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RESUMO

O uso de plantas medicinais faz parte da evolugdo humana e tem um papel importante no
tratamento de inumeras doengas. A dor neuropatica ¢ causada por uma lesao ou doenca do
sistema nervoso somatossensorial, que acomete cerca de 8% da populacdo mundial, sendo seu
manejo considerado um grande desafio. Na busca de novas terapias surge neste cenario a
Arrabidaea chica (Humb.& Bonpl) Verlot, (A. chica) conhecida popularmente por carajuru e
pariri. Objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia das fragdes do extrato etanolico de A. chica,
em modelo experimental de dor neuropatica induzida por compressdo do tronco principal do
nervo ciatico em ratos Wistar. Apds a obtencao do extrato, foi realizado o fracionamento para
aquisicao das fra¢des: hexanica, cloroférmica, acetato de etila e butanolica. Os estudos in vivo,
foram realizados através dos testes de Von Frey, Rotarod e Weight Bering. Os animais foram
tratados durante 15 dias com as fragdes de A. chica na dose 1 mg/Kg/dia. No grupo controle
positivo foi utilizado a gabapentina (1 mg/Kg v.0). O estudo farmacologico atenuou
significativamente as manifestagdes comportamentais de dor neuropatica nos animais tratados
com as fragdes do extrato etanolico de A. chica na dose 1 mg/Kg por via oral em comparagao
com o grupo salina (0,1 ml/Kg) comprovando a a¢ao antinociceptiva e antioxidante da 4. chica.
Em conclusdo, os resultados deste estudo sugerem que o extrato das fragdes de A. chica
apresentam potencial terapéutico para o tratamento de dores neuropaticas e/ou adjuvantes no
tratamento convencional das mesma.
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1 INTRODUCAO

A Organiza¢ao Mundial de Saude, estima que 80% da populagdo mundial faz uso de
plantas medicinais como recurso terapéutico (CARNEIRO et al., 2014). A biodiversidade
brasileira estd entre as maiores do mundo compreendendo mais de 45.000 espécies de plantas
superiores. Dentre essas espécies, destacamos Arrabidaea chica, amplamente utilizada na
medicina tradicional como planta medicinal. (CORREA, 1984; LORENZI; MATOS, 2002).

A dor neuropatica ¢ uma categoria clinica causada por lesdo ou doenga do sistema
nervoso somatossensorial e atingem até 8% da populagdo mundial. E uma patologia debilitante
que afeta a qualidade de vida, a satde fisica e mental dos pacientes e representa um grande
desafio no seu manejo clinico (SCHMADER, 2002; GILRON; BARON; JENSEN, 2015).

Considerando ainda o grande impacto socioecondmico decorrente da dor neuropatica, ¢
essencial o desenvolvimento de novos antinociceptivos seguros com efeitos colaterais
reduzidos, para o emprego de terapias eficazes, com menos efeitos adversos e que
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proporcionam uma maior adesdo 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 eficdcia da atividade
antinociceptiva das fragdes de A. chica Verlot, em modelo experimental de dor neuropatica em
ratos.

2 MATERIAIS E METODOS

Para obtenc¢do do extrato etanolico, foram utilizados 156 g de p6 obtidos pela trituragido
das folhas. O p6 foi submetido ao processo de extragdo por maceragao. A solugdo extrativa foi
filtrada e concentrada em evaporador rotativo sob vacuo (40 °C), obtendo-se o extrato etanolico.
O extrato etandlico das folhas de Arrabidaea chica foi dissolvido em 100 ml da mistura
metanol/agua (70:30, v/v) por meio de agitacdo e submetido a particao liquido-liquido usando
hexano, cloroféormio, acetato de etila e n-butanol. As solu¢des extrativas foram filtradas
(Na2S04 anidro) e concentradas em evaporador rotativo sob vacuo obtendo-se as fragdes
hexanica (FH), cloroformica (FC), acetato de etila (FAE) e butanélica (FBU).

