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RESUMO

EFEITO REGENERATIVO E ANALGESICO DOS EXTRATOS AQUOSO E
HIDROALCOOLICO DE Caesalpinea ferrea MARTIUS NA NEUROPATIA CIATICA
EXPERIMENTAL EM RATOS

FREITAS, Maisa Oliveira de. Estudo dos efeitos regenerativo e analgesico dos extratos
aquoso e hidroalcoolico de Caesalpinea ferrea Martius na neuropatia ciatica
experimental em ratos. 2013, 65f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal:
Morfofisiologia e Biotecnologia da Reprodugdo Animal) — Universidade Federal Rural do
Semi-Arido (UFERSA), Mossoro-RN, 2013.

Este estudo avaliou os efeitos regenerativo e analgésico do extrato aquoso (EACF) e
hidroalcodlico (EHCF) da vagem do jucd na neuropatia ciatica experimental e na dor
periférica ndo neuropética em ratos, em uma dose diéria de 300 mg/kg. Foram utilizados 82
ratos machos da linhagem Wistar, distribuidos da seguinte forma: 40 animais neuropéticos
divididos em quatro grupos de dez animais, tratados com o0 EAFC, EHCF, solucéo salina e um
pseudo-operado. Quarenta e dois animais foram distribuidos em seis grupos de sete animais
cada, sendo trés para realizacdo de testes de contor¢do abdominal induzida por &cido acético e
trés para realizacdo de teste térmico induzido por carragenina. Os grupos receberam
tratamentos com EAFC, EHCF e solucdo salina. Estudos comportamentais espontaneos
(motricidade e dor) e induzidos (hiperalgesia e reflexos) foram avaliados, ndo havendo
diferenca significativa entre os grupos tratados e nédo tratados, entretanto nos comportamentos
induzidos de pincar interdigital e lateral da regido plantar, houve uma diferenca significativa
entre 0s grupos tratados com os extratos e tratados com solucdo salina, , sugerindo um efeito
analgésico. A dose de 300mg/kg de EACF e EHCF na neuropatia traumatica experimental
ndo pode ser utilizada como analgésico, porém sugerem a existéncia de efeitos analgésicos
para os comportamentos induzidos de pingar. Os resultados histologicos sugerem uma maior

integridade axonal dos animais tratados com os extractos, semelhante ao grupo Sham.

Palavras-chave: Comportamento induzido, jucé, hiperalgesia, alodinia, nervo ciatico



ABSTRACT

FREITAS, Maisa Oliveira de. REGENERATIVE AND ANALGESIC EFFECTS OF
AQUEOUS AND HYDROALCOHOLIC EXTRACTS OF Caesalpinia ferrea IN
EXPERIMENTAL SCIATIC NEUROPATHY IN RATS. 2013, 65f. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncia Animal: Morfofisiologia e Biotecnologia da Reprodugédo Animal) —
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossor6-RN, 2013.

This study aimed to evaluate the regenerative and analgesic effects of the aqueous and
hydroalcoholic extract of Caesalpinia ferrea pods — daily dosage of 300 mg/kg — on
experimental sciatic neuropathy and non-neuropathic peripheral pain. An amount of 82 male
Wistar rats was used in the experiment. There were 40 neuropathic rats divided in four groups
of ten animals. They were treated with aqueous extract, hydroalcoholic extract, saline
solution, and one them was pseudo-operated. The other 42 rats were distributed in six groups
of seven animals. Three groups were led to writhing test induced by acetic acid
administration, and the other three groups to termal test induced by carrageenan. The groups
had different treatments with aqueous and hydroalcoholic extract and saline solution.
Spontaneous (motor and pain) and induced (hyperalgesia and flare) behavioural studies were
conducted. There were not significant difference between the groups treated or not with the
extracts. However, in the third week, the induced behaviors of interdigital and lateral pinch
presented significant difference between the groups treated with extracts and the ones treated
with saline solution, which suggests analgesic effect for this behaviour. The dosage of 300
mg/kg of aqueous and hydroalcoholic extracts of Caesalpinia ferrea pods in the experimental
traumatic sciatic neuropathy may not be used as analgesic. This dosage suggests analgesic
effects for the induced behaviour of pinch. It shows they may be tested in studies evaluating
axonal regeneration. Histological results suggest a higher axonal integrity in animals treated

with the extracts, similar to the sham group.

Keywords: induced behaviour; Caesalpinia ferrea; hyperalgesia; allodynia; sciatic nerve.
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Estudo dos efeitos regenerativo e analgésico dos extratos hidroalcodlico e aquoso de Caesalpinea ferrea
Martius na neuropatia ciatica experimental em ratos

1 INTRODUCAO

A International Association for the Study of Pain (IASP) definiu a dor como “uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a um dano tecidual presente ou em
potencial” (IASP, 1983), sendo sempre subjetiva, pois cada individuo expressa a sua dor de
acordo com o aprendizado frente as suas experiéncias prévias (CAMARA, 2009).

A dor pode ser classificada quanto a sua duragdo: “dor transitoria”, cuja funcdo é
proteger o organismo de lesdes fisicas que possam ser provocadas por agentes nocivos do
ambiente ou por estresse excessivo em alguma parte dele, “dor aguda”, que pode persistir por
poucos dias ou semanas, porém se a sensacao dolorosa exceder este periodo sera classificada
como “dor cronica”, que pode persistir mesmo depois da recuperacdo das lesdes ou doencas
que a originaram (LOESER e MELZACK, 1999).

A lesdo nervosa periférica ¢ uma patologia bastante comum, seja na clinica médica
humana ou na clinica médica veterinaria com causas variadas, tendo como consequéncia a dor
neuropatica, resultado de lesdes de origem traumatica nos nervos periféricos, resultando em
perda ou diminuicdo da sensibilidade e motricidade do territorio inervado, cuja severidade
dependerd do acometimento de suas estruturas (ENDO, 2002). Nesta patologia, 0s nervos
podem produzir dor, perda da sensacdo e inabilidade no controle dos musculos, além de
sensacdo de alfinetadas e agulhadas, dorméncia e formigamento que sdo freqlientemente
distribuidos em todo o nervo afetado (MORANI et al., 2012) e que muitas vezes resulta em
déficits funcionais em longo prazo (JANG; CHO; CHOI, 2012).

Em pacientes, a recuperacdo morfologica e funcional apds uma lesdo nervosa, raramente
é completa, apesar de aplicacdo de técnicas modernas sofisticadas de reconstrucdo. Esse fato
deve-se a inumeros fatores que influenciam na regeneracdo da fibra nervosa, incluindo a
natureza e o nivel da leséo, o tempo de desnervacao, o tipo e o didmetro das fibras afetadas, a
idade do individuo e outras variaveis individuais (MONTE-RASO etal., 2005).

Diferentemente do que se observa no sistema nervoso central, lesdes axonais no sistema
nervoso periférico frequentemente resultam em um maior grau de regeneragdo espontanea.
Esta capacidade de regeneracdo é determinada principalmente pela presenca de um ambiente

permissivo ao crescimento axonal. Entretanto, é clinicamente reconhecido que a recuperacao

16
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funcional de pacientes apds lesGes no sistema nervoso periférico se da de forma incompleta
ou pode n&o ocorrer (GORDON et al., 2003).

Pesquisas tém sido desenvolvidas com o fim de investigar diferentes formas de
estimular a regeneracdo do nervo ciatico de ratos, com a estimulacéo elétrica (MENDONCA,;
BARBIERI; MAZZER, 2003), o ultrassom terapéutico (MONTE-RASO et al., 2005) o laser
de baixa intensidade (ENDO, 2002), a irradiacdo ultrassonica pulsada de baixa intensidade
(MONTE-RASO et al., 2006), a influéncia do exercicio imediato em esteira (SOBRAL et al.,
2008), além do uso fitoterapicos, na forma de extrato de plantas, como por exemplo, a
Achyranthes bidentatag ue acelera a regeneracdo nervosa periférica (DING; CHENG; GU,
2008), a Acorus calamus e Butea monosperma que possuem efeito neuroprotetor apos
inducdo nervosa periférica em ratos (MUTHURAMAN; SINGH, 2011; THIAGARAJAN, et
al., 2012).

O modelo de lesdo por esmagamento do nervo ciatico de ratos é usado em pesquisas
sobre regeneragdo nervosa, por ser anatomicamente de facil manipulacdo, por manter
elementos que sustenta a estrutura nervosa e por ndo necessitar de um complemento cirdrgico
que possa introduzir variaveis de dificil controle (ANDRAUS, 2009).

Nos dias atuais, nota-se um retorno do interesse pelas plantas medicinais, devido a
grande procura por terapias alternativas. Isto se deve principalmente a ineficiéncia de alguns
produtos sintéticos, ao alto custo dos medicamentos alopaticos e a busca da populacédo por
tratamentos menos agressivos ao organismo (RIBEIRO et al., 2005).

A Organizacdo Mundial da Saude considera a fitoterapia nos seus programas e sugere
procedimentos basicos para validacdo de drogas vegetais, devido a pobreza e a falta de acesso
a medicina moderna, uma vez que cerca de 65-80% da populacdo mundial vive em paises em
desenvolvimento e dependem essencialmente de plantas medicinais para o tratamento de
enfermidades (RATES, 2001).

O Brasil € o pais com maior diversidade genetica vegetal do mundo, com mais de
56.000 espécies catalogadas de um total estimado entre 350.000 e 550.000 (GIULIETTIet al.,
2005), sendo que 8% foram estudadas em busca de compostos bioativos e 1.100 espécies
vegetais foram avaliadas em suas propriedades medicinais com 512 plantas registradas para
comercializagdo no Ministério da Saude (CARVALHO et al., 2008).

A Caesalpineaferrea € uma arvore robusta pertencente a familia leguminosae, da

subfamilia Caesalpiniodeae que cresce em todo o Brasil, sendo largamente distribuida nas
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regides Norte e Nordeste, conhecida vulgarmente por juca ou pau-ferro (PETERS et al.,
2008), em que seu uso popular é comum na terapia de algumas enfermidades, sendo estudada
para varias acOes farmacoldgicas, reforcando seus fins terapéuticos.

Nakamura e colaboradores (2002) mostraram in vitro que compostos isolados da vagem
da Caesalpinea ferrea possuem um efeito antitumoral quimiopreventivo.

Souza e colaboradores (2009) comprovaram que 0 extrato aquoso da casca da
Caesalpineaferrea administrado em dose Unica de 200 mg/Kg em ratos tem um efeito anti-
hiperglicemiante significativo, através de ensaios farmacologicos de tolerancia a glicose, o
que pode indicar uma possivel acdo antidiabética, anti-hiperglicemiante significativa em ratos
normoglicémicos o que pode indicar um potencial antidiabético, reforcando as descrigdes de
Braganca (1996) sobre esta caracteristica anti diabéticas do juca.

Mello e Mello (2006) testaram um fitoterdpico a base de extrato de Caesalpinea ferrea
para avaliacdo do reflexo da tosse em ratos expostos por aerossoOis de &cido citrico 5%,
apresentando uma eficacia antitussigena.

Menezes e colaboradores em 2007 descreveram que 0 extrato aquoso da casca da
Caesalpinea ferrea causa hipotensdo associado a taquicardia, descrevendo um potencial
clinico para doengas cardiovasculares.

