1. INTRODUCAO

1.1 Dor neuropatica

De acordo com a definicdo dada pela Associacdo Internacional para o Estudo da Dor
(IASP, International Association for the Study of Pgia dor € uma experiéncia sensorial
desagradavel associada a um dano tecidual regdotancial ou descrita em termos que
sugerem tal dano, a qual envolve ndo apenas componentes sensoriais, mas também
emocionais (LOESER; TREEDE, 2008). Para que um estimulo nocivo seja percebido como
doloroso existe um intricado trajeto envolvendo diferentegides do sistema nervoso.
Entretanto, nem sempre um estimulo periférico € necessario para que ocorra a sensa¢ao de dot
(ex. dor talamica) e, em contrapartida, pode haver estimulagéo nociceptiva sem que ocorra dor
(LOPES, 2004). Dessa forma, é imporeadtstinguir o fendémeno de dor, que é subjetivo, do
fenbmeno de nocicepcdo, que diz respeito aos processos neurais de codificacdo e
processamento do estimulo nocivo (LOESER; TREEDE, 2008). A nocicepcao, portanto,
aparece como 0 objeto de estudo mais adkquas abordagens para o estudo da dor onde
sdo empregados modelos animais (incapazes de verbalizar sua percepcdo do fenémeno

doloroso) (KAVALIERS, 1988).

A dor pode ser classificada de varias formas (quanto a sua natureza, duracao,
intensidade), mas paras propoésitos deste texto cabe abordar a diferenca entre a dor
nociceptiva e a neuropatica. A dor nociceptiva tem a finalidade essencial de sinalizar a
ocorréncia de danos a integridade fisica, e decorre da ativacao fisiolégica dos nociceptores.
Nesse cas a sensacdo de dor esta diretamente ligada a presencga do estimulo nocivo, e cessa
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assim que este se encerra ou, havendo dano tecidual (n&o neural) e consequente processc
inflamatorio, sua duracdo é limitada ao processo de cura da lesdo (BONICA; LOESER,
2001). A dor neuropdtica, por sua vez, ocorre em funcdo de lesdo ou doenca que afete o
sistema somatossensorial (NICKEL et al., 2012) em funcdo de traumas mecanicos, doencas
metabdlicas ou nutricionais (diabetes, hipotireoidismo, pelagra), alcoolismo, téwndeos
(antiretrovirais, antineoplasicos), exposicdo a toxinas (acrilamida, 6xido de etileno, arsénio),
neoplasias, lesbes vasculares (isquemia, hemorragias, malformacdes), entre outros (BARON;
BINDER; WASNER, 2010). Tanto o sistema nervoso perifégaanto o central podem ser
acometidos por tais injurias, 0 que caracteriza a dor em neuropatica periférica ou central,
respectivamente. Como resultado, ocorrem diversas alteracdes (ditas mal adaptativas) ao

longo de todo neuroeixo (COHEN; MAO, 2014).

Apo6s uma lesdo nervosa periférica, por exemplo, ocorrem alteracdes na expressao e
funcionalidade de canai8nicosna fibra nervosaociceptiva e vizinhas a ela, o que favorece
a ocorréncia de disparos ectépicos repetidos e contribui para o processo dizaedasib
central, dor espontanea e hiperalgesia (dor aumentada frente a um estimulo nocivo) (XU;
YAKSH, 2011). A sensibilizacao central, cuja funcéo adaptativa é de facilitar o aparecimento
de respostas reflexas e comportamentos protetores, quando decateerestimulacao
nociceptiva sustentada e de alta frequéncia, como ocorre nas lesdes nervosas, conduz a
alteracdes neuronais permanentes (LOPES, 2004), o que parece ser um dos fendmenos chave
na fisiopatologia da dor neuropética. Alguns dos eventos adeshno desenvolvimento
desta sensibilizacdo, como alteracdes na neurotransmissao glutamatérgica, sdo mediados por
vias de sinalizacdo envolvendo espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERONS) (JANES;
NEUMANN; SALVEMINI, 2012). A participacdo das ERONsa fisiopatologia da dor
neuropatica, por sua relevancia neste trabalho, sera abordada com mais detalhes adiante. Além

disso, ocorrem modificacdes no fendtipo neuroquimico dos neurdnios nociceptivos, com
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incremento na liberagéo de substancias algogérdoa®) a substancia P, inclusive por fibras

