5 284,01 281,88 dimetoxi apigeninidina

Nota: R, tempo de retengdo; min, minutos; PM, peso molecular; [M — H], molecular ion; EM/EM,
espectro de massas/espectro de massas.

Na fragdo hexanica, foram identificadas as substancias: carajuflavona,
derivado diglicosilado de carajurina, malvidina-3-O(6-O-acetil-glucosideo-4-
vinilfenol), peonidin-3-O-(6”- acetil-glucoside), acido jacarandico, acido jacoumarico,
isdbmero do acido jacoumarico, apigeninidina e dimetoxi apigeninidina (TABELA 04 e
FIGURA 02 ). Na fracao acetato de etila foram identificados: acido galico, B-
sitosterol, &cido cafeico, acido cumarico, rutina, miricetina e apigenina foram
identificadas (TABELA 03 e FIGURA 03).
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6.5 Avaliacao do efeito do extrato etandlico de Arrabidaea chica (EEAC) na dor

neuropatica

6.5.1 Hiperalgesia térmica -Teste da Placa Quente

A Figura 04 mostra que no primeiro dia ap6s indug¢do da dor neuropética
DN, houve reducdo no tempo de laténcia nos grupos: SALINA (52,24%); SHAM
(62,19%) e EEAC (63,19%), quando comparados ao grupo Controle. No quinto dia
de avaliacao clinica no grupo SHAM houve aumentou de 31,89% no tempo de
resposta ao teste em comparagédo com os grupos SALINA e de 22,47% em relacéo
ao grupo EEAC. Porém, ao final do tratamento, no décimo dia, houve aumento
significativo de 48,35% no tempo de laténcia a dor, no grupo tratado com o EEAC
(500 mg/Kg), quando comparado com o grupo Salina, que nao recebeu nenhum
tratamento.

Figura 04 - Efeito da administracao oral do Extrato Etanélico de A. chica (EEAC, 500 mg/Kg, v.0.) na
hiperalgesia térmica (Placa Quente) em modelo experimental de dor neuropatica (DN) em ratos.

2.5-
)
S 2.0-
T % —— CONTROLE
> 1.5- = SHAM
[}
K -- SALINA
® 1.0-
o - EEAC
@ 0.5 o
© #
-
0.0 -

Tempo apos Inducao (Dias)

Nota: ANOVA — Newman Keuls (p< 0,05). * Indica diferenca do grupo SALINA em relagao ao grupo
SHAM. ** Indica diferenga do grupo EEAC em relagdo ao grupo ao controle. ° Indica diferenca do
grupo SALINA em relagdo ao grupo CONTROLE. # Indica diferenga do grupo EEAC em relagéo ao
grupo SALINA. ## Indica diferenga do grupo CONTROLE em rela¢do ao grupo SHAM.



51

6.5.2 Avaliacao da alodinia mecénica - Von Frey

A Figura 05 mostra que no primeiro dia apo6s indugdo da DN, houve
redugdo no limiar nociceptivo de retirada da pata entre os grupos estudados:
SALINA (40,15%); SHAM (32,72%) e EEAC (35,45%), sendo que somente o0 grupo
SALINA foi significante (p = 0,0191), quando comparado ao grupo CONTROLE. O
grupo tratado com EEAC (500 mg/Kg), durante os 10 dias de experimento,
apresentou melhora significante na alodinia mecénica, no quinto dia (D5 = 33,38%, p
= 0,0026) e D10 (48,61%) com (p < 0,001) quando comparado ao grupo SALINA.

Figura 05 - Efeito da administracao oral do EEAC (500 mg/Kg, v.0.) na alodinia mecénica (Von Frey)
em modelo experimental de dor neuropética em ratos.
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Nota: ANOVA — Newman Keuls (p< 0.05). * Indica diferenca do grupo SALINA em relacdo ao grupo
SHAM. © Indica diferenga do grupo SALINA em relagéo ao grupo CONTROLE. # Indica diferenca do
grupo EEAC em relagao ao grupo SALINA.

6.5.3 Avaliacdo da deambulacéo forgada — Rotarod

A Figura 06 mostra o comprometimento da marcha no primeiro dia apés a
inducdo da DN, onde se percebe a reducdo do escore da marcha nos grupos:
SALINA e EEAC apresentaram claudicacao grave (escore 3) (p<0,0001) e o grupo
SHAM mostrou claudicacao leve (escore 4) (p=0,0049), quando comparados ao
grupo CONTROLE (escore 5 = marcha normal). Os animais tratados com o EEAC
apresentaram melhoras no escore da marcha no D5, com escore = 4,4 (p = 0,0346)
e D10, com escore = 4,6 (p< 0,0001), classificados como marcha normal quando
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comparados com o grupo SALINA nos mesmos tempos, D5 (escore = 3,6) e no D10
(escore = 3,2), que foram classificados com claudicagéo grave.