O estudo ¢ um ensaio pré-clinico experimental, com distribuicao aleatoria dos grupos
de animais, sendo alocados 40 ratos da linhagem Wistar, espécie Rattus norvegicus, adultos,
machos e fémeas pesando em média 225 g (£ 20). Os animais do foram divididos em trés
grupos assim distribuidos: O grupo controle (n = 05) com animais que nao sofreram nenhum
tipo de intervengdo cirargica; o grupo SHAM (n = 05) onde foi realizada a incisdo até a
visualizacdo do nervo ciatico, porém o nervo nao foi comprimido; O grupo cirurgico (n = 30)
0s 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 ¢ FBU foram
tratados por via oral com as diferentes fracdes do extrato na dose 1 mg/Kg, o grupo controle
positivo recebeu gabapentina (1 mg/Kg v.0) e o grupo salina Na CI 0,9% (0,1 ml/Kg). Os
animais foram tratados no primeiro dia (D1) ap6s a indugdo até o décimo quinto dia (D15). Em
seguida os animais foram eutanasiados para coleta do sangue, para o estudo bioquimico.

Os animais foram anestesiados com inje¢do intraperitoneal de cloridrato de cetamina
2,5% e cloridrato de xilazina 1,75% . Apo0s a tricotomia, foi feita uma incisao coxa direita do
animal, expondo assim o nervo ciatico. Em seguida efetuou a compressao no tronco comum do
ciatico da pata direita com uma forca média de 0,44 Kgf, através de aparato desenvolvido no
nosso laboratorio. (Patente — BR 10 2017 000325 6). Finalizando este procedimento, o local da
incisdo foi suturado com fio de nylon ndo absorvivel e desinfetado com solucao de rifamicina.

Ap6s a indugdo da dor neuropatica os animais foram avaliados pelos Testes: Rotarod
que tem como objetivo avaliar o padrao de deambulagdo dos animais. O uso da pata lesada foi
graduado em uma escala numérica que varia de 5 a 1, em que: 5 = uso normal do membro; 4 =
claudicacao leve; 3 = claudicagdo grave; 2 = intermitente desuso da pata afetada; 1 = completo
desuso da pata afetada (KALFF et al., 2010). O teste Von Frey com o objetivo avaliar o
aumento da sensibilidade do nociceptor a estimulos inofensivos (alodinia) ou nocivos
(hiperalgesia) a sensibilidade tecidual provocada pela lesdao. O limiar nociceptivo de retirada da
pata foi definido como o percentual de forca para provocar uma suspensio ativa na pata
ipsilateral afetada; O teste do Weight bearing os animais sdao 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 aferi¢do final da distribui¢do do peso foi dada por uma média
de trés aferigdes.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No primeiro dia apds indugdo da DN, foi detectado pelo teste de Von Frey que houve
aumento no limiar nociceptivo da pata ipsilateral dos animais, indicando alodinia mecénica
entre os grupos estudados: salina (16,13%); SHAM (6,91%), gabapentina (16,13%) e as
fragdes: FH (15,42%), FC (7,91%), FAE (31,28%) e FB (15,42%), quando comparado ao grupo
controle. 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 semelhante a
gabapentina, que apresentou diminui¢do da alodinia no décimo e décimo quinto dia apos a
indugdo de 50,55% e 57,23%, respectivamente.

O comprometimento da marcha no primeiro dia apds a inducdo da DN, foi avaliada
pelo Teste Rotarod onde observa-se a reducao do escore da marcha nos grupos tratados com
as fragcdes do EEAC (FH, FC, FAE e FBU), gabapentina e salina que apresentaram escore 3,
que indica claudicagao grave (p < 0,0001) e o grupo SHAM, escore 4, indicando claudicagao
leve ( p = 0,0049), quando comparados ao grupo controle (escore 5 = normal). 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 positivos tratados com a gabapentina de 26,6% (escore
= 3,8) quando comparado com o grupo salina (escore = 3).