gue usualmente transmitem apenas informacdo in6écua (fipr&sICKEL et al., 2012),

evento que parece ser importante para o aparecimento do fendmeno de alodinia (dor frente a
um estimulo inécuo), tdo comum no<gieates com dor neuropatica (VON HEHN; BARON;
WOOLF, 2012). Estes e outros mecanismos conduzem a uma diversidade de sintomas
bastante caracteristicos, como dor persistente ou de aparecimento subito, sem estimulo
aparente, dor em queimacdo ou choque eagless na sensibilidade, como a alodinia e
hiperalgesia ja mencionadas (WOOLF; MANNION, 1999; MAGRINELLI; ZANETTE;
TAMBURIN, 2013). Esta rica sintomatologia esta sujeita ainda a variagdes individuais
relacionadas a existéncia de comorbidades e caracesiggmnéticas, e a propria forma de

encarar a dor.

E, portanto, um grande desafio manejar o quadro doloroso neuropético, com o qual
convivem entre 6,9 e 10% da populacdo, e que possui grande impacto negativo na qualidade
de vida do individuo acometid&/AN HECKE et al., 2014). As intervencdes terapéuticas
envolvem o uso de farmacos, os bloqueios nervosos, a neuroestimulacdo, acupuntura e
técnicas psicoterapicas (BARON; BINDER; WASNER, 2010). Apesar desta
interdisciplinaridade crescente, a abordagem farmgmaléé a mais utilizada e € comum a
prescricdo de varios medicamentos para tratar um Uunico individuo. Os farmacos que
apresentam 0s resultados mais promissores (ex. antidepressivos triciclicos,
anticonvulsivantes) sdo distintos daqueles corriqueiramenteegados no alivio da dor
nociceptiva ou inflamatoéria (ex. analgésicos-n@@ides, antinflamatérios esteroides e nao
esteroides), pois estes Ultimos sao ineficientes no tratamento da dor neuropatica
(MAGRINELLI; ZANETTE; TAMBURIN, 2013). Informacdes aundas de estudos clinicos
randomizados, realizados com pacientes acometidos por neuropatias de diferentes etiologias,

tém fornecido evidéncias para a elaboracdo de recomendacdes sobre os farmacos mais
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eficazes (de primeira, segunda e terceira linhas atantento (DWORKIN et al., 2007,
ATTAL et al., 2010). Apesar destas diretrizes e do crescente nimero de substancias, menos
de 50% dos pacientes obtém alivio satisfatério da dor, e existem uma série de efeitos adversos
associados que dificultam a adesdo enmmmetem o tratamento (MAGRINELLI,
ZANETTE; TAMBURIN, 2013). Para ilustrar esta situagdo, uma das classes consideradas de
primeira linha, a de antidepressivos triciclicos, possui como reacdes adversas mais comuns a
sedacéo, os efeitos anticolinérgicosddseca, retencao urinaria, constipacao, taquicardia), o
ganho de peso e a hipotensao ortostatica, além de efeitos sobre o ritmo cardiaco (DWORKIN
et al., 2007; BARON; BINDER; WASNER, 2010). E apesar de possuirem NNT (ndmero
necessario a tratar) proxim®aja que os triciclicos conferem melhora na dor de um paciente,

em cada dois tratados, o alivio na intensidade da dor ndo costuma ser superifiva 30
(FINNERUP; SINDRUP; JENSEN, 2010). Existe, portanto, a necessidade de buscar
substancias que tenham hml desempenho no alivio desta dor, com menores efeitos

adversos.

1.2 A compressdo no nervo isquiatico, um modelo para o estudo da dor

neuropatica periférica.

O emprego de modelos animais na pesquisa basica, associado aos estudos clinicos,
tem trazidoimportantes contribuicbes sobre os mecanismos fisiopatoldgicos e sobre terapias

mais seletivas e eficazes no manejo da dor neuropatica (JAGGI; JAIN; SINGH, 2011).

Um dos modelos mais utilizados para o estudo da dor neuropatica periférica,
simulando situagés clinicas onde o nervo é comprimido (ex. Sindrome do Tunel do Carpo), é
a compressao no nervo isquiatico (CCI, do ingd@sonic constriction injury. A dor