Figura 06 - Efeito da administracao via oral do EEAC (500 mg/kg, v.0.) na deambulacao (Rotarod) em
modelo experimental de dor neuropatica em ratos.
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Nota: ANOVA — Newman Keuls (p< 0.05). * Indica diferenga do grupo SALINA em relagdo ao grupo
SHAM. ** Indica diferenca do grupo EEAC em relagdo ao grupo CONTROLE. ° indica diferenga do
grupo SALINA em relagdo ao grupo CONTROLE. # Indica diferenga do grupo EEAC em relagéo ao
grupo SALINA.

6.6 Efeito das fracoes da Arrabidaea chica na dor neuropatica

6.6.1 Analise da alodinia mecanica nos animais tratados com as fragcdes do EEAC
apos a inducao da DN - Teste de Von Frey

A Figura 07 mostra que no primeiro dia ap6s indugdo da DN, houve
aumento no limiar nociceptivo da pata ipsilateral dos animais, indicando alodinia
mecanica entre o0s grupos estudados: SALINA (16,13%); SHAM (6,91%),
GABAPENTINA (16,13%) e as fragdes: FH (15,42%), FC (7,91%), FAE (31,28%) e
FBU (15,42%), quando comparado ao grupo CONTROLE.
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Figura 07 - Efeito da administracdo oral da Fragdo Hexanica (FH), Fragao Cloroférmica (FC), Fracao
Acetato de Etila (FAE) e Fracado Butandlica (FBU) (1 mg / kg, v.0.), obtidas a partir do Extrato
Etanolico de A. chica, e da gabapentina (GAB, 1 mg/kg) na alodinia mecanica (Von Frey) em modelo
experimental de dor neuropatica (DN) em ratos.
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Nota: ANOVA — Newman Keuls (p< 0.05). * Indica diferenca do grupo tratado com a FC em relagao
ao grupo SALINA (D5 ao D15). ** Indica diferenga do grupo FAE em relagdo ao grupo SALINA (D10
ao D15). ° Indica diferenca do grupo GAB (1 mg/Kg, v.0.), do D5 ao D15 em relagdo ao grupo
SALINA.

Os animais tratados com as FC e FAE apresentaram melhora significante
na alodinia mecanica, do primeiro (D1) ao décimo quinto dia (D15) do tratamento. A
FC no D5 reduziu em 37,71% o limiar nociceptivo (p= 0,002), no D10 reduziu em
45,88% (p<0,0001) e no D15 em 49,53% (p<0,0001). A FAE reduziu o limiar
nociceptivo em 42,40% no D10 (p=0,0018) e em 46,96% no D15 (p<0,0001), quando
comparada ao grupo SALINA.

Ressaltando que a FC e a FAE apresentaram intensidade de efeito
superior a gabapentina, que apresentou diminuicdo da alodinia no décimo e décimo

quinto dia apés a inducao de 50,55% e 57,23%, respectivamente.

6.6.2 Analise da atividade locomotora dos animais tratados com as fracées do EEAC
apods a inducéo da DN — Teste Rotarod

A Figura 08 mostra o comprometimento da marcha no primeiro dia apés a
inducdo da DN, onde se observa a reducdo do escore da marcha nos grupos
tratados com as fracdes do EEAC (FH, FC, FAE e FBU), GABAPENTINA e SALINA
que apresentaram escore 3, que indica claudicacdo grave (p<0,0001) e o grupo
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SHAM, escore 4, indicando claudicagao leve (p=0,0049), quando comparados ao
grupo CONTROLE (escore 5 = normal).

Figura 08 - Efeito da administracdo oral da Fragao Hexanica (FH), Fragao Cloroférmica (FC), Fracao
Acetato de Etila (FAE) e Fracado Butandlica (FBU) (1 mg / kg, v.0.), obtidas a partir do Extrato
Etanolico de A. chica e, da gabapentina (GAB, 1 mg/kg) na marcha (Rotarod), em modelo

experimental de dor neuropatica em ratos.
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Nota: ANOVA — Newman Keuls (p< 0.05). * Indica diferenca dos grupos tratados com FC e FAE em
relagdo ao grupo SALINA (D5 ao D15). ** Indica diferenca do grupo FH em relagdo ao grupo SALINA
(no D15). ° Indica diferenga do grupo GAB (1 mg/Kg, v.0.) (D5 ao D15) em relagdo ao grupo SALINA.