Nozakiet al(2007) avaliaram que substancias quimicas isoladas do caule da Caesalpinia
férrea possui atividade inibitoria potente contra topoisomerase de DNA tipo Il , que é um alvo
importante dos farmacos anticancerigenos, além disso induziu uma apoptose em células
mieldide na leucemia humana aguda.

Até o presente momento, ndo ha registros na literatura do uso do estrato aquoso e/ou
hidroalcodlico da Caesalpinia ferrea que contribua para a regeneracdo nervosa periférica em

ratos, o que justificou a realizacdo deste trabalho.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ANATOMIA DO NERVO PERIFERICO

Durante a evolucdo dos metazoarios surgiram dois sistemas de integracdo para
coordenar as funcBes dos varios 6rgdos especializados que aparecem nesses animais: 0S
sistemas nervoso e enddcrino (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Nos vertebrados, apos a fecundagéo, o 6vulo passa por uma série de divisdes celulares
denominadas clivagens. O embrido pluricelular recebe o nome de blastula, convertendo-se em
gastrula por meio de processos chamados de gastrulacdo. A gastrula transforma-se em
néurula, formando camadas germinativas que originam o sistema nervoso central. A camada
interna de tecido do embrido é denominada arquéntero, onde na sua porcao dorsal forma o
cordamesoderma. O cordamesoderma induz o espessamento do ectoderma que ira formar a
placa neural, que se funde numa linha mediana, formando o tubo neural, dando origem ao
corddo nervoso dorsal. Na cabeca do embrido, o tubo neural torna-se grande e longo, sendo
compartimentado em vesiculas que delineiam as regi6es do encéfalo (HILDEBRAND, 1995).

O sistema nervoso € dividido em sistema nervoso central (SNC) que inclui o encéfalo e
a medula espinhal, e sistema nervoso periférico (SNP) constituido por nervos cranianos e
nervos espinhais que se conectam com estruturas somaticas (corpo). No SNP, o0s nervos
sensitivos (aferentes) captam informacdes sobre 0 meio externo e 0 meio interno e transmitem
essa informacdo ao SNC, que interpreta e integra esta informacéo de volta ao corpo através
dos nervos motores (eferentes) do SNP (FRANDSON; WILKE; FAILS, 2005).

Os nervos periféricos sdo corddes esbranquicados subdivididos em trés componentes
importantes: axdnios, células de Schwann e tecido conjuntivo (GRANT; GOODKIN; KLIOT,
et al., 1999). Os axdnios dos nervos periféricos sao agrupados em feixes paralelos, conhecidos
como fasciculos, revestidos por bainhas de tecido conjuntivo frouxo, que fornece suporte a
regeneracdo axonal. Cada nervo periférico é composto por fibras nervosas, camadas de tecido
conjuntivo e vasos sanguineos (FREDERICKS, 1996; THOMAS et al., 1997), podendo ser
formado por um ou varios fasciculos, todos envoltos por uma bainha mais externa de tecido

conjuntivo denominada de epineuro, que serve de amortecedor durante os movimentos do
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nervo, protegendo os fasciculos de traumas externos, além de manter os suplementos de
oxigénio através dos vasos epineurais. Tanto o epineuro quanto as bainhas mais internas,
denominadas de perineuro e epineuro, sdo unidas entre si por meio de trabéculas conjuntivas,
que também se unem aos tecidos vizinhos.(FLETCHER, 1998).

A unidade funcional do nervo periférico é o neurénio, constituido por um corpo celular
circundado por células de suporte, as chamadas células de Schwann, equivalente aos
oligodendracitos do Sistema Nervoso Central (VEAS, 2009) e um axdnio, constituinte interno
de cada fibra nervosa, que pode estar recoberto por uma bainha lipidica, denominada bainha
de mielina, ou pode haver a auséncia desta (LANDON; HALL, 1976; PETERS et al., 1976).
Os axonios das fibras mielinicas sdo cobertos pela bainha de mielina formada por muitas
camadas compactas da membrana plasmatica das células de Schwann, interrompida somente
entre as células de Schwann e os nddulos de Ranvier, que juntos isola e protegem o axoénio,
além de aumentar a velocidade de condugao dos impulsos nervosos (ILHA, 2007).

As fibras amielinicas também sdo envolvidas pelas células de Schwann, porém sem
formar bainha de mielina. A proporcdo de fibras amielinicas para mielinicas no tronco
nervoso periférico varia com a funcdo do nervo, sendo na sua maioria, cerca de 75%
amielinicas (FREDERICKS, 1996).

Os nervos conduzem os impulsos nervosos do SNC para a periferia (impulsos eferentes)
e da periferia para 0 SNC (impulsos aferentes). Levando em consideracdo a velocidade de
conducéo, os nervos sdo classificados em trés grupos principais, A, B e C, que correspondem
as fibras de grande, médio e pequeno calibre. As fibras A sdo ricamente mielinizadas,
podendo ser divididas quanto a velocidade de conducgéo, em alfa, beta e gama. As fibras B
estdo nas fibras pré ganglionares e as fibras C estdo nas fibras pos ganglionares que sao

responsaveis por impulsos dolorosos (MACHADO, 1996).

2.2 LESAO NERVOSA PERIFERICA

O sistema nervoso periférico ja descrito anteriormente é toda regido nervosa situada
fora do sistema nervoso central segundo Machado (1993). Sua unidade funcional, o nervo

periférico, possui um limite de distensdo, sem que sofra danos na sua estrutura fisica, porém,
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quando ocorre lesdo, a conseqiéncia € a perda ou diminuicdo da sensibilidade e/ou
motricidade no territdrio inervado pelo nervo lesionado (WEINSTEIN; HERRING, 1992).

A classificacdo das lesdes nervosas periféricas proposta por Seddon (1975) é baseada no
grau de ruptura das estruturas internas do nervo periférico, que estd relacionada com o
prognostico da recuperagdo, sendo descritas como neuropraxia, axéniotmese e neurotmese.

A neuropraxia é uma lesdo nervosa branda na bainha de mielina, na qual existe um
bloqueio localizado da conducgéo do impulso nervoso. O ax6nio ndo perde a sua continuidade,
ocorrendo uma recuperacdo rapida e completa em poucos dias ou semanas. Segundo
O’Sullivan e Schmitz (1993) trata-se de bloqueio local, interrompendo ou retardando a
conducdo nervosa através de um ponto especifico, sendo normal a condugdo acima e abaixo
da lesdo. A axdniotmese € uma lesdo mais grave, na qual os danos promovem uma ruptura da
continuidade do axdnio. O tempo de recuperacdo neste tipo de lesdo e maior quando
comparado a neuropraxia. Segundo O’Sullivan e Schmitz (1993) o tubo neural esta intacto,
porém o axdnio esta lesado. O prognostico de recuperacdo funcional é bom, desde que seja
mantida a continuidade do tecido conjuntivo de suporte e a integridade das células de
Schwann da membrana basal. A neurotmese e o tipo de lesdo nervosa periférica mais grave.
Ocorre a transeccao total do nervo, levando a interrupcéo da transmissédo do impulso nervoso.
A recuperagdo neste tipo de lesdo ndo ocorre espontaneamente, sendo necessaria a
reconstituicdo cirdrgica (ENDO, 2002).

Uma lesdo por esmagamento induz uma alteracdo patoldégica em microvasos no
endoneuro dos nervos periféricos, os quais induzem a diminuicdo tanto no fluxo sanguineo do
nervo, quanto na tensdo de oxigénio endoneural, resultando em isquemia ou hipoxia
endoneurial (RYDEVIK; LUNDBORG; BAGGE, 1981), entretanto é uma modalidade (util
para 0 estudo de regeneracdo dos nervos periféricos, pois ela mimetiza um tipo de
axoniotmese, na qual os danos sdo suficientes para romper o ax6nio, levando a degeneracao
walleriana distal, mas o progndstico de recuperacdo funcional é bom, devido a preservagéo
das estruturas de sustentagcdo, como a celula satélite, a membrana basal e o tecido conectivo
de suporte. A lesdo nervosa periférica por esmagamento do nervo ciatico de ratos tem sido o
modelo mais adotado, pois apresenta a vantagem de ndo destruir completamente a estrutura
morfoldgica do nervo, como ocorre com a secgéo e sutura (DE MEDINACELLI et al, 1982).

Quando ocorre uma lesdo no nervo, a degeneragdo do axénio distal ao local da lesdo é

designada como degeneracdo anterograda (degeneragcdo axonal ou walleriana). No SNP o
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axonio se fragmenta em segmentos descontinuos em alguns dias. A bainha de mielina também
se fragmenta e as celulas de Schwann migram para o local da lesdo, removendo os fragmentos
de mielina e axoénios. Ha também uma degeneracdo retrégrada que se estende apenas por
alguns segmentos intermodais, em que apds a degeneracdo axonal, resultando na destruicédo
primaria do axénio, seguida pela desmielinizar&o e degeneracdo do corpo celular do neurénio
(ROSS e PAWLINA, 2008). Sem contato com o ax6nio, as células de Schwann se alinham,
formando um corddo celular chamado de bandas de Bungner, formando um ambiente
favoravel para o crescimento do axdnio, aléem de fonte de fatores neurotéficos. Brotos axonais
surgem dos nodulos de Ravier na porcdo proximal a lesdo, ap6s 1 hora a injuria nervosa
(KARTJE; SCHAWAB, 2006), estendendo-se entre a ldmina basal e as células de Schwann
ou a bainha de mielina no segmento proximal, atravessam a fenda de tecido conjuntivo entre o
coto proximal e distal, entrando no segmento distal. Os axdnios do segmento distal crescem
pela fixacdo da membrana de seus cones de crescimento a superficie interna da lamina basal
ou sobre a membrana plasmaética das células de Schwann. As células de Schwann fornecem
fatores que promovem a sobrevivéncia e estimulam o crescimento axonal, tais como fator de

crescimento neural (NGF) e fator neurotréfico derivado do encéfalo (IDE, 1996).

2.3 RECUPERACAO DO SISTEMA NERVOSO PERIFERICO APOS LESAO

Segundo Ide e colaboradores (1983) a preservagdo tanto das membranas quanto do
perineuro, apds uma lesdo, é fundamental para a regeneracdo axonial, pois estes atuam como
tubos orientando os neuritos em crescimento. De Medinaceli e Merle (1991) afirmam que, se
a continuidade fisica entre os cotos persiste, como ocorre nas lesdes por esmagamento, a
probabilidade dos novos axdnios crescerem atraves do local da leséo e dentro das bandas de
Bungner ou tubos endoneurais é grande (FAWCETT; KEYNES, 1990).

O prognéstico de uma neuropatia depende do grau de lesdo da estrutura nervosa.
Animais acometidos por lesdo em nervo periférico apresentam alteracBes funcionais
sensitivas e motoras que devem ser adequadamente tratadas, possibilitando assim a
diminuicdo de perdas funcionais e visando proporcionar uma melhor qualidade de vida aos

mesmos (BELCHIOR et al., 2009).Animais acometidos por lesdo em nervo periférico
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apresentam alteragdes funcionais sensitivas e motoras que devem ser adequadamente tratadas,
possibilitando assim a diminuicdo de perdas funcionais e visando proporcionar uma melhor
qualidade de vida aos mesmos (ROCHKIND et al., 2007; REIS et al., 2009; BELCHIOR et
al., 2009).