neuropatica periférica ocorre em funcéo de injaria ao sistema nervoso periférico e envolve o
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apaecimento de alteracdes sensoriais como a hiperalgesia e a alodinia (KLUSAKOVA;
DUBOVY, 2009). Estes sintomas também podem ser observados em animais submetidos a
modelos experimentais, como a CCI, e a observacao de tais respostas permite inferir sobre a
existéncia de dor (DUBNER, 1983; KAVALIERS, 1988). A compressao no nervo isquiatico,
proposta por Bennet e Xie (1988), consiste em aplicar quatro amarraduras no tronco comum
do nervo isquiatico do animal, unilateralmente (Figura 1), com fio bioabsorvivel. Est
compressdo no nervo promove alteragcdes em diferentes regides do neuroeixo, ja a partir dos
primeiros dias apos a lesao. Localmente, obseseoisquemia, liberacdo de substancias pro
inflamatorias, edema intraneural (WAGNER; MYERS, 1996; MARCHAND; PERRET
MCMAHON, 2005) e degeneracao de fibras mielinizadas e ndo mielinizadas (GABAY; TAL,
2004). Estes eventos periféricos conduzem a modificagbes na excitabilidade e conectividade
em regibes espinais e supraespinais (SAADE; JABBUR, 2008; BLOM et al.; 2fi4),
mediacdo parece envolver a liberacado/formacéo de citocinas, neurotrofinas (MARCHAND;
PERRETI; MCMAHON, 2005; AEAMIN et al, 2011) e espécies reativas de oxigénio
(PATHAK et al, 2014). As alteracbes comportamentais que se seguem, como bgaralg
mecdaica e térmica, podem ser observadas a partir dos primeiros dias apos a lesdo (GOECKS
et al.,, 2012; HORST et al. 2014) e persistem por varias semanas (JAGGI; JAIN; SINGH,
2011). Assim, o emprego deste modelo € util para a observacdo e o conhecimento de
fendbmenos e moléculas envolvidos na dor neuropética, especialmente aquela resultante da

compresséo nervosa.
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Figura 1i Esquema de um segmento da
medula espinal ilustrando a formagé&o do
nervo isquiatico pela unido das raizes
: : dorsais e ventrais da medulspeal.
”’ Nas raizes dorsais estdo mostrados os
| f@'v | 7 ganglios das raizes dorsais (L4, L5, L6)
{ / do nervo isquiatico, o qual € composto
| por dois nervos, o tibial, que
“m N. Isquidtico posteriormente se divide também no
Y (troncocomum)
% nervo sural, e o fibular. No tronco
7/}"') comum do nervo isquiatico t&®
\ mostradas as quatro amarraduras
(adapatado de Klusakova e Dubovy,
m " N Sural 2009).

Vo Tibial

; N. Fibular

1.3 Plantas medicinais na pesquisa por novasubstancias para o manejo dalor

neuropatica.

A aplicacao de produtos naturais, principalmente de plantas medicinais, na prevencao
e cura de doencas, € uma das mais antigas praticas humanas (HALBERSTEIN, 2005). A
investigacdo cientifica sobre o potencial medicinal das plantas é uma forma de
reconhecimento sobre a importancia desta pratica milenar, e uma forma de trazer informacdes
racionais e seguras sobre seu uso, nos diferentes agravos de saude. E apesar das refinada
tecnologias que possibilitam o desenvolvimento de farmacos sintéticos, as plantas medicinais
continuam sendo extensamente estudadas por fornecerem produtos de grasdmdbve

molecular e consequentes mecanismos de acdo (NGO; OKOGUN; FOLK, 2013).

O interesse pelo uso de plantas como alternativas terapéuticasvino dali dor

neuropatica também rtre crescido (YUAN et al, 2010; AMIN e HOSSEINZADEH, 2012;
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MUTHURAMAN, 2012; MEHTA e TRIPATHI, 2014), tanto porque a prospeccao
etnomedicinal permite direcionar as investigacfes para aquelas espécies com potencial
analgésico, como porque as plantas, como jA& mencionado, possuem grande variedade
molecular que podem se mostrar particoiente Uteis nestes quadros de dor, de fisiopatologia

complexa.

Em uma revisao sistematica recente sobre plantas medicinais aplicadas em modelos de
dor neuropética, mostrese que a maioria dos estudos é oriunda da india, Brasil e China,
possivelmente por sua grande biodiversidade (QUINTANS et al.,, 2014). De fatasib Br
ocupa grande parte da regido conhecida como neotropical, onde se encontra um terco de toda
biodiversidade do planeta (DESMARCHELIER, 2010). O Brasil também é rico em tradiges
no uso das plantas medicinais, inclusive provenientes da cultura Amediestiatas desde a
chegada dos primeiros portugueses ao pais (OLIVEIRA et al., 2012). Entretanto, muitos
estudos ainda sao realizados com plantas exoticas, em detrimento as espécies nativas
(QUINTANS et al., 2014). Isto contribui para a erosao culturahtjuao uso tradicional das
plantas nativas e consequente subvalorizacdo de suas potencialidades medicinais, pois estas
nao sao devidamente estudadas. Assim, consoante ao que vem estimulando a Organizagao
Mundial da Saude, no sentido de valorizar o usolaetgs medicinais de uso tradicional, e
também estudias quanto a sua eficacia e seguranca, o presente trabalho elegeu a espécie
nativaSchinus terebinthifoliupara estudo de seu potencial antinociceptivo em um modelo de

dor neuropatica.