Os animais tratados com a FC e FAE apresentaram melhoras no escore
da marcha do quinto ao décimo quinto de 26% e 20% respectivamente (escore = 4,
p = 0,0314) quando comparado com o grupo SALINA (escore = 3). No D15 os
animais tratados com a FH apresentaram melhora de 33,33% na marcha (escore =
4), assim como os tratados com a FAE que mostraram o mesmo comportamento dos
animais controles positivo tratados com a gabapentina de 26,6% (escore = 3,8)

quando comparado com o grupo SALINA (escore = 3).

6.6.3 Avaliacao da distribuicao do peso nas patas traseiras apés inducéo da dor
neuropatica — Teste Weigth-Bearing nos animais tratados com as fracoes do EEAC.

Para o teste comportamental de descarga de peso foi considerada a
diferenga dos valores da descarga de peso nas patas traseiras dos animais, isto é, a
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diferenca entre a pata ipsilateral e contralateral a lesao, conforme a equacéao 2 (item
4.7.4). Os valores sdao expressos em (%) e os valores maiores nas patas
contralateral indica defict de sustentacdo de peso na pata ipsilateral indicando
hiperalgesia na pata lesada.

A Figura 09 mostra que no primeiro dia ap6s inducdao da DN, houve
reducao no limiar nociceptivo na pata ipsilateral entre os grupos: SALINA (51,31%),
SHAM (14,79%), FC (22,45%), FBU (17,87%), FAE (58,03), FH (43,57%) e o grupo
controle GABAPENTINA (65,06%), quando comparados ao grupo CONTROLE. Os
animais tratados com FC, FBU e FAE apresentaram melhora significativa do D5 ao
D15, quando comparados ao grupo SALINA. No D15 a FC induziu um aumento do
limiar nociceptivo de 73,66%, FBU aumentou em 43,15% e FAE de 41,39%. Os
animais tratados com a gabapentina mostraram aumento de 32,64% quando
comparada com o grupo SALINA.

Figura 09 - Efeito da administracdo oral da Fragdo Hexanica (FH), Fragao Cloroférmica (FC), Fracao
Acetato de Etila (FAE) e Fracdo Butandlica (FBU) (1 mg / kg, v.0.), obtidas a partir do Extrato
Etandlico de A. chica, e da gabapentina (GAB, 1 mg/kg) na da distribuicdo do peso nas patas
traseiras em modelo experimental de dor neuropatica em ratos.
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Nota: ANOVA — Newman Keuls (p< 0.05). * Indica diferenca do grupo tratado com a FC em relagéao
ao grupo SALINA (D5 ao D15). ** Indica difereng¢a do grupo FBU em relagéo ao grupo SALINA (D5 ao
D15). ° Indica diferenga do grupo GAB (1mg/Kg, v.0.), no D15 em relagao ao grupo SALINA. # Indica
diferenga do grupo FAE em relagdo ao grupo SALINA.
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6.6.4 Determinacgéo da atividade da catalase nos animais tratados com as fragées do
EEAC

Em relacdo a enzima catalase os animais tratados com as FC e FBU
mostraram reducédo de 88,11% no nivel da enzima catalase (p<0,0001) quando
comparado com o grupo salina. Quando comparado o grupo tratado com o farmaco
padrdao gabapentina (1mg/kg) com o grupo salina ndao houve diferenga
estatisticamente significante entre eles (FIGURA 10).

Figura 10 - Variacdo da atividade da enzima catalase (pmoles/mg de proteina), durante 15 dias de
tratamento com a Fracao Hexanica (FH), Fracdo Cloroférmica (FC), Fracdo Acetato de Etila (FAE) e
Fracdo Butandlica (FBU) (1 mg / kg), do EEAC, e Gabapentina (GAB, 1 mg/ Kg), em amostras de
soro de ratos.
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Nota: Os valores estdo expressos como Média + Erro Padrdo da Média. ANOVA — Newman Keuls. *
indica diferenca significativa dos grupos tratados com as fragdes cloroférmica (FC) e butandlica (FBU)
(1mg/Kg), quando comparados ao grupo salina (p< 0,001).

6.6.5 Determinacao da atividade da superéxido dismutase nos animais tratados com
as fracées do EEAC

A atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) mostrou-se reduzida
nos animais tratados com a FC (85%), FH (70%), FAE (60%) e FB (34%) em
comparacao ao grupo salina. O grupo tratado com a droga padrao gabapentina (1
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mg/kg) reduziu em 55,2%, em relagcao ao grupo salina, como pode ser observado na
Figura 11.

Figura 11 - Variacdo da atividade da enzima superoxido dismutase (pmoles/mg de proteina), durante
15 dias de tratamento com a Fracado Hexénica (FH), Fragao Cloroférmica (FC), Fracdo Acetato de
Etila (FAE) e Fragao Butandlica (FBU) (1 mg / kg, v.0.), do EEAC, e Gabapentina (GAB, 1 mg/ Kg,
v.0.) em amostras de soro de ratos.