Embora os roedores apresentem uma taxa de regeneracdo axonal de 3-4 mm por dia, e a
distancia a ser regenerada seja menor que a do homem (TONGE; GOLDING, 1993), o que
possibilita uma rapida reinervacdo das estruturas alvo, este modelo fornece importantes
informacBes sobre o processo de diferenciacdo celular das fibras em regeneracdo e da
recuperacdo funcional, além do nevo ciatico de ratos promover uma fonte de estudos do
tecido nervoso periférico em mamiferos, demonstrando detalhes celulares indistinguiveis dos
nervos humanos (MACKINNON et al., 2005).

Para verificar uma possivel regeneracdo nervosa periférica, sdo avaliados a densidade de
axonios e o didmetro da bainha de mielina entre 0s grupos com o intuito de comparar essas
estruturas, uma vez que em nervos periféricos normais, os ax6nios sdo regularmente
arranjados e de didmetros similares, além de possuir uma bainha de mielina densa e sem
deterioracdo (COSTA et al., 2006).

Oliveira et al (2001) estudou a correlacdo morfofuncional da regeneracdo do nervo
ciatico de ratos submetidos ao esmagamento com cargas controladas de trés magnitudes
(100g, 500g e 15.000g), demonstrando que as alteracBes morfoldgicas produzidas foram
diretamente proporcionais a magnitude da carga aplicada e a recuperacdo funcional foi
diretamente proporcional aos indices morfométricos de regeneracdo e indiretamente
proporcional aos danos produzidos pelo esmagamento.

A recuperacdo morfoldgica e funcional apds uma lesdo nervosa raramente € completa e
perfeita, apesar da aplicacdo de técnicas modernas e sofisticadas de tratamento. InUmeros
fatores podem influenciar a regeneracdo da fibra nervosa lesada, tais como a idade do
paciente, o tipo de trauma, a localizacao da lesdo, o tempo de desnervacao, o tipo e o diametro
das fibras nervosas acometidas, 0 método empregado para a reparacao nervosa alem de outras
variaveis individuais (MENDONCA et al., 2003).
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2.4 O USO DEFITOTERAPICOS COMO TERAPIA ALTERNATIVA NA LESAO
NERVOSA PERIFERICA

Planta medicinal é toda espécie vegetal que tenha um valor de cura ou que seja
empregada na prevencdo e tratamento de disturbios ou doencas de homens e animais
(AMOROZO; GELY, 1988).

Os medicamentos fitoterapicos sdo preparacGes farmacéuticas (extratos, tinturas,
pomadas e capsulas) de ervas medicinais, obtidas a partir de uma ou mais plantas, que podem
ser utilizadas para o tratamento de varias doencas. Usualmente, as substancias ativas
responsaveis por seu efeito farmacoldgico sdo desconhecidas. Dentre as inimeras vantagens
dos fitoterapicos estdo seu largo uso terapéutico, seu baixo custo e a grande disponibilidade
para a populagéo de baixa renda (CALIXTO, 2000).

O uso de plantas medicinais é uma pratica milenar e bastante utilizada pelo homem em
todo o mundo como alternativa terapéutica para o tratamento de diversas enfermidades. No
Brasil, onde ha uma grande diversidade de espécies vegetais com propriedades terapéuticas,
os fitoterapicos ganham cada vez mais espaco no tratamento veterinario, que servem de
protétipo para tratamentos inovadores em centros de pesquisa em todo o pais.

Thiagarajane colaboradores em 2012, investigaram o potencial benéfico do extrato
etanolico das folhas da Butea monosperma na contricdo crénica do nervo ciatico em ratos,
resultando em mudancas histopatoldgicas, bioquimicas e comportamentais, comprovando um
potencial anti-oxidante e neuroprotetor desta espécie.

Wattanathorn e colaboradores em 2012 utilizaram a Phyllanthus amarus, conhecida
como “quebra pedra” para avaliar a recuperagdo do nervo ciatico em ratos apos a lesdo por
esmagamento, demonstrando uma recuperacdo da funcdo do nervo ciatico através da
densidade axonal aumentada, indicando que esta espécie tem o potencial para ser um agente
neuroprotetor na reparacao de lesdo nervosa periférica.

Tehranipour e Erfani em 2012 testaram o extrato hidroalcodlico da Curcuma longa na
regeneracdo de neurdnios e neuroglias ap6s esmagamento do nervo ciatico em ratos
diabéticos. Quatro semanas de tratamento resultou em um aumento significativo no numero
de neurdnios intactos, mostrando que a Curcuma longa tem efeito protetor sobre os neurénios

e neuroglias apo6s a lesdo do nervo ciatico, mesmo em animais diabéticos.
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Ding; Cheng; Gu (2008) utilizaram o extrato aquoso da raiz da Achyranthes bidentata
para recuperacdo de lesdo em nervo ciatico em coelhos, usando umacombinacéo de avaliacdo
eletrofisiologica e aspecto histoldgico, sugerindo uma aceleracdo na regeneracdo do nervo
periférico de uma forma dependente da dose. O extrato etanolico da mesma planta foi
utilizado por Muthuraman e Singh em 2011 comprovando um efeito benéfico através de testes
de hiperalgesia mecénica e térmica, indicando uma acdo anti-oxidante, anti-inflamatoria e
neuroprotetora na contricdo nervosa periférica em ratos.

Estes mesmo autores (MUTHURAMAN; SINGH, 2012) dando prosseguimento a
linha de pesquisa, utilizaram o extrato hidroalcélico da Acorus calamus na contri¢do no nervo
ciatico, reduzindo comportamentos ligados a dor neuropética, atenuando o limiar nociceptivo
de hiperalgesia térmica e alodinia, que também demonstrou acdo anti-oxidante, anti-
inflamatdria e neuroprotetora deste extrato hidroalcoolico.

Jang; Cho; Choi(2012) fizeram o uso da injecdo intra-peritonealdo extrato de ginkgo
biloba na lesdo nervosa periférica em ratos, relatando um efeito neuroprotetor e promovendo

uma regeneracao nervosa periférica no nervo facial.

2.5 CONSIDERACOES SOBRE A Caesalpinea ferrea

A Caesalpinea ferrea é uma arvore de grande porte, com tronco liso e cerne duro,
podendo chegar a 15 m de altura. Suas folhas sdo bipenadas com foliolos oblongos, ovalados,
suas flores diclamideas, hermafroditas. O nome do género Caesalpinia descrito por Carl
Linnaeus é uma homenagem a Andrea Caesalpino, botanico italiano de acordo com Di Stasi
(2002).

A familia Caesalpiniea inclui diversos géneros, dentre eles o género Caesalpinia, com
inimeras espécies de interesse medicinais, destacando espécies como: C. bonduc, C.
bonducella, C. sapane, C. pulcherrimae a Caesalpinea ferrea. Esta Gltima, denominada na
regido amazonica como juca é mais conhecida em todo o Brasil como pau-ferro ou pau-ferro
verdadeiro, além de receber denominagdes indigenas como ibira-obi, imiraitad, muira-obi e
muiré-ita (LORENZI, 1998). As folhas e frutos, com base no que descreve Di Stasiet(2002),

sdo utilizados para tratar inflamac6es do figado e problemas respiratorios, a casca é usada
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internamente como antidesentérico, contra asma e bronquite. A infusdo conjunta da raspa da
casca com folhas de manga € util como antigripal e antitussigeno, a vagem crua € til contra
inflamacGes do figado e baco, problemas renais e pulmonares.

Deste os trabalhos testando atividades medicinais da Caesalpinea ferrea citam-se, por
exemplo, aqueles desenvolvidos por: Carvalho et al (1996), avaliando atividades anti-
inflamatoria e analgésica do extrato aquoso, onde relatam a diminui¢do do edema de membro
e as contor¢cdes abdominais em camundongos; Oliveira (2008) utilizando pomada da casca
com uso topico em feridas cutdneas induzidas em caprinos, testando o efeito cicatrizante;
Sampaio (2009), estudando a atividade antimicrobiana in vitro de patdgenos na cavidade oral
em modelos de biofilme confeccionados a base de extrato etandlico do juca; Tomaz (2010),
realizando teste in vitro com extrato etandlico do juca para inibir o crescimento de bactérias
causadoras da mastite bovina e, finalmente, Lima e colaboradores (2011) demonstrando o
potencial anti-inflamatério do extrato etandlico deste vegetal em camundongos ap6s indugéo
de peritonite e edema de orelha, além do potencial analgésico, com base em testes de indugéo

de contorcao abdominal permitindo a avaliacdo de respostas antinociceptivos.

2.6 ESTUDO QUIMICO DA Caesalpinea ferrea

As atividades fitoterapéuticas da Caesalpinea ferrea vem despertando o interesse de
pesquisadores para a identificacdo dos seus constituintes quimicos basicos, como forma de
identificar quais substancias possuem atividades farmacologicas, como por exemplo, 0s
polissacarideos vegetais.

Os polissacarideos sdo macromoléculas naturais encontradas em todos 0s organismos
vivos, sendo os principais constituintes quimicos das plantas por formar a parede celular que é
0 suporte estrutural das células vegetais (REID, 1997), possuindo fungdes relacionadas ao
crescimento, morfologia, desenvolvimento, adesdo, expansdo, porosidade, sinalizagéo e
respostas de defesa contra patdgenos (PEREIRA, 2011). Abbas e Lichtman (2005) se referem
aos polissacarideos como modificadores exdgenos de respostas biologicas, uma vez que

atuam como moduladores da inflamacéo, imunidade e hematopoiese, atuando ou suprimindo a

26



Estudo dos efeitos regenerativo e analgésico dos extratos hidroalcodlico e aquoso de Caesalpinea ferrea
Martius na neuropatia ciatica experimental em ratos

resposta de células do sistema imune (macréfagos, monocitos, neutrofilos, células “Natural
Killer”, eosinoéfilos e linfocitos).

Os extratos polissacaridicos da vagem da Caesalpinea ferrea apresentam atividade
anti-edematogénica induzido por diferentes estimulos de natureza osmdtica (dextrana) e
celular (carragenina). Da mesma forma, as fragcGes polissacaridicas de Caesapinea ferrea
apresentam um eficiente efeito inibitério em modelo edema de membro e peritonite induzidas
por diferentes agentes inflamatorios. Polissacarideo isolado parece atuar em varios pontos do
processo inflamatdrio podendo estar envolvidos no antagonismo de alguns mediadores, ou
ainda, neutralizando a liberacdo destes por células, impedindo os eventos vasculares e
celulares da inflamacdo, fornecendo subsidios necessarios para comprovar cientificamente a
atividade anti-inflamatoria dessas partes das plantas, apoiando 0 seu uso popular no
tratamento de diversas doengas inflamatoérias (PEREIRA, 2011).