1.4 Schinus teebinthifolius Raddi.

A espécie nativ&chinus terebinthifoliuRaddi (Anacardiaceae) (Figura 2), conhecida

popularmente como aroeira vermelha ou aroeira mansa, ocorre desde a Bahia até o Rio
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Grande do Sul (CORREA, 1984). Em outras regiées do mundo € abelcecnoaguarami-
ybé (Paraguai) chichita (Argentina), copal (Cuba), poivrier rose (Franca) eFlorida Holly
(Estados Unidos) (MORTON, 1978; CORREA, 1984).r&awlanta que pode apresersar
sob a forma arbustiva {2 metros de alturaju arborescente {8 m), estabelecendse tanto
em solos Umidos, quanto secos, arenosos e argilosos. E por isso considerada uma espécie con
grande plasticidade ecoldgica, e por vezes invasora, em alguns locais onde foi introduzida e
cresce vigorosamentepmo na Flérida (SPECTOR; PUTZ, 2006). Essa propriedade |he torna
atil no reflorestamento de areas degradadas, na reposicdo de mata ciliar e na estabilizacéo de
dunas (GRISI, 2010).

Os frutos da aroeira também sdo bastante apreciados na culinaria ioteriaci
principalmente por seu sabor picante suave, o que o torna muito empregaxloondimento
(poivrier rose Europa; pimentaosa, Brasil) (LENZI; ORTH, 2004). A planta também
costuma ser lembrada pelas reacdes alérgicas, geralmente cutaneas, gue eceslgumas
pessoas sensiveis. Essa propriedade que algumas espécies da familia Anacardiaceae possuel
de causar dermatite resulta da acdo de substancias conhecidas como alquilfendis ou lipideos
fendlicos, ja identificados em alguns géneros, comBhois e Anacardium (AGUILAR -
ORTIGOZA; SOSA; AGUILAR-ORTIGOZA, 2003; CORREIA; DAVID; DAVID, 2006),

mas incomuns er8chinus terebinthifolius
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Figura 21 Fotografia mostrando a arvore, a esquerda, e folhas e frutoScliaeus
terebinthifoliusRaddi, a direita. (do autor).

Quanto as suas propriedades medicinais, relatos de naturalistas que percorreram o
Brasil no século XIX mostram que a planta era usada por indios e comunidades locais para
tratar ferimentos e dores artriticas (VON MARTIUS,548 BURTON, 1976), além de
infeccdes do sistema urinario e respiratorio, e para o alivio de condi¢cbes dolorosas diversas,
como reumatismo, gota e dores lombares (MORTON, 1978). Existem descricées do uso das
folhas, frutos, casca e lenho, em preparacdesrstig, como chas (infusdes, decocc¢des),
alcoolaturas e emplastros (MORTON, 1978). Pelo reconhecimento de suas potencialidades
medicinais, a aroeira esteve presente na primeira edicdo da Farmacopéia Brasileira (1926) e,
recentemente, foi integrada a Reladdacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS
(RENISUS).

Na literatura cientifica, a maioria das informa¢6es quanto as atividades farmacoldgicas
de Schinus terebinthifoliusrata de seus efeitos antimicrobianos (GUERRA et al., 2000;
MELO JUNIOR et § 2002; AMORIM e SANTOS, 2003; EMASSRY, 2009; SILVA et al,