4 —

(4]

=

2 3

o *

=4

% 1 - E - > T ;

E ]

= - - _

< & ¥ T T
«QOV =% %v\’\ < ¥

o$

Nota: Os valores sdo expressos como Média + Erro Padrao da Média. ANOVA — Newman Keuls. *
diferenca significativa do grupo estudado quando comparado ao grupo salina (p< 0,05).

6.6.6 Determinacgéo da atividade da glutationa nos animais tratados com as fragcbes
do EEAC

A avaliagdo sistémica da enzima glutationa nos grupos tratados com a FH,
FC, FAE e FBU obtidas a partir do EEAC nédo detectou diferenca quando estes
grupos foram comparados ao grupo salina e ao gabapentina, droga utilizada como
padrdo nos experimentos, mostrando que as fragbes nao apresentaram agao na

modulagéo desta enzima, como mostra a Figura 12.
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Figura 12 - Atividade da enzima glutationa (pmoles/mg de proteina), durante 15 dias de tratamento
com a Fragao Hexanica (FH), Fragao Cloroférmica (FC), Fragdo Acetato de Etila (FAE) e Fracao
Butandlica (FBU) (1 mg/ kg, v.0.) do EEAC, e Gabapentina (GAB, 1 mg/ Kg, v.0.) em amostras de
soro de ratosde cada grupo experimental.
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Nota: Nao houve diferenga estatisticamente significante - ANOVA — Newman Keuls (p< 0.05).

6.6.7 Efeito das frac6es do EEAC sobre a Citocina IL1

A Figura 13 mostra o efeito da administracédo por via oral das fragdes FH, FC,
FAE e FBU (1 mg / kg) sobre a concentragdo da citocina IL1 apés indugdo da dor
neuropatica por compressao do ciatico.

A administrag&o das fracdes foi realizada do D1 ao D15 p6s-indug&o, durante
0 qual observa-se que houve o aumento da concentragédo IL1 no grupo salina
(54,04%) quando comparado com o grupo controle. A comparagao do grupo salina
com os grupos tratados com as fragdes do EEAC mostrou uma reducao significativa
da concentragdo de IL1 nos grupos tratados com as fragbes: FAE (41,82 pg/ml),
FBU (48,18 pg/mL), FH (48,36 pg/mL) e FC (74,55 pg/mL), com inibicdo de 68,6%,
63,82%, 63,69% e 44,03% respectivamente (p< 0,05). No grupo controle positivo
(GAB) a reducao foi de 59,4%.
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Figura 13 - Efeito da administracdo oral da Fragdo Hexanica (FH), Fracdo Cloroférmica (FC), Fracédo
Acetato de Etila (FAE) e Fragcédo Butandlica (FBU) (1 mg / kg, v.0.) do EEAC, e Gabapentina (GAB, 1
mg/ Kg, v.0.), na concentragdo sérica da citocina IL1, apds indugdo da dor neuropatica por
compressao do nervo ciatico.
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Nota: Os valores sdo expressos como Média + Erro Padrao da Média. ANOVA — Newman Keuls. *
diferenca significativa quando comparado ao grupo salina (p< 0,05).
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7 DISCUSSAO

Neste estudo foi avaliado o potencial terapéutico do extrato etandlico de
Arrabidaea chica Verlot (EEAC) e suas fragdes, em um modelo experimental de dor
neuropatica (DN).

O EEAC possui em sua composicdo compostos fendlicos, taninos,
triterpenos e esteroides. Todas as fragbes do EEAC analisadas neste estudo:
hexanica (FH), cloroférmica (FC), acetato de etila (FAE) e butandlica (FBU)
apresentaram compostos fendlicos. Na FH predominaram compostos fendlicos,
esteroides e taninos, enquanto na FC os predominantes foram os compostos
fendlicos, taninos e triterpenos. Na FAE houve maior concentracdo de esteroides,
seguida de compostos fendlicos. Nossos resultados corroboram com os encontrados
por Barbosa et al. (2008), Alves et al. (2008) e Cortez de Sa et al. (2016) que
também detectaram esses metabolitos secundarios no extrato e fragées das folhas
de A. chica.

A FC e FAE apresentaram os maiores teores de polifendlicos totais,
seguida da FH, enquanto a FC e FH apresentaram maiores concentracdes de
flavonoides. Silva et al. (2007) encontraram menores concentragdes de polifendlicos
e flavonoides totais em folhas de A. chica, porém a espécie vegetal foi coletada no
estado do Para, devendo, portanto, serem considerados fatores variantes como o
clima e solo.