O potencial antinociceptivo e/ou analgésico de polissacarideos isolados de plantas
superiores € pouco explorado comparado aos estudos investigando suas acles
imunomoduladoras, tendo poucos relatos desses efeitos. Em animais experimentais é possivel
avaliar o componente inflamatério em modelos de nocicepgdo quimica, como por exemplo,
nos modelos de dor visceral induzida pela administracdo intraperitoneal de &cido acético
(NASCIMENTO, 2013).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos do extrato aquoso (EACF) e hidroalcoolico (EHCF) da vargem da
Caesalpinea ferrea na neuropatia traumatica experimental induzida pelo esmagamento do

nervo ciatico;

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar os efeitos do comportamento espontaneo e auto-dirigidos relativos &

motricidade no tratamento da neuropatia crénica com o uso diario via oral do EACF e EHCF;

b) Verificar possiveis efeitos regenerativos dos EACF e EHCF no tratamento cronico de

neuropatia traumatica induzida através da morfologia dos axénios em coloracdo histologica

com hematoxilina e eosina;

c) Realizar o modelo de contorcdo abdominal induzido por acido acético a 0,6%

administrados via intraperitoneal, 1 hora apds a administracdo via oral do EACF e EHCF;

d) registrar efeitos analgésico dos EACF e EHCF no teste de hiperalgesia térmica

induzida por carragenina.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL DE REALIZACAODO EXPERIMENTO

O presente trabalho de pesquisa foi realizado no Laboratorio de Fisiologia e
Farmacologia e de Morfofisiologia Animal Aplicada do Departamento de Ciéncias Animais
da Universidade Federal Rural do Semi-Arido —UFERSA, autorizado pela Comissdo de Etica
do Uso de Animais da mesma instituicdo de ensino superior com o parecer de N° 03/2013 e
processo de N° 23091000364/46.

4.2 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

As vagens da Caesalpinea ferrea foram coletadas no més de maio de 2013 no antigo
Parque Zoobotinicoda Universidade Federal Rural do Semi-Arido. O material vegetal foi

registrado no Herbario da mesma instituicdo de ensino superior com a exsicata de N° 14062.

4.3 PRODUCAO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DA Caesalpinea ferrea

As vagens foram trituradas em multiprocessador e misturadas a agua destilada na
proporcao de 50g de vagem para 400 ml de agua destilada e 50 ml de etanol, e imerso em
banho-maria a temperatura 70 °C durante 60 minutos. ApoOs este periodo, o material foi

filtrado e armazenado a 4°C.
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4.4 PRODUCAO DO EXTRATO AQUOSO DA Caesalpinea ferrea

Para a obtencdo do extrato aquoso da Caesalpinea ferrea, as vagens foram trituradas
em multiprocessador e misturadas a dgua destilada na propor¢édo de 50g da vagem para 500ml
de agua destilada. O material foi imerso em banho-maria a temperatura 70 °C durante 1 hora.
Ap0s este periodo, os extratos foram filtrados e armazenados a 4 °C.

Para definir a miligrama e o volume do extrato administrados no tratamento diario dos
animais, foram confeccionados com papel aluminio, 20 pequenos recipientes em formato de
“plaquinhas”. Previamente, cada recipiente foi pesado em balanga de precisdo e em seguida,
foi adicionando 1 ml do extrato aquoso da Caesalpinea ferrea (EACF)em cada uma das 10
plaquinhas de aluminio. Seguindo esse modelo, também foi estimada a miligrama do extrato
hidroalcodlico (EHCA). Em seguida, as plaquinhas foram alocadas em estufa de secagem a 40
°C durante 24 horas. Ap6s este periodo, os recipientes foram novamente pesados e assim,

pode estimar 300 mgde cada extrato.

4.5 ANIMAIS

Foram utilizados 82 ratos da linhagem Wistar, machos, adultos, pesando entre 250 e
300 g provenientes do biotério da UFERSA. Os animais foram alocados em caixas
retangulares de plastico de (30cmx10cm), sendo trés animais por caixa e acondicionados em
temperatura climatizada de 26 a 28°C e ciclo claro e escuro de 12/12 horas. Destes animais,
40 destinaram-se a etapa de indugdo da neuropatia por constricdo crénica do nervo ciatico —
CCNC e os 42 restantes destinados a etapa de testes de inducéo de dor periférica. Os animais
foram submetidos a condigdes Unicas de manejo, alimentados com ra¢do comercial propria

para ratos e agua ad libitum.
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4.6 TRATAMENTO DOS ANIMAIS

Os 40 animais destinados a CCNC foram divididos em quatro grupos de 10 animais,
sendo Grupo - Sham (pseudo-operado tratado com solucdo salina); Grupo - Neuropético
salina (controle tratado com solugéo salina); Grupo - EACF (neuropético tratado com 300 mg
de EACF) e 0 Grupo - EHCF (neuropatico tratado com 300 mg de EHCF). Os Grupos salina,
EACF e EHCF foram submetidos a neuropatia experimental atraves do esmagamento do
nervo ciatico (Tabela 1). Todos os grupos tiveram seu tratamento via oral especifico realizado
duas vezes por dia ao longo de quatro semanas seguidas apds a inducdo da neuropatia
traumatica. Ja os demais animais foram divididos em trés grupos de 14 individuos para
realizacdo de testes de dor periférica (contor¢do abdominal por acido acético, hiperalgesia
térmica)(Tabela 2).

Tabela 1. Distribuicdo dos grupos de animais. Tratamento diario dos
animais no decorrer de trés semanas de indugcdo neuropética por

CCNC.
Grupo Tratamento diario
Sham Solucéo Salina
Neuropatico Solucéo Salina
Neuropatico 300 mg/Kg EACF
Neuropético 300 mg/Kg EHCF

Tabela 2. Distribuicdo dos grupos de animais. Tratamento Unico de
dor induzida por acido acético e carragenina.

MODELO N° DE ANIMAIS TRATAMENTO
07 SALINA
Contor¢do Abdominal 07 EACF
07 EHCF
07 SALINA
Hiperalgesia (Carragenina) 07 EACF
07 EHCF
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4.7 MODELO DE INDUCAO DE NEUROPATIA POR CONSTRICAO CRONICA DO
NERVO CIATICO

Para induzir uma neuropatia por constri¢do cronica do nervo ciatico, foi realizado um
procedimento cirargico baseado no modelo criado por Bennett e Xie (1988), modificado por
Seltzer, Dubner e Shir (1990), que consiste na constri¢cdo crénica unilateral do nervo ciatico
utilizando-se ligaduras frouxas em torno do terco meédio do nervo. Os animais dos Grupos 2, 3
e 4 foram submetidos a anestesia dissociativa com 50mg/Kg de cetamina 5% e 10mg/Kg de
xilazina 2% por via intraperitoneal. Inicialmente o segmento do nervo ciatico foi exposto a
partir de uma incisdo cutanea longitudinal retilinea de 1cm de comprimento na face lateral da
coxa, numa extensdo desde o trocanter maior até proximo ao joelho. Apos divulsionamento
dos musculos, o segmento do nervo ciatico direito foi exposto e esmagado a 1cm da
trifurcacdo ciatica e mantido por 30 segundos utilizando-se uma pinga microcirdrgica. Em
seguida o segmento do nervo lesionado foi recolocado no seu local de origem, sem
tracionamentos ou outros danos, e as incisdes da pele foram suturadas com fio mononylon 5-
0. Sobre linha de incisdo foi aplicado por via topica, clorexidine solucdo para prevenir
possiveis infeccdes de pele e em seguida os animais foram recolocados em caixas limpas para

recuperacdo cirurgica.

4.8 OBSERVACAO DE COMPORTAMENTOS ESPONTANEOS E INDUZIDOS DE DOR

Para estudo prévio do trauma e regeneracdo neural periférica e pds traumatica, todos
0S animais tiveram seus comportamentos espontaneos registrados desde a semana anterior a
CCNC e ao longo de trés semanas consecutivas, apos a indugao neuropética.

Na semana anterior ao procedimento cirurgico de inducdo neuropética, até a terceira
semana seguinte, cada animal teve seus comportamentos espontaneos registrados e
quantificados durante vinte minutos, semanalmente, através de um programa de computador
LabRat®, baseado no software COMPORTA® de quantificagdo de comportamentos (DE

CASTRO-COSTA et al., 1981).
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Neste modelo é possivel a observacdo de comportamentos considerados como
manifestacdo de dor, de mobilidade ou expressdo fisiologica. Para realizar as observacdes
comportamentais cada rato foi colocados em um observatorio de madeira (100cm x 50cm X
50cm) com frente de vidro e no fundo uma cama de serragem de madeira de 2 cm de
espessura, em sala silenciosa e iluminacdo suave. Ap6s 60 minutos de tratamento de cada
grupo e em seguido de um periodo de adaptacdo de cinco minutos, as observagdes iniciavam.
Durante vinte minutos consecutivos, os comportamentos de cada rato foram registrados e
quantificados através de um programa de computador - Programa LabRat® de quantificacdo
de comportamentos.

Os comportamentos observados foram cocar-se, morder-se, lamber-se, empinar-se,
escalar, andar, limpar-se, cheirar, descansar, comer e congelar-se. Os comportamentos andar,
empinar-se e escalar sdo considerados de exploracdo e de motricidade elevada. O
comportamento de cocar-se foi observado a direita e a esquerda, 0 mesmo para o morder-se,
tendo em vista a unilateralidade da leséo cirurgica.

4.9 TESTE DE SENSIBILIDADE TERMICA AO FRIO

Para verificacdo de alodinia térmica ao frio, sinal clinico caracteristico na dor
neuropaética, utilizou o modelo descrito por Flatters e Bennett(2004), um teste que faz o uso da
propriedade volatil da acetona para induzir a sensacdo de 10°C no animal descrito por Choi e
colaboradores (1994). Os animais foram colocados em gaiolas suspensas com um piso
fenestrado composto por malha metalica, que podia ser observado a superficie ventral do
membro do animal através de um espelho colocado em inclinagdo de 45° com a superficie,
abaixo da gaiola. Apds um periodo de aclimatacdo de 5 minutos, uma aliquota de 0,05 ml de
acetona era langada sob a superficie ventral através do piso fenestrado, em seguida iniciava
um periodo de observagdo de 20s, no qual o animal poderia ou ndo apresentar
comportamentos relacionados a dor. Caso o animal ndo mostrasse reacdo, a observacdo do
membro se encerrava no fim desse tempo inicial e o observador seguia para o membro
contralateral ou para outro animal. Os comportamentos foram avaliados de acordo com 0s

escores: 0: auséncia de qualquer comportamento doloroso; 1: retirada rapida da membro e/ou
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com tremor desta; 2: retirada com sustentacdo prolongada da membro; 3: o animal lambia a

face ventral da membro.

4.10 TESTESDE REFLEXOS

Foram feitos testes de reflexo no membro pélvico direito e esquerdo de todos 0s
animais, com trés repeticdes para cada teste, desde a semana anterior a cirurgia de inducéo de
CCNC até a terceira semana pés-cirurgica, baseados no modelo de Temporin e colaboradores
(2008). Estes testes tinham como objetivo a recuperacdo da funcdo motora e sensitiva do
membro, a partir do desempenho de cada reflexo.