Para avaliar a descarga de peso foi considerada pelo Teste Weigth-bearing a diferenca
dos valores da descarga de peso nas patas traseiras dos animais, isto €, a diferenca entre a pata
ipsilateral e contralateral a lesdo. Os valores sdo expressos em (%) e os valores maiores nas
patas contralateral indica déficit de sustentagdo de peso na pata ipsilateral indicando
hiperalgesia na pata lesada. Observa-se que no primeiro dia ap6s indug¢ao 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 de 73,66%, FBU aumentou em 43,15% o limiar nociceptivo .(FC no D5 com p =
0,0146, D10 com p = 0,0239 ¢ D15 p < 0,0001, a FBU no D5 com p < 0,0001, D10 com p <
0,0001 e D15 com p = 0,013), no D15 a gabapentina (p = 0,0003 ) e FAE (p = 0,0210 )
mostraram aumento de 32,64% e 41,39%, respectivamente quando comparada com o grupo
salina.

As fragdes obtidas a partir do EEAC foram avaliadas no teste de von Frey. O
tratamento dos animais com a FC e FAE (1 mg/Kg) reduziu, a alodinia mecanica na pata
ipsilateral dos animais. As fra¢des (FC e FAE) apresentaram a intensidade de efeito semelhante
a gabapentina (1 mg/kg), farmaco utilizado como controle positivo nos experimentos € que
também apresentou ag¢ao analgésica, quando comparado ao grupo salina.

Alguns flavonoides extraidos de plantas sao conhecidos como agonistas parciais de
GABA e moduladores da agao de benzodiazepinicos (MARDER et al., 2001). Isto € relevante
para os resultados desse trabalho visto que as fragdes do EEAC como a FH, FC ¢ FAE
apresentaram maiores concentragdes de flavonoides em sua composi¢do conforme Ribeiro,
2012.

Para o teste de atividade locomotora, os animais tratados com as fragdes hexanica,
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cloroféormica e acetato de etila apresentaram melhoras significantes no escore da marcha
avaliada pelo Rotarod quando comparados ao grupo salina. O grupo tratado com a gabapentina,
na mesma dose utilizada para as fragdes apresentou efeito semelhante ao dos animais tratados
com as referidas fracdes. Vale ressaltar que estas fragdes foram as que apresentaram maior teor
de polifendlicos totais e flavonoides, substancias ativas que devem ser responsaveis pelos
efeitos farmacoldgicos de A4. chica.

Outro teste realizado foi a avaliacdo da hiperalgesia na pata lesada pelo método de
descarga de peso (Weight bearing), que mostrou que os animais tratados com as fracdes: FC,
FH, FAC e FBU apresentaram melhora no limiar nociceptivo, quando comparados com o grupo
salina. Assim como esperado, o grupo tratado com a gabapentina apresentou acao analgésica,
sendo este efeito semelhante ao observado nos grupos tratados com as fragdes.

Corroborando com os resultados da pesquisa, no estudo de Zorn e colaboradores, 2001,
sugerem que esses efeitos podem estar relacionados com a atividade anti-inflamatéria do
EEAC, quando observou que o extrato de A. chica inibiu o fator de transcri¢cao nuclear kappa
B, evitando com isso a formacao de citocinas e enzimas inflamatorias como iNOS, COX-2, 5-
LOX e fosfolipase A2 citosolica. A dor estd intimamente relacionada com o processo
inflamatorio ja que os mediadores inflamatorios liberados com a lesdo tecidual modificam a
transmissao e a excitabilidade dos nociceptores de tal maneira que estimulos previamente leves
ou ineficazes se tornam dolorosos (VERRY et al., 2006).

Estudos realizados por Michel e colaboradores em 2015, mostraram a agao 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. (2012), 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 anti-
inflamatéria. Nesse estudo, identificou-se compostos como antocianidinas, flavonoides e
triterpenos nas fracdes ativas do EECA e que provavelmente sdo as substancias ativas
envolvidas na acdo antinociceptiva do extrato e fragdes de A. chica. Nas fragdes FH e FAE
foram identificados flavonoides, do tipo flavona (carajuflavona, rutina, apigenina e miricetina),
antocianidinas, que sdo substancias antioxidantes.

4 CONCLUSAO

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

Diante do exposto os resultados comprovam a agdo antinociceptiva das fragdes do
EEAC na dor neuropatica, porém, outras investigacdes farmacologicas sdo necessarias para se
sugerir o(s) mecanismo(s) da agdo antinociceptiva € novas investigagdes moleculares e
celulares sdo necessarias para demonstrar os efeitos centrais ou periféricos possiveis nesta
condicao cronica debilitante.
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