Com a finalidade de delinear a acao antinociceptiva do EEAC, o mesmo
foi submetido a triagem farmacoldégica comportamental para investigar o perfil
farmacoldgico de substancias ativas contidas no EEAC, no controle da DN.

O EEAC apresentou acao antinociceptiva em modelo de dor neuropatica
induzida por compressao do nervo ciatico, que foi observado pelo aumento do limiar
nociceptivo, apds a inducao em testes de avaliagdo de hiperalgesia térmica, alodinia
mecanica e deambulagéo for¢cada. Posteriormente o extrato foi fracionado obtendo-
se as fragdes FH, FC, FAE e FBU, as quais foram biomonitoradas em modelos de
DN.

Considerando que as FH e FAE apresentaram ag&o antinociceptiva e
altas concentracdes de polifendlicos e flavonoides totais, a composicdo quimica
destas fragbes foi analisada por CLAE/UV-vis e CLAE-DAD-EM/EM. Esta

investigacdo permitiu identificar flavonoides do tipo flavona (carajuflavona, rutina,
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miricetina e apigenina), antocianidinas (derivado diglicosilado de carajurina,
malvidina-3-O(6-O-acetil-glucosideo-4-vinilfenol), peonidin-3-O-(6"-acetil-glucoside,
apigeninidina e dimetoxi-apigeninidina), triterpenos pentaciclicos (acido jacarandico,
acido jacoumarico e um isdmero do acido jacoumarico), acidos fendlicos (acido
galico, acido cafeico e acido cumarico) e esteroides (B-sitosterol).

De acordo com os resultados da andlise quimica, a atividade
farmacolégica das fracbes de A. chica pode ser atribuida principalmente aos
flavonoides, antocianidinas, e triterpenos, ja que os constituintes destas classes de
metabdlitos foram identificados na FH e FAE. Estudos tém mostrado que esses
compostos estdo relacionados aos efeitos anti-inflamatério, antinociceptivo e
analgésico (ROCHA et al., 2011; MICHEL et al., 2015).

A triagem farmacolégica realizada com o EEAC foi iniciada com a
avaliacao da alodinia térmica pelo teste da placa quente. Este teste induz respostas
comportamentais como lamber, morder as patas e movimentos de pular que sao
considerados com resposta nociceptoras integradas supraespinhalmente (ORLANDI
et al., 2011; ARAUJO et al., 2009). E um teste sensivel e especifico para avaliar
drogas de acao central como os analgésicos opidides (ONG et al., 2011).

A sensibilizacao periférica faz parte da patogénese da DN devido a uma
acdo aumentada nos terminais de nociceptores, decorrentes da acao de
neuromediadores inflamatérios, levando a alodinia e  hiperalgesia, e
consequentemente uma diminuicdo do limiar da dor, inducdo de descargas
ectopicas e aumento na abertura de canais de sédio (MAKUCH et al., 2013).

A dor neuropatica pode ser induzida experimentalmente. Um dos modelos
utilizados para a inducédo da DN é a compressdao do nervo ciatico de ratos, onde
animais lesados desenvolvem comportamentos de autoprotecdo e apresentam
reacdes exageradas a estimulos mecanicos (alodinia) e térmicos (JAGGI et al.,
2011).

Em nosso estudo, os resultados obtidos na avaliagdo do EEAC na
hiperalgesia térmica, apresentados na Figura 4 mostram que no primeiro dia apos a
inducdo da DN, por compressdao do nervo ciatico, houve redugdo no tempo de
laténcia nos grupos estudados quando comparados ao grupo controle, comprovando
a eficacia deste método de inducdo. No grupo salina a hiperalgesia observada no 1°
dia da inducdo foi mantida até o 10° dia do experimento. Porém, nos animais
tratados com o EEAC houve aumento de 48,34% no tempo de laténcia ao estimulo
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térmico, que foi observado no final do tratamento, indicando que o extrato apresenta
efeito antinociceptivo na dose de 500 mg/kg. E importante relatar que o fato do
grupo Sham apresentou reducdo do periodo de laténciano primeiro dia, esta
hiperalgesia observada deve ter sido devido ao procedimento cirurgico que havia
sido realizado naquele dia.

Além do efeito antinociceptivo, o EEAC também mostrou atividade na
alodinia mecénica avaliada pelo teste de von Frey. O grupo tratado o EEAC reduziu
significativamente a alodinia a partir do 5° dia de tratamento, atingindo 48,6% no final
de dez dias de tratamento (FIGURA 03). Este resultado contribuiu para comprovar a
acao analgésica do EEAC observada no experimento anterior.