No teste do reflexo extensor do membro pélvico direito, o manipulador empurrava
cranialmente com seu dedo indicador na regido plantar do animal. Em seguida estimava
registrava os reflexos de extensdo. No teste de reflexo flexor, o manipulador empurrava
dorsalmente com seu dedo indicador o membro pélvico direito do animal, logo em seguida,
registrava o reflexo flexor. No reflexo de retirada lateral, o manipulador fazia o uso de uma
pinca anatdmica oftalmica para pingar lateralmente o quinto dedo no membro pélvico direito
de cada animal. No reflexo de retirada interdigital, 0 manipulador fazia o uso da mesma pinca
citada anteriormente, pincando a interdigital dos dedos um e dois do membro pélvico direito
de cada animal. No final da inducdo de cada um destes quatro testes, eram feitos registros
baseados nos seguintes escores: 0: sem reflexo; 1: baixo reflexo; 2: reflexo mediano; 3: alto

reflexo.

4.11 TESTE DE SENSIBILIDADE TERMICA (BANHO-MARIA)

Para o estudo da hiperalgesia térmica ao calor, utilizamos o modelo descrito por Attal
et al (1990). Em nosso método de avaliacdo da sensacdo térmica quente, a membro dos
animais era imerso em um banho-maria isolado termicamente e com temperatura controlada

de 46°C. O membro pélvico do animal era submergido até a altura do o0sso calcaneo
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(tornozelo) e em seguida aguardava-se uma resposta do animal até no méximo 20 segundos,
com duas repeticdes, calculando a duracéo de tempo de permanéncia do membro, registrando
em cronémetro o tempo de laténcia do membro no banho maria.

Os animais foram avaliados na semana anterior a CCNC e nas quatro semanas

posteriores a evolucdo da neuropatia.

4.12 MODELO DE CONTORCAO ABDOMINAL INDUZIDA POR ACIDO ACETICO.

As contor¢des abdominais consistem na contracdo da musculatura abdominal e
extensdo dos membros pélvicos. O modelo de contorcdo abdominal induzida por acido acético
permite avaliar a nocicepcao inflamatoria visceral e a atividade antinociceptiva de substancias
que atuam tanto a nivel central quanto periférico (COLLIER et al., 1968), baseado na
metodologia de Pietrovski (2004). Foram utilizados 40 ratos machos, divididos em trés grupos
com 10 animais cada. Dois grupos foram pré-tratados com 300 mg de EACF e EHCF,
respectivamente, por via oral, 60 minutos antes da injecdo de acido acético 0,6% diluido em
solugdo salina 0,15M. Um terceiro grupo recebeu solucdo salina no mesmo volume dos
extratos utilizados. Apés a injecdo de &cido acético o nimero de contor¢des abdominais foi
quantificado cumulativamente durante um periodo de 20 minutos. A atividade antinociceptiva
foi determinada com base na inibicdo do nimero de contor¢cdes abdominais dos animais pré
tratados com a amostra dos EACF e EHCF, comparando com o numero de contorcBes

abdominais do grupo controle tratado com solucdo salina.

4.13 MODELO DE HIPERALGESIA TERMICA INDUZIDA POR CARRAGENINA

Os animais foram tratados 60 minutos antes da inducdo do edema desenvolvido pela
aplicacdo de carragenina administrada por via subcutanea no membro pélvico direito de cada
animal, uma dose de 100pg/membro, em volume de 10uL. Em nosso método de avaliagdo da
sensagdo térmica quente, a membro dos animais era colocada em um banho-maria isolado

termicamente e com temperatura controlada de 46°C. O membro posterior do animal era
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submergido na 4gua do pequeno recipiente até o calcaneo e se aguardava alguma resposta do
animal até no maximo 20 segundos quando era retirado o recipiente. As imersdes do membro
na agua eram feitas com intervalos de 5 minutos, com duas repeticdes, a partir das quais era
calculadaa duracdo de tempo de permanéncia do membro na dgua até a retirada da mesma
pelo animal, registrando em crondémetro o Tempo de Laténcia de Retirada da membro (TLR),
medida em 20 segundos, em trés repeti¢cdes. O estudo de hiperalgesia termica foi avaliado na

123, 22 3% e 42 horas ap0s a injecdo da carragenina, utilizando-se de um banho-maria.

4.14 EUTANASIA DOS ANIMAIS E COLETA DE MATERIAL PARA HISTOLOGIA

Para a realizacdo da coleta do nervo ciético de todos os animais na quarta semana de
experimento, sob anestesia dissociativa com 50 mg/Kg de cetamina 5% e 10 mg/Kg de
xilazina 2% por via intraperitoneal, os animais foram eutanasiados e exsanguinados. Em
seguida, os nervo ciatico do membro pélvico direito foi exposto e seccionado 5 mm distal ao
esmagamento, proximo da trifurcacdo ciatica. Depois da coleta, os segmentos dos nervos
eram submetidos a protocolos especificos de tratamento para Microscopia de Luz.

4.15 PROCEDIMENTOS PARA MICROSCOPIA DE LUZ

O segmento proximal, até 5 mm distal a ligadura no nervo ciatico foi imerso em
solucdo aquosa de paraformaldeido a 4% tamponado com tampdo fosfato de sodio, pH 7,4,
0,1 M, para fixa¢do . Em seguida, estes segmentos foram desidratados e diafinizados em uma
série de alcoois e xilois, respectivamente, e finalmente incluidos em paraplast para formagao
dos blocos e obtencdo dos cortes histoldgicos e corados pelo método de coloragdo por
hematoxilina eosina. Finalizada a coloracéo, foi realizada a montagem definitiva das laminas.
Para a avaliacdo qualitativa dos axoénios, as laminas foram fotografadas através de

microscopia de luz, com um microscopio Olympus modelo BX51, sendo as imagens
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capturadas através de camera digital Olympus DP72 acoplada ao microscépio e enviadas ao

computa

4.16 ESTATITICA

Os dados foram expressos em média = desvio padrdo avaliados pelo programa
estatistico SigmaPlot for Windows (SigmaPlot; Systat Software Inc)versdo 12.0. Apo6s
avaliacdo da normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e homogeneidade de variancia por
Levene, diferenca estatistica entre semanas dentro de cada grupo e entre grupos experimentais
para cada semana foram obtida respectivamente por Analise de variancia (One Way ANOVA
RM) para medidas repetidas e Analise de variancia (One Way ANOVA) seguida por
Tukey,quando respeitado o pressuposto paramétrico. Dados ndo paramétricos foram testados

por Friedman e Kruskal-Wallis. Valores de p<0,05 foram considerados significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 AVALIACAOCOMPORTAMENTAL DOS ANIMAIS NEUROPATICOS INDUZIDOS
POR CONSTRICAO CRONICA DO NERVO CIATICO

5.1.1 Comportamentos espontaneos que expressam motricidade (andar e empinar)

Nos comportamentos que expressam motricidade (andar e empinar), observa-se na
Tabela 3 que o comportamento andar ndo foi influenciado pela inducdo neuropética, nem
pelos tratamentos. E possivel observar que na média de execugio destes comportamentos, ndo
houve diferenca estatistica entre todos 0s grupos em cada semana e no decorrer das trés
semanas pos cirargica. Em relacdo ao comportamento de empinar (Tabela 4), a diferenca
estatistica da média de execucdo deste comportamento observada entre 0S grupos
neuropéticos e o grupo sham, indicam que ocorreu o processo neuropatico. O fato de nédo
observar-se diferenca estatistica entre os grupos tratados com EACF e EHCF em relagdo ao
grupo tratado com solucdo salina, sdo sugestivos de que ndo houve efeito neuroprotetor dos

extratos nos tratamentos realizados ap6s a inducédo da neuropatia.

Tabela 3 — Comportamento espontaneo de andar observado em ratos submetidos a

CCNC.

Variaveis Semana 0 Semana 1 Semana 2 Semana 3
Sham 91,11+ 67,70  71,89+52,54®*  4351+4187"* 83,58+ 71,96™"
Salina 80,89 + 54,38 67,85 + 48,09* 68,17 + 55,34 38,70+ 12,71
EACF 72,55 +27,89% 43,20 + 41,94 65,25 + 22,82° 63,97 + 49,11
EHCF 71,56 + 43,924 31,86 + 20,57 84,17 + 66,53 81,41 + 63,51

abC | etras minGsculas diferentes significa diferenca estatistica na linha (P<0.05).
ABC | etras maitisculas diferentes significa diferenca estatfstica na coluna (P<0.05).

38



Estudo dos efeitos regenerativo e analgésico dos extratos hidroalcodlico e aquoso de Caesalpinea ferrea
Martius na neuropatia ciatica experimental em ratos

Tabela 4 — Comportamento espontaneo de empinar observado em ratos
submetidos a CCNC.

ariaveis Semana 0 Semana 1 Semana 2 Semana 3
Sham 135,76 + 75,91*® 131,64 +65,54** 123,83 +76,01* 154,49 + 85,98
Salina 90,81 + 74,57%® 58,31 + 22,71% 35,34 + 6,14% 69,67 + 15,03
EACF 187,92 + 36,85** 104,56 + 43,45 5111 +30,92°*® 88,63 + 49,31"®

EHCF 69,88 + 55,678 58,56 + 10,378 52,78 + 55,998 69,16 + 56,14%

b | etras mintsculas diferentes significa diferenca estatistica na linha (P<0.05).
ABC | etras maitisculas diferentes significa diferenca estatfstica na coluna (P<0.05).

5.1.2 Comportamento espontéaneo de cocar

O comportamento de cocar na neuropatia periférica € indicativo de manifestacdo de dor
em animais induzidos por CCNC. O registro do comportamento de cocar no membro pélvico
direito foi iniciado na semana que antecedia sua inducdo de CCNC (semana 0) e foi mantido
por trés semanas seguintes a esta. Os resultados mostrados na Tabela 5 indicam que o0s
animais apresentaram o mesmo padrdo de comportamento de cocar, independente do tipo de
tratamento utilizado em cada grupo, mesmo quando comparado com os dados da semana zero.
Na semana 1 verificou-se que os animais tratados com o EACF diferiram em relacdo ao grupo
sham e ao EHCF, apresentando um maior tempo de execucdo do comportamento de cocgar,
indicativo de dor cronica, sendo significativamente mais executado (p<0,05), o que pode
sugerir que o uso do EACF ndo demonstrou um efeito analgésico nesta semana. Na semana 3,
0 grupo de animais tratados com o EHCF seguem o mesmo padrdo de execucdo do
comportamento cocar do grupo tratado com o EHCF, sugerindo que ndo houve efeito

analgesico dos extratos na neuropatia ciatica cronica.
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Tabela 5 — Comportamento espontaneo de cocar observado em ratos submetidos a

CCNC.
Variaveis Semana 0 Semana 1 Semana 2 Semana 3
Sham 25,78 + 15,92** 20,89 + 11,36% 33,90 + 25,05% 22,65 + 27,79%
Salina 34,38+ 14,37" 94,72 + 87,678 98,46 + 57,46°" 85,84 + 37,48%
EACF 48,52 + 14,75% 190,01 +92,73*" 143,96 + 114,85 157,25 + 52,35
EHCF 63,72 + 34,29 62,93 + 37,04%® 78,31 + 80,01 146,32 + 109,37*®

D¢ | etras minGsculas diferentes significa diferenca estatistica na linha (P<0.05).
ABC | etras maitsculas diferentes significa diferenca estatistica na coluna (P<0.05).