As fracoes obtidas a partir do EEAC também foram avaliadas no teste de
von Frey. Neste teste foi observado que as patas lesadas dos animais de todos os
grupos apresentaram um aumento significativo da hiperalgesia, em comparagao com
as patas sadias. O tratamento dos animais com a FC e FAE (1 mg/Kg) reduziu,
assim como ocorreu com o EEAC, a alodinia mecanica na pata ipsilateral dos
animais. Além disso, as fragées (FC e FAE) apresentaram a intensidade de efeito
semelhante a gabapentina (1mg/kg), farmaco utilizado como controle positivo nos
experimentos e que também apresentou acao analgésica, quando comparado ao
grupo salina (FIGURA Q7).

A gabapentina é um farmaco de referéncia utilizada no controle da dor
neuropatica. Seu efeito antinociceptivo parece estar relacionado a atuacdo em
canais de célcio neuronais e diminuicdo da transmissao glutaminérgica. Além disso,
a gabapentina diminui marcadores inflamatérios como a COX-,, PGE-,, NO, IL-1b e
MMP2 (CHENG; CHIOU., 2006; KILIC, et al., 2016; SANT'ANNA et al., 2016).

Um dos fatores que desempenham um papel importante na inducao de
dor neuropatica é a reducao dos niveis ou funcdo do acido gama amino butirico
(GABA), um dos principais neurotransmissores inibitérios do sistema nervoso central
(AMIN; HOSSEINZADEH, 2012).

Alguns flavondides extraidos de plantas sdo conhecidos como agonistas
parciais de GABA e moduladores da ac¢do de benzodiazepinicos (MARDER et al.,
2001). Isto é relevante para o nosso trabalho visto que as fracbes do EEAC como a
FH, FC e FAE apresentaram flavonoides em sua composicao.

Além de provaveis mecanismos centrais que podem estar envolvidos na

acao anti-nociceptiva do EEAC e fragoes, também é possivel que este efeito possa
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ocorrer por uma acao periférica, como foi evidenciado em outra espécie do mesmo
género, Arrabidaea brachypoda, que apresenta semelhanca a A. chica, em relagao
aos metabolitos secundarios majoritarios. A. brachypoda mostrou efeito
antinociceptivo periférico, além de atividade anti-inflamatéria, por inibir o
recrutamento de leucécitos em um modelo de peritonite induzida por polissacarideos
(ROCHA et al., 2011).

A atividade locomotora de A. chica foi avaliada pelo teste do rotarod. Os
animais tratados com o EEAC apresentaram melhora significativa do escore de
marcha quando comparado com o0 grupo salina, reestabelecendo os valores
normais, semelhante aos do grupo controle, no 10° dia de tratamento (FIGURA 06).
Da mesma forma, foi observado que os animais tratados com a FH, FC e FAE
apresentaram melhoras significantes na marcha quando comparados ao grupo
salina (FIGURA 08). O grupo tratado com a gabapentina, na mesma dose utilizada
para as fragdes apresentou efeito semelhante ao dos animais tratados com FH, FC e
FAE. Vale ressaltar que estas fracbes foram as que apresentaram maior teor de
polifendlicos totais e flavonoides, substancias ativas que devem ser responsaveis
pelos efeitos farmacoldgicos de A. chica na dor neuropatica.

Outro teste realizado para a comprovacao do efetio antinociceptivo das
fracOes foi a avaliacdo da hiperalgesia pelo método de descarga de peso (Weight
bearing). Os resultados mostraram que os animais tratados com a FC, FH, FAE e
FBU apresentaram melhora no limiar nociceptivo, quando comparados com o0 grupo
salina. O efeito observado para a gabapentina foi de intensidade semelhante ao
obtidos nos grupos tratados com as fragdes (FIGURA 09).

Esses efeitos podem estar relacionados a atividade anti-inflamatéria do
EEAC, que ja foi previamente mostrado por Zorn et al. (2001), quando observou que
o extrato de A. chica inibiu o fator de transcricdo nuclear kappa B, evitando com isso
a formacdo de citocinas e enzimas inflamatérias como iINOS, COX-2, 5-LOX e
fosfolipase A2 citosdlica.

A dor esta intimamente relacionada com o processo inflamatério ja que os
mediadores inflamatorios liberados com a leséo tecidual modificam a transmisséo e
a excitabilidade dos nociceptores de tal maneira que estimulos previamente leves ou
ineficazes se tornam dolorosos (SCHOLZ; WOOLF, 2002; VERRY et al., 2006).

Recentemente, tem sido relatado que as citocinas pro-inflamatérias, como

o interleucina-1b (IL-1b) e o o6xido nitrico (NO) produzido pelas células imunes,
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astroglia e microglia, na medula espinal desempenham um papel importante na
patogénese da dor neuropatica (OLD et al., 2015). Esses fatores iniciam uma
cascata de neuroinflamagéo e eventos relacionados que podem manter-se e piorar a
leséo original, causando dor e cronicidade (VALSECCHI et al., 2011). Além disso, a
inflamacéo induz ciclooxigenase-2 (COX-2), que, por sua vez, resulta na producéao
de prostaglandinas (PGE) (LIU et al., 2012). A PGE2 é um fator indutor de dor,
capaz de sensibilizar neurdnios sensoriais primarios, gerar sensibilizagdo central e
facilitar a liberacdo de neuropeptideos relacionados a dor (VANEGAS; SCHAIBLE,
2001).

Estudos realizados por Michel e colaboradores em 2015, mostraram a
acao do extrato etandlico de A. chica como agente anti-inflamatério e atribuiram esta
atividade aos flavonoides, luteolina e canferol presentes no extrato. Oliveira et al
(2008), estudaram os efeitos do extrato aquoso de A. chica sobre o edema induzido
por venenos das serpentes Bothrops atrox e Crotalus durissus ruruima, em
camundongos albinos pelas vias oral, intraperitoneal e subcutanea. Os resultados
indicaram que o extrato contém substancias quimicas com atividade antiinflamatoria.

Nosso estudo identificou compostos como flavonoides, antocianidinas, e
triterpenos nas fragoes ativas do EECA e que provavelmente sdo as substancias
ativas envolvidas na agéo antinociceptiva do extrato e fragdes de A. chica.

Além dos mecanismos de génese da DN, citados anteriormente, ha
evidéncias que comprovam que o0s agentes antioxidantes tém um papel
determinante na dor neuropatica. O estresse oxidativo decorre de um desequilibrio
entre a geracdo de compostos oxidantes e a atuacdo dos sistemas de defesa
antioxidante e estar envolvido na patogénese da dor neuropatica (NAIK et al., 2006).
Existem substancias antioxidantes enzimaticas e n&o-enzimaticas, que atuam na
protecao celular. Dentre os enzimaticos podem ser citadas a superdxido dismutase,
a catalase e a glutationa peroxidase. Nas FH e FAE foram identificados flavonoides,
do tipo flavona (carajuflavona, rutina, apigenina e miricetina), antocianidinas, que
s&o substancias antioxidantes.

Neste estudo foi possivel observar que o modelo de DN induziu um
aumento significativo das concentragbes das enzimas catalase e superdxido
dismutase, conforme observado no grupo salina. Porém, quando se analisou essa
atividade no soro dos animais tratados com as fragbes do extrato de A. chica,

observou-se que a fracao cloroférmica e butandlica induziram reducao significante



65

da concentracdo de catalase quando comparado aos animais que foram tratados
com salina (FIGURA 10).

A SOD é uma enzima antioxidante que transforma o radical superéxido
(O2--) em uma espécie ativa de oxigénio (H202), que é menos lesivo por ndo ser
radicalar (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). A atividade da SOD apresentou-se
diminuida no grupo tratado com as fracdes cloroférmica e hexénica, quando
comparados ao grupo salina. O sistema de defesa antioxidante tem a funcéo de
inibir e/ou reduzir os danos causados pela acéo deletéria dos radicais livres ou das
espécies reativas nao-radicais. Tais agdes podem ser alcancadas por meio de
diferentes mecanismos de acado: impedindo a formacédo dos radicais livres ou
espécies nao-radicais (sistemas de prevencdo), impedindo a acao desses (sistemas
varredores) ou, ainda, favorecendo o reparo e a reconstituicdo das estruturas
biolégicas lesadas (BARBOSA et al., 2010).

Para medir a capacidade antioxidante total de uma amostra, utiliza-se
uma técnica baseada na formacgéao de radicais a partir da termdlise do 2,2’Azo-bis (2-
amidino-propano) diidrocloreto, produzindo emissédo de luz (TRAP). Quando se tem
presente no meio de reacdo um antioxidante, ele ir4 neutralizar estes radicais e,
assim, diminuir a emissdao de luz. Apds todo o antioxidante reagir, o radical,
aumentara a emissao de luz. Assim, deve-se observar por quanto tempo ele é capaz
de inibir a formacdo de radicais. Este método permite medir a capacidade da
amostra de agir como antioxidante frente a radicais livres formados. Dentre as
substancias, cuja acao é medida por esta técnica, que agem como antioxidantes
temos a vitamina C, o &cido Urico e a glutationa, principais antioxidantes nao-
enzimaticos hidrossoluveis das células (EVELSON et al., 2001; LISSI; PASCUAL;
DEL CASTILLO, 1992).