5.1.3 Comportamento induzido de hiperalgesia térmica ao frio

No comportamento induzido de hiperalgesia térmica ao frio, observa-se que na semana
zero 0S animais neuropaticos apresentaram o mesmo comportamento de reacdo ao frio,
guando comparados com o0s do grupo sham, sugerindo que 0s animais neuropaticos foram
menos responsivos a inducdo de hiperalgesia térmica com acetona. Na semana 1 e 2 verificou-
se que 0s animais neuropaticos modificaram o padrdo de comportamento em relacdo ao grupo
sham, que diferiram estatisticamente (p<0,05), demonstrando uma rapida reacdo a
hiperalgesia térmica ao frio conforme pode ser observado na Tabela 6. No entanto, na semana
3 0 grupo EHCF e o sham mostraram uma diferenca significativa entre o grupo tratado com o
EACF que No teste que avalia o comportamento de hiperalgesia térmica ao calor produzido
por banho-maria a uma temperatura de 46°C, 0s grupos neuropaticos apresentam diferencas
estatisticas significativas quando comparados com o grupo sham na semana 1. Ja o grupo
tratado com EACF diferiu significativamente do grupo salina e EHCF na semana 3 (Tabela
7).

Tabela 6 — Comportamento induzido de hiperalgesia térmica ao frio
(acetona)observado em ratos submetidos a CCNC.

Variaveis Semana 0 Semana 1 Semana 2 Semana 3
Sham 2,62 +0,91 1,12 +1,12"8 1,5 +0,75%8 1,37 +1,18%"
Salina 2,12 +1,12" 4,12 + 2,794 4,62 + 2,978 4,25 +2,76™®
EACF 2,25+ 1,64 4,87 + 2,294 6,12 +2,12* 4,57 + 1,81
EHCF 1,5+1,51" 3,0+1,51° 5,0 +0,92% 2,25+ 1,98

b etras mintsculas diferentes significa diferenca estatistica na linha (P<0.05).
ABC | etras maitisculas diferentes significa diferenca estatistica na coluna (P<0.05).
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Tabela 7 — Comportamento induzido de hiperalgesia térmica ao calor (banho-
maria)observado em ratos submetidos a CCNC.

Variaveis Semana 0 Semana 1 Semana 2 Semana 3
Sham 18,5+ 2,77 15,37 + 4,03%* 17,25 + 5,20 11,25 + 6,20"F
Salina 15,75 + 5,36* 11,37 + 3,96 12,62 + 6,39%" 17,50 + 5,63
EACF 20 13,87 + 6,10"8 13,12 + 7,01™ 9,14 +2,79"8
EHCF 19,50 + 1,41 13,87 + 6,64°8 12,75 + 5,99"* 7,12 +3,35%®

abe | etras mintsculas diferentes significa diferenca estatistica na linha (P<0.05).
ABC | etras maitisculas diferentes significa diferenca estatistica na coluna (P<0.05).

5.2 EFEITOS DOS EACF E EHCF NOS COMPORTAMENTOS DE DOR INDUZIDA

5.2.1 Testes de reflexos

Em relacdo ao comportamento de reflexo foi avaliada a recuperacdo da funcdo do
nervo (regeneracao) apds a CCNC. No comportamento de reflexo extensor com base na a
Tabela 8 é possivel afirmar a presenca da neuropatia na semana 1, considerando as diferencas
estatisticas observadas entre os animais tratados e o grupo sham. Na semana 3 0s animais
tratados com os extratos diferiram do grupo tratado com solucdo salina, mostrando um maior
reflexo de extensdo do membro pélvico neuropatico, porém diferiram estatisticamente do
grupo Sham, sendo possivel observar que este grupo apresentou um maior escore de reflexo.
Verificou-se também, com base na Tabela 9, que o comportamento induzido de reflexo flexor
do membro neuropatico pélvico foi mais desenvolvido na semana 2 nos animais tratados com
0s extratos, diferindo daqueles tratados com solucdo salina, desenvolvendo uma melhor
resposta ao estimulo utilizado para promover o reflexo de flexdo do membro, ao longo do
periodo observado. Na semana 3, apenas o grupo tratado com EACF difere dos grupos salina
e sham, o que pode representar a auséncia da influéncia dos extratos na recuperacao

neuropatica no final do experimento.
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Tabela 8- Comportamento induzido de reflexo extensor observado em ratos

submetidos a CCNC.
Varidveis Semana 0 Semana 1 Semana 2 Semana 3
Sham 9,0aA 8,87 + 0,35aA 8,62 + 1,06aA 9,0aA
Salina 9,0aA 0,37 + 1,06bB 0bC 2,25+ 1,38bC
EACF 9,0aA OcB 5,0 +1,54bB 7,0 £ 3,09bB
EHCF 9,0aA 0dB 4,48 £ 1,55cB 7,12 £2,74bB

abC | etras minGsculas diferentes significa diferenca estatistica na linha (P<0.05).
ABC | etras maitsculas diferentes significa diferenca estatistica na coluna (P<0.05).

Tabela 9 — Comportamento induzido de reflexo flexor observado em ratos

submetidos a CCNC.
Variéveis Semana 0 Semana 1 Semana 2 Semana 3
Sham 9,0aA 9,0aA 9,0aA 9,0aA
Salina 9,0aA 0bB 0bC 1,50 £1,60bC
EACF 9,0aA 0cB 2,57 £2,07bB 3,42 £3,20bB
EHCF 9,0aA 0cB 3,75+£2,12bB 5,62 £2,97bBC

b etras mintsculas diferentes significa diferenca estatistica na linha (P<0.05).
ABC | etras maitisculas diferentes significa diferenca estatfstica na coluna (P<0.05).

Quanto aos comportamentos de dor induzida provocada por pincamento da area
interdigital e lateral da regido plantar, em que se observava a retirada do membro, analisando-
se a Tabela 10, verificou-se que nas semanas 1 e 2 0s animais apresentaram comportamentos
similares para a retirada do membro pélvico neuropatico. Ja em relacdo a semana 3 0s animais
tratados com os extratos modificaram o padrdo de comportamento em relacdo ao grupo
tratado com solucgéo salina (p<0,05) por apresentar um maior reflexo de retirada do membro
ao pincar o interdigital. O fato dos animais tratados com os extratos ndo diferirem do grupo
sham pode ser um indicativo da recuperacdo do reflexo ap6s a indugéo neuropatica. No teste
de pincar lateral, analisando-se a Tabela 11, percebe-se que o comportamento de retirada do
membro ndo difere entre 0s grupos na semana 1. J& na semana 3, 0s animais tratados com 0s
extratos tiveram uma diferenca significativa em comparagdo aos animais do grupo tratado
com solucdo salina, em contra partida, iguais estatisticamente ao grupo sham, o que sugere

uma recuperacdo neuropatica.
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Tabela 10 — Comportamento induzido de pincar interdigitalobservado em ratos

submetidos a CCNC.
Varidveis Semana 0 Semana 1 Semana 2 Semana 3
Sham 7,12 +2,74aAB 8,25 £ 1,383A 7,87 £1,55aA 7,78 £ 1,55aA
Salina 6,37 = 2,50aB 3,37 = 2,50abB 2,62+297bB 4,50+ 1,60abB
EACF 7,71+ 1,60aAB 5,14 = 1,46aB 5,14 + 1,46aB 8,14 + 1,46aA
EHCF 9,0aA 3,75+2,12bB 5,62 + 1,06abB 8,25+ 2,12aA

abC | etras minGsculas diferentes significa diferenca estatistica na linha (P<0.05).
ABC | etras maitsculas diferentes significa diferenca estatistica na coluna (P<0.05).

Tabela 11 — Comportamento induzido de pincar lateral observado em ratos

submetidos a CCNC.
Variéveis Semana 0 Semana 1 Semana 2 Semana 3
Sham 7,50 £ 2,77aA 6,87 £ 2,79aA 7,50 + 1,60aA 8,12 £ 1,35aA
Salina 7,12 £2,23aA 4,12 £ 2,23abA 3,0+ 2,77bB 4,48 + 1,55abB
EACF 8,57 +1,13aA 5,14 £ 1,46bA 6,0 abA 8,14 + 1,46abA
EHCF 9,0aA 3,75+ 2,65cA  5,25+212bcAB 8,25+ 2,12aA

b | etras mintsculas diferentes significa diferenca estatistica na linha (P<0.05).
ABC | etras maitisculas diferentes significa diferenca estatfstica na coluna (P<0.05).

Nos comportamentos que expressam dor periférica, utilizando-se o teste de contorcao
abdominal induzida por acido acético (dor visceral) e hiperalgesia térmica induzida por
carragenina (dor inflamatoria), constata-se, analisando a Tabela 12 e 13, respectivamente, que
ndo houve diferencas significativas entre os grupos tratados com os extratos ou naqueles
tratados com a solucdo salina, sugerindo que o0s extratos ndo possuem efeito analgésico agudo,

pelo menos na dose utilizada.
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Tabela 12 — Comportamento induzido de
contorcdo abdominal por acido acético.
Variaveis Numero de contorcdes
Salina 22,42 + 8,42A
EACF 11,57 +7,89A
EHCF 16,57 + 10,48A

ABC etras maitisculas diferentes significa diferenca estatistica
na coluna (P<0.05).

Tabela 13 — Comportamento induzido por
carrageninano teste de hiperalgesia térmica.
Variéveis Tempo de retirada
Salina 12,83 £5,31A
Aquoso EACF 17,26 £ 4,76A
EHCF 16,89 + 4,43A

ABC | etras maitisculas diferentes significa diferenca estatistica na
coluna (P<0.05).

5.2.2 Avaliacédo histoldgica dos nervos ciaticos apos a CCNC.

Com base nos resultados histolégicos, o grupo Sham, verificou-se que os axénios
mantiveram-se integros apresentando caracteristicas de estruturas de ax6nios normais, de
forma circular e com presenca de bainha de mielina bem delimitada. Os axonios se
apresentam proximos uns aos outros, com pouco espassamento entre eles, sugerindo certa
densidade axonal. Sobre de células de Schwann, estas se encontram ausentes nos cortes

histoldgicos dos animais do grupo Sham(Figura 1).
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Figura 1 Corte transversal de nervo ciatico de ratos do grupo Sham. Em A tem-se uma
visdo panoradmica de corte histoldgico do nervo cidtico. A seta preta identifica a presenca
do perineuro. Em B verifica-se presenca de muitos ax6nios integros envoltos por um por
uma bainha de mielina integra. Observar a presenca de axdnio integro (seta vermelha).
Paraplast, 5um, H-E.

No grupo de animais neuropaticos tratados com a solucdo salina, percebem-se grandes
espacamento no endoneuro; estruturas circulares que sdo indicativos de células inflamatérias e
presenca de células de Schwann, além de axénios com bainha de mielina ausentes (Figura 2).
A presenga de células inflamatorias e células de Schwann em processo de divisdo celular sdo
caracteristicas de estruturas nervosas em processo de regeneracdo resultantes de neuropatias.
E importante observa a maior densidade de células axonais no grupo Sham, quando
comparado ao grupo neuropatico tratado com solucdo salina, onde existe um evidente espaco
extracelular, sendo um indicativo de liquido intersticial, 0 que pode sugerir a presenca de
edema. Comparando os animais do grupo Sham e os tratados com solucédo salina, é possivel

determinar que houve de fato a inducdo de CCNC.
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Figura 2 Corte transversal de nervo ciatico de ratos do grupo tratado com solugdo salina.
Em A, tem-se uma visdo panordmica de corte histoldgico do nervo ciatico. Observar o
espaco intersticial representado pelo asterisco. Verificar ainda, a menor organizacéo celular
em relacdo ao grupo Sham. Em B,percebe-sea presenca de células de Schwann (setas) e de
células inflamatdrias entre colchetes Paraplast, 5um, H-E.

No grupo neuropatico tratado com EACF, observa-se a presenca de axo6nios
mielinizados e preservados, entretanto é possivel observar algumas estruturas de coloracdo
roxa, em formato de meia-lua, contornando alguns axénios, 0 que sugere a presenca ndcleos
de células de Schwann. Comparando com o grupo neuropético salino demonstrado na Figura
2 é possivel observar que 0 grupo neuropatico tratado com EACF manteve um consideravel
numero de axdnios apds a inducdo da CCNC, entretanto percebem-se grandes espagos no

endoneuro, similar ao grupo tratado com solucgéo salina.

Figura 3 Corte transversal de nervo ciatico de ratos do grupo tratado com EACF. Em A,
tem-se uma visdo panoramica de corte histologico do nervo ciatico. Observar o espago
intersticial representado pelo asterisco. Verificar ainda, a menor organizacdo celular em
relagdo ao grupo Sham. Em B,percebe-sea presencga de células de Schwann (setas largas),
axonios integros (seta fina) e de células inflamatérias entre colchetes Paraplast, 5um, H-E.
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O grupo neuropético tratado com EHCF esté representado na Figura 4 onde é possivel
observar uma grande densidade de ax6nios melhor arranjados (Figura 3/A), mielinizados e
preservados (Figura 3/A), comparando com o grupo tratado com solucdo salina (Figura 2) e 0
grupo neuropatico tratado com EACF (Figura 3), parecendo estar com o arranjo axonal mais

semelhantes morfologicamente com o grupo e sham.

Figura 4 Corte transversal de nervo ciatico de ratos do grupo tratado com EHCF. Em A,
tem-se uma visdo panoramica de corte histolégico do nervo ciatico. Verificar a menor
organizacéo celular em relacdo ao grupo Sham. Em B,percebe-sea presenca de células de
Schwann (setas largas), axonios integros (seta fina) e de células inflamatérias entre

colchetes Paraplast, 5pum,
A O ol L
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6. Discussao

6.1 COMPORTAMENTOS ESPONTANEOS

6.1.1 Expressao de motricidade (andar e empinar)

As lesbes traumaticas experimentais do nervo ciatico de ratos causam severas
deficiéncias na funcdo motora do membro posterior ipsilateral a lesdo nervosa, além de uma
sobrecarga funcional do membro contralateral, determinando um padrdo de locomocao
alterado, o que impede a correta execucdo da locomogdo (DE MEDINACELLI et al., 1995;
ILHA et al., 2006).

O fato de ndo observar-se diferenca estatistica entre os grupos tratados com EACF e
EHCF em relacdo ao grupo tratado com solucdo salina, nos resultados obtidos neste estudo,
estariam indicando que os extratos ndo exerceram efeito analgésico nos animais neuropaticos.
O comportamento espontaneo de caminhar e empinar sdo comportamentos referentes a
exploracdo e motricidade de acordo com Céamara (2009) em estudos com ratos. Estes
comportamentos sdo alterados quando provocada neuropatia do nervo ciatico, ja que este
representa a principal contribuicdo nervosa responsavel por regular a atividade motora do
membro pélvico. Nos animais deste estudo verificou-se a reducdo destes comportamentos,
embora ndo tenha sido de forma significativa. No trabalho desenvolvido por Santos et al
(1999) foi testado o efeito analgésico do baclofeno na neuropatia ciatica experimental em
ratos, tendo sido demonstrando que este farmaco ndo possui acdo de relaxante muscular na
dose de 4mg/kg, quando observados os comportamentos cogar e empinar, diferentemente do
observado para doses de 8mg/kg e constatou ainda que o comportamento de empinar foi

reduzido nos animais, mas nao referencia ao comportamento de andar.
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6.1.2 Expressao dor (cocar)

Para tentar compreender os mecanismos relacionados a dor neuropatica, 0 modelo de
registro de comportamentos espontaneos, mais especificamente, o comportamento de cogar-se
relatado como um comportamento associado a dor cronica, tem sido utilizado segundo Alves
et al (2010) como um modelo para avaliar a existéncia de dor neuropatica, especialmente em
estudos com ratos.

De Castro-Costa et al (1981) observaram em ratos artriticos um significativo aumento
no comportamento de cogar, que era inibido utilizando-se morfina, acetilsalicilato. Kupers et
al (1992) fizeram uma andlise sobre os comportamentos espontaneos no modelo de dor
neuropatica, onde verificaram que o comportamento de cocar esteve aumentado. Nos ratos
utilizados no experimento, a exemplo do observado por estes autores, registrou-se um
aumento do comportamento de cocar, entre as semanas 1 a 3, como consequéncia da
neuropatia. Esperava-se, para este comportamento uma reducdo no tempo de execucao,
especialmente nos animais tratados com os extratos. O fato do mesmo ndo ter diminuido

impede afirmar, na dose administrada, que os extratos tenham efeito analgésico.

6.2 COMPORTAMENTOSINDUZIDOS

6.2.1 Hiperalgesia térmica ao frio e ao calor

Hiperalgesia € um termo psicofisico que atualmente é proposto para designar todas as
condigcdes de sensibilidade dolorosa aumentada. A hiperalgesia geralmente ocorre em
processos inflamatdrios agudos ou crénicos passando a ser um dos sintomas em processos
dolorosos como a dor neuropatica (IRWIN, 2011).

O modelo de teste de alodinia preconiza que seja pulverizado 0,1ml de acetona na
superficie plantar do membro pélvico neuropatico do animal, quando se quer avaliar sua

reacdo ao frio, conforme descrito por Choi et al (1994). Para confirmar se a reatividade dos
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axonios a estimulos quimicos de frio sdo registradas reacdes relativas a comportamentos de
retirada e lambedura do membro.

Nesta linha de pesquisa Thiagarajan et al (2012) utilizaram o extrato etandlico da folha
da Butea monosperma nas doses de 200, 300 e 400 mg/Kg em ratos apds a CCNC, mostrando
que houve diferenca estatisticamente significativa do reflexo de alodinia ao frio na dose mais
alta do extrato etandlico das folhas deste vegetal. No experimento objeto deste estudo os
testes de alodinia realizados ndo diferiram significativamente (p<0,05) entre os grupos Sham
e EHCF, sugerindo a auséncia de feitos analgésicos.

Muthuraman et al (2011) testaram o extrato etandlico da casca da Acorus calamus ap6s
a CCNC, em ratos nas doses de 100 e 200 mg/Kg e verificaram o0 aumento do limiar de dor,
guando comparado com o grupo controle positivo, diferentemente dos resultados obtidos para
0s extratos de Jucé na dose utilizada.

O modelo que avalia o comportamento de hiperalgesia térmica ao calor descrito por
Attal (1990) foi testado por Santos (1999) para avaliar o efeito do baclofeno na expressédo
comportamentos espontaneos na dor neuropatica cronica. Nos testes térmicos, o baclofeno,
em doses diferentes (1, 2 e 4 mg / kg), aumento significativo (p <0,01), o limiar de a retirada
do membro posterior, 0 que representa que 0s animais passaram a tolerar por mais tempo a
presenca do estimulo. Experimento na mesma linha de pesquisa foi realizado por
Muthuramane Singh (2011) que estudaram a hiperalgesia térmica em ratos neuropaticos
tratados com extrato hidroalcoolico da Acoruscalamus, através do teste de placa quente. Estes
observaram uma diminui¢do do limiarda retirada do membro pélvico esquerdonos grupos
tratados com o extrato hidroalcoolico de Acorus calamus nas doses de 100 e 200 mg/kg, em
relacdo aos grupos sham. Estes resultados diferem dos obtidos por Muthuramane Singh
(2011) ja que estes ultimos observaram um aumento do limiar nos ratos neuropaticos tratados
com extrato hidroalcoolico da Acorus calamus. O fato dos animais terem apresentado menor

limiar a dor provocada pelo calor é sugestivo de recuperacdo da neuropatia.
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6.2.2 Reflexo extensor e flexor

Temporin et al (2009) fizeram o0 uso da interleucina-1 beta para avaliar a recuperagéo
sensorial e motora, aléem de uma possivel a regeneracdo do nervo cidtico apds inducdo de
neuropatia, através do modelo descrito por Azzouz et al (1996).Em relacdo a funcdo motora,
estimada pelo teste de extensdo e flexdo do membro pélvico,as pontuacdes em cada semana
ndo apresentaram diferengas entre 0s grupos de animais tratados com a interleucina-1 e o
grupo de animais tratados com PBS.

No nosso trabalho de neuropatia induzida por CCNC, foram realizados os modelos
descritos por Azzouz et al (1996),de retirada interdigital lateral da regido plantar, mostrando
que os animais tratados com os EACF e EHCF emitiram reflexo no escore méximo
semelhante ao observado para o grupo Sham na semana 3, sugerindo um efeito analgésico dos

extratos da vagem da Caesalpinea ferrea neste modelo de comportamento.

6.2.3 Reflexo de retirada interdigital e lateral do membro

Para verificar a nocicepcdo do membro pélvico neuropatico de ratos, € realizado testes
de pincamento baseado no modelo descrito por Kau et al (2006) que verificaram neste
trabalho, a eficacia da lidocaina e bupivacaina em bloqueio do nervo ciatico de ratos, através
da avaliacdo de nocicepcdo por meio da retirada do membro pélvico ao pincar uma prega de
pele sobre o metatarso lateral, provocando uma dor cutanea, e também da falange distal do
quinto dedo, estabelecendo uma dor profunda. A reacdo dos ratos para o aperto interdigital e
lateral do quinto dedo do pe com uma pinca anatémica, foi classificada com base na retirada
reflexo, comportamento de fuga, e vocalizagéo, de acordo com os seguintes escores: (0) sem
reflexo de retirada; (1) leve reflexo de retirada; (2) médio reflexo de retirada; (3) rapido
reflexo de retirada).

No experimento realizado por Temporin et al (2008) foi utilizado o modelo acima

descrito por Kau et al (2006) para verificar a recuperacdo sensorial do membro pélvico apos
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inducdo de neuropatia cidtica. Foi constatado que no grupo de animais tratados com a
interleucina-1, a pontuacdo do teste pingamento do membro pélvico tende a ser melhor em
cada semana, comparado com os animais do grupo controle tratados com PBS.

No nosso trabalho, foram realizados 0 mesmo modelo citado anteriormente de retirada
interdigital lateral da regido plantar, mostrando que os animais tratados com os EACF e
EHCF emitiram reflexo no escore maximo semelhante ao observado para o grupo Sham na
semana 3, sugerindo um efeito analgésico dos extratos da vagem da Caesalpinea ferrea neste

modelo de comportamento.

6.2.4 Teste de contorcédo abdominal

Apos injecdo intraperitoneal de um agente nocivo, os ratos mostram uma resposta de
constricdo e alongamento longo da parede abdominal, numa sequéncia de tor¢do do tronco e
seguido por extensao dos membros pélvicos.