A glutationa S-transferase (GST) € uma enzima que catalisa a reacao de
conjugacao da glutationa reduzida (GSH) com outras substancias, que possam a vir
a prejudicar o funcionamento celular. Essa combinagdo forma os conjugados de
glutationa que serédo exportados para fora do meio interno da célula. Deste modo,
esta enzima desempenha um papel importante na detoxificacdo celular
(MANNERVIK; GLUTHENBERG, 1981). Entretanto, neste estudo nao foi possivel
detectar um efeito antioxidante da glutationa das fragdes do EEAC (FIGURA 12).

O fato de nao termos detectado alteragdo desta enzima, nos grupos
experimentais em parte € satisfatoria, pois indica que o estresse provocado pela
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manipulagdo prépria do delineamento experimental ndo causou danos e o
tratamento ndo gerou um aumento na indugédo enzimatica. O aumento da atividade
enzimatica pode representar uma resposta compensatoria do sistema antioxidante
quando se tem um aumento do estresse oxidativo. Isto pode ser explicado, como
uma forma de os animais se defenderem contra o dano continuado (BARBOSA et
al., 2010).

Com relacéo a avaliacdo dos niveis séricos da citocina IL1, os resultados
mostraram a redugdo da citocina pro-inflamatéria (IL1) nos grupos tratados com as
fracoes: FAE, FH e FBU quando comparadas ao grupo salina. Estudos prévios
evidenciam niveis aumentados das citocinas pré-inflamatérias em pacientes com dor
crénica (DAVIES; HAYES; DEKABAN, 2007; KRAYCHETE et al., 2010; KOCH et al.,
2007; UCEYLER et al., 2007ab).

As citocinas inflamatérias estdo envolvidas na sensibilizagdo central
induzida por lesdo nervosa e/ou inflamacao e estdo relacionadas ao aparecimento
de hiperalgesia e alodinia. Respostas inflamatoérias no sistema nervoso
somatossensorial desempenham papéis fundamentais na evolugéo e persisténcia na
dor patolégica. Estas citocinas estdo presentes na medula espinhal, ganglios da raiz
dorsal e lesbes nervosas, sdo associadas a dor e com a geracdao de atividade
espontanea anormal de fibras nervosas ou nos ganglios da raiz dorsal dos neurdnios
lesados ou inflamados (AUSTIN; MOALEM-TAYLOR, 2013; WATKINS; MILLIGAN;
MAIER et al., 2003).

No decorrer do processo inflamatério ocorre vasodilatacdo aumentando o
fluxo sanguineo no local da lesdo. A permeabilidade microvascular aumenta,
causando a perda de proteinas plasmaticas e de fluido para o tecido.
Simultaneamente, as citocinas pré-inflamatérias como Interleucina 1 B (IL-1 B),
interleucina 6 (IL6) e o Fator de Necrose Tumoral (TNF-a) sdo liberadas pelos
macréfagos, ativando a regulacao das reacoes inflamatérias. Ha evidéncias que as
citocinas proé-inflamatérias (IL-1B, IL-6 e TNF-a) estdo envolvidas no processo de
sensibilizacdo da dor neuropatica (LAWRENCE; WILLOUGHBY; GILROY, 2002;
SIMMONS, 2006; SOMMER; WHITE, 2010). Portanto, a reducéo de citocinas pro-
inflamatérias, como a IL-1, pelas fragbes do EEAC também podem estar
relacionadas ao mecanismo de agao antinociceptivo induzido pela A. chica.
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8 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse estudo mostram que o extrato etandlico de
Arrabidaea chica (EEAC) (500mg/kg) e suas fragbes (1mg/Kg) apresentam atividade
antinociceptiva na dor neuropatica induzida pela compressdao do nervo ciatico em
ratos, quando administrados por via oral, durante 15 dias de tratamento.

Os animais tratados com as fracbes do EEAC reduziram as
concentragdes das enzimas catalase e superéxido dismutase, revelando seu efeito
antioxidante.

As fragdes do EEAC modularam os niveis de IL1, uma vez que os animais
tratados apresentaram reducao na concentracao desta citocina.

Os testes de abordagem fitoquimica detectaram a presenca de
compostos fendlicos, taninos, triterpenos e esteroides no extrato e fragdes. A fracao
FAE apresentou os maiores teores de polifendlicos totais, enquanto a FC a maior
concentracao de flavonoides totais.

Diante do exposto os resultados comprovam a acgao antinociceptiva e
antioxidante do EEAC e suas fragbes na dor neuropatica, porém, outras
investigacdes farmacoldgicas sdo necessarias para se determinar o(s) mecanismo(s)
da acao antinociceptiva e seu papel no estresse oxidativo, bem como, novas
investigagcbes moleculares e celulares sao necessarias para demonstrar os efeitos

centrais ou periféricos possiveis nesta condicao crbnica debilitante.
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