O modelo de contor¢do abdominal induzida por acido acético é bastante utilizado para
avaliacéo de nocicepcéo inflamatdria visceral e a atividade antinociceptiva de substancias que
atuam tanto a nivel central quanto periférico (COLLIER et al., 1968).

No estudo de Carvalho e colaboradores (1996) foi utilizado o extrato aquoso da vagem
da Caesalpinea ferrea para avaliar contor¢cGes abdominais em ratos induzidas por acido
acético, utilizando o mesmo modelo descrito por Collier (1968).0s grupos tratados
previamente com10 e 20 mg/kg de extrato aquoso da Caesalpinea férrea e 20 mg/Kg de
indometacina exibiram uma reducéo significativa no nimero de contor¢cdes abdominais em
88%, 92% e 51%,respectivamente, sendo considerada dose-dependente. O grau de inibigéo
das contor¢des induzidas pelo extrato agquoso estava estatisticamente significativa para
p<0,05, quando comparada com o grupo controle.

Sousa e colaboradores (2010) testaram os efeitos antinociceptivo e antiinflamatoério do
extrato hidroalcoolico das folhas de Duguetia lanceolata em modelo de contor¢do abdominal
em ratos. O extrato etandlico reduziu, significativamente (p < 0,05), as contor¢des abdominais

nas doses de 10, 50, 100 e 200 mg/Kg, quando comparado ao grupo controle salina.

52



Estudo dos efeitos regenerativo e analgésico dos extratos hidroalcodlico e aquoso de Caesalpinea ferrea
Martius na neuropatia ciatica experimental em ratos

Dutra e colaboradores (2006) investigaram as atividades analgésica e antiinflamatoria
do extrato metandlico dos rizomas de Echinodorus grandiflorus, em camundongos através de
testes de contorcdo abdominal induzidos acido acéticonas doses de 100, 200 e 400 mg/kg,
mostrando uma inibicdo das contor¢cdes abdominais em 34,30%, 35,84% e 36,07%,
respectivamente.

Céandido (2006) estudou os efeitos do extrato hidroalcodlico das folhas da Hyptis
fruticosa utilizando o0 mesmo modelo de contor¢do abdominal induzida por acido acético em
camundongos, nas doses de 20, 100, 500mg/Kg, havendo uma diminuicao significativa no
nimero de contorgdes abdominais dos grupos tratados com o extrato hidroalcoolico

comparados com o grupo salina.

6.2.5 Teste de hiperalgesia térmica induzida por carragenina

A carragenina é um agente pré-inflamatorio muito conhecido e utilizado em estudos
envolvendo a hiperalgesia inflamat6ria em ratos e camundongos (MORRIS, 2003) onde ha
formacdo de edema, resultante da rapida producdo de mediadores inflamatérios, sendo um
modelo largamente utilizado para verificar a acdo antinociceptivas de compostos analgésico e
anti-inflamatorios.

Muitos modelos destinados a avaliar os efeitos antinociceptivo de substancias com
possiveis efeitos analgésicos fazem o uso de testes de hiperalgesia térmica ao calor, que védo
desde modelos que utilizam placa metalica quente, exposicdo a um foco de luz e banho-maria,
verificando a reatividade do animal frente a um estimulo nociceptivo.

Klein Junior (2011) utilizou o extrato metandlico de Polygala cyparissias para testar a
atividade antinoceptiva em camundongos na dose de 30 mg/Kg para avaliar os efeitos anti-
hipernociceptivos através do modelo de hipernocicepg¢do induzida por carragenina. Pode-se
observar que o tratamento preventivo com o extrato metandlico foi capaz de reduzir
significativamente a hipernocicep¢do mecéanica quando comparado ao grupo hipernocicepcao
inflamatdria até as 24h apo6s a administracdo do agente irritante. No mesmo trabalho outro
modelo utilizado para a avaliacdo da atividade anti-hipernociceptiva demonstrado que o

extrato metandlico de P. cyparissias foi capaz de reduzir o limiar de sensibilidade mecéanica
53



Estudo dos efeitos regenerativo e analgésico dos extratos hidroalcodlico e aquoso de Caesalpinea ferrea
Martius na neuropatia ciatica experimental em ratos

dos camundongos quando comparado aos valores basais. Além disto, o tratamento preventivo
reduziu significativamente a hipernocicepgdo mecénica quando comparado ao grupo controle.

Santos (2010) utilizou o extrato etandlico da entrecasca da Caesalpinea pyramidalis em
camundongos nas doses de 100, 200 e 400 mg/Kg no teste de placa quente aquecida a uma
temperatura de 55+0,5°C para avaliar o estimulo térmico, o que aumentou o tempo de laténcia
do membro ao estimulo térmico (p>0,05).

Silva et al (2001) avaliaram o efeito analgésico do extrato etandlico de folhas de
Passiflora edulis var. flavicarpa em camundongos nas doses de 1 e 2g/kg.O estimulo
nociceptivo consistiu na exposi¢do da cauda dos animais a um foco de luz de 70 Watts. O
aumento do tempo de resposta dos animais ao calor foi dose dependente, e o tratamento com a
maior dose (2¢9/Kg) produziu efeito similar ao controle positivo (fentanil). O aumento
significativo da laténcia na resposta dos camundongos ao estimulo nociceptivo sugeriu a
presenca de compostos com atividade analgésica.

A utilizacdo da dose de 300mg/Kg dos EACF e EHCF ndo tiveram um aumento
significativo do periodo de laténcia do membro pélvico dos animais em banho-maria apds
estimulo nociceptivo da carragenina quando comparado ao grupo controle tratado com
solucdo salina, apesar dos tempos de permanéncia do membro pélvico dos animais tratados

com os extratos terem sido maiores.

6.2.6 MORFOLOGIA DO NERVO CIATICO APOS INDUGCAO DA CCNC

Thiagarajan e colaboradores (2012) utilizaram o extrato hidroalcoolico das folhas da
Butea monosperma na neuropatia ciatica em ratos, seguindo o mesmo modelo de CCNC de
Bennett e Xie(1988), modificado por Seltzer, Dubner e Shir (1990). Foi utilizado o extrato
hidroalcdlico nas doses de 200, 300 e 400 mg/kg durante quatro semanas de indugédo
neuropética por CCNC. Administracdo do extrato hidroalcoolico da Butea monosperma
atenuou significativamente a CCNC induzida, mostrando em cortes transversais do nervo
ciatico corados com H-E, através de atenuacdo de edema axonal, desarranjo das fibras

nervosas e expresséo de celulas de Schwann, comparados com o grupo controle.
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E possivel avaliar uma diferenca entre as estruturas histologicas entre os grupos tratados
com o extrato da vagem da Caesalpinea ferrea e os grupos Sham e Salino, no que diz respeito
a morfologia dos axonios.

Muthuramane Singh (2011) induziram a CCNC em ratos com mesmo modelo de
Bennett e Xie(1988), modificado por Seltzer, Dubner e Shir (1990) utilizaram o extrato
hidroalcoolicodo caule da Acorus calamus, e ao longo de quatro semanas de tratamento,
resultou em significativas mudancas histopatologicas. Em cortes transversais do nervo ciatico
corados com H-E e avaliados qualitativamente sobre microscopia de luz, foi possivel verificar
um edema axonal e um aumento do nimero de células de Schwann nos grupos controle
negativo. Porém, nos grupos tratados com o extracto hidroalco6lico da Acorus calamus nas
doses 100e 200 mg /kg, atenuou significativamente o inchaco e o desarranjo das fibras
nervosas. No entanto, ndo foi observado nenhum efeito significativo no comportamento
espontaneo de locomocgao ou exploracdo dos animais, corroborando com 0 nNosso experimento
que utilizou uma dose similar do extrato hidroalcoolico de Caesalpinea ferrea para avaliar
comportamentos espontaneos de ratos apds inducdo de CCNC.

Ding, Cheng e Gu (2008) utilizaram o extrato aquoso da raiz da Achyranthes bidentatadas
doses de 10 e 20 mg/Kg para tratar durante quatro semanas, coelhos neuropaticos induzidos
por esmagamento do nervo fibular através de forceps hemostaticos. Utilizando a coloragdo de
tricromico, mostrou que as fibras nervosas mielinizadas foram raras e um arranjo desordenado
no grupo placebo. Nos grupos tratados com o extrato aquoso da raiz da Achyranthes bidentata
das doses de 10 e 20 mg/Kg, as fibras nervosas estavam mielinizadas, e foram regeneradas
com disposicdo ordenada e em feixes macicos. O nimero de fibras nervosas regeneradas e
mielinizadas no grupo salina foi significativamente menor do que em ambos 0S grupos
tratados com o extrato aquoso do caule da Achyranthes bidentata.

Wannannond e colaboradores (2012) testaram o extrato hidroalcoolico das folhas da
Phyllanthus amarusap6s inducdo neuropatica do nervo cidtico em camundongos, utilizando
um microforceps, nas doses de 50, 100 e 200 mg/Kg durante um periodo de quatro semanas.
A avaliacdo histoldgica foi realizada através da coloragdo em H-E para avaliar a morfometria
e a densidade dos axdnios. Verificou-se que 0s animais que receberam o extrato da planta
mostraram menos axonios degenerados e em maior densidade do que 0s grupos tratados com

o veiculo.
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Um dos objetivos do presente estudo foi reproduzir o modelo de CCNC de Bennett e
Xie (1988) atraves da avaliacdo de comportamentos de dor espontdnea como o andar e cocar,
considerados como comportamentos indicativos de dor cronica.

Apbs trés semanas de tratamento (12/12 h) com o veiculo salina nos grupos Salina e
Sham, e com os grupos tratados com EACF e EHCF, néo houve diferenga significativa entre
0S grupos no que diz respeito aos comportamentos espontaneos citados anteriormente.

Os resultados dos estudos analgésicos e regenerativos dos EACF e EHCF demonstram
um potencial analgésico na dor neuropatica periférica ,demonstrados nos teste de dor induzida
representados pelo modelos de reflexos e de contor¢do abdominal. Também nos resultados
histoldgicos, é possivel observar um maior nimero de axdnios preservados nos grupos de
animais tratados com o EACF e EHCF, comparados com o grupo neuropatico tratado com

solucdo salina, o que podemos sugerir um efeito neuroprotetor na neuropatia periférica.
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7 CONCLUSOES

a) A dose de 300mg/kg de extratos aquoso (EACF) e hidroalcodlico (EHCF) da vargem
da Caesalpinea ferrea na neuropatia traumatica experimental induzida pelo
esmagamento do nervo ciatico ndo pode ser utilizada como analgésico, com base nos

resultados obtidos.

b) O uso dos extratos aquoso (EACF) e hidroalcodlico (EHCF) da vargem da
Caesalpinea ferrea na avaliagdo dos comportamentos relativos a motricidade no

tratamento da neuropatia cronica ndo alterou a execucéo destes comportamentos;

c) Os achados histoldgicos objeto da andlise dos nervos ciaticos neuropaticos indicam
que ha evidencias quanto a capacidade de regeneragdo dos ax6nios, em animais

tratados com os extratos vegetais.

d) Os resultados obtidos para avaliar analgesia em dor periférica, modelo de contorcao
abdominal induzido por acido acético e hiperalgesia térmica induzida por carragenina,
também sdo indicativos da auséncia de feito analgésico dos extratos da vargem da
Caesalpinea ferrea.
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