2010), corroborando seu uso tradicional em infec¢gdes. Quanto ao seu potencial em quadros
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dolorosos, porém, poucos estudos foram realizados. Alguns trabalhosextoatos e
componentes isoladosndicam que Schinus terebinthifoliuspossui propriedades anti
inflamatérias (MOURELLE, 1993; JAIN, 1995; CAVALHERIACHADO et al, 2008;
HERINGER, 2009) e cicatrizantes (COUTINHO et al, 20086CENA et al, 2006; NUNES

et al, 2006). Recentemente também se damtnou um efeito redutor na hiperalgesia, em
animais submetidos am modelo de dor neuropética, a lesdo do nervo poupado (SNI, do
inglés spared nerve injufy apds administracdo do 6leo essencial dos frutoSakenus
terebinthifolius e isoladamente dos anoterpenosa-felandreno e limoneno, também
presentes na composicao do 6leo essencial (PICINELLI, 2014). Estes trabalhos apontam para
0 potencial da espécie como possivel agente terapéutico no manejo de inflamacdo e dor.
Entretanto, os efeitos observadaseastudo de Piccinelli et al. (2014), com os frutos, parecem
relacionarse a mono e sesquiterpenos, componentes caracteristicos dos 6leos essenciais. E a
aroeira, como ja mencionado, era usada tradicionalmente sob a forma de diferentes
preparacdes e empuagdo distintas partes da planta, o que resulta em uma grande variedade
de extratos e compostos vegetais a serem prospectados farmacologicamente.

Com efeito, estudos sobre a composicdo quimicaSdeinus terebinthifoliys
empregandee diferentes partes gdanta permitiram a identificacdo de varios compostos,
como acidos fendlicosflavonoides e triterpenos (Figura 3). Como constituintes volateis,
foram identificados diversos mono e sesquiterpenos, tanto nas folhas como nos frutos. E estas
classes de comptos majoritariamente descritas e3ohinus terebinthifoliysa saber os
flavonoides, terpenos e fendestdo entre as mais estudadas em modelos de dor neuropética
(QUINTANS et al.,, 2014) e sobre as quais jA existem descricbes de propriedades
antinociceptivas e animflamatérias (CALIXTO et al., 2000; ANJANEYULU; CHOPRA,

2003).
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Particularmente em extratos alcodlicos obtidos das folh&chmus terebinthifolius
foram identifimdos diversos compostos fendlicos (Figura 3), como os acidos cafeico,
cumarico e siringicdeL-MASSRY et al., 2009); galato de metila; quercitrina; miricetina e
miricetrina (CERUKS et al., 2007); pentagaloilglicose, um precursor de taninos (HAYASHI,
1989;CAVALHER-MACHADO et al., 2009); queetina e caferol (JOHANN et al., 2010);

e biflavondides como a agatisflavona (KASSEM, 2004). Os compostos fendlicos, além de
exibirem propriedades antimicrobianas, anfiamatérias e antinociceptivas, sao
reconhecidamnte antioxidantes (SOOBRATTEE et al., 2005). Em extratos alcodlicos obtidos
das folhas deSchinus terebinthifoliystambém foi observada relacdo entre compostos
fenolicos e atividade antioxidante. Os extratos ricos em fendlicos tiveram boa atividad
antioxidante (EAIMASSRY et al., 2009); CERUKS et al., 2007).

Atualmenteo potencial antioxidante apresentado por algumas moléculas tem sido uma
das estratégias na busca por novos analgésicos e para 0 conhecimento dos mecanismos

envolvidos na dor neuropéticamo sera abordado a seguir.
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Frutos

Acido masticadienoico
Folhas :
Schinol

Pentagaloilglicose (Kaistha, 1962; Loyd, 1977, Jain, 1995)
(Hayashi, 1989; Cavaher-Machado, 2008) Robustaflavona

Galato de etila Agatisflavona

Miricetrina (Kassem, 2004)

Miricetina

quercitrina Oleos essenciais

(Ceruks, 2007) 10% monoterpenos
Schinol

: (25% a-pineno)
Quercetina {Richter, 2010)

Canferol
(Johann 2010)

Acido cafeico
Acido cumarico
Acido siringico

(El-Massry, 2009)

B-sitosterol
Acido masticadiendico

Cascas
[-sitosterol
Acido masticadienoico

e Schinol
Schinol G e
(Marsaioli, 1974) (I\’Ial'SfllOll« 19 ;-I-)
Aristolona
Oleos essenciais Agastistlavona
5% monoterpenos Luteolina
57% sesquiterpenos Catequina
(El-Massry, 2009) Quercetina
Canferol
(Heringer, 2009)

Figura 3i Compostogjuimicos ja identificados em folhas, frutos e cascaSaténus

terebinthifoliusRaddi (do autor).
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1.5 Envolvimento das Espécies Reativas d@xigénio e de Nitrogénio (ERONS) na

fisiopatologia da dor neuropética.

As espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERONSs), como o anion superoéxido, o
oxido nitrico, o peroxido de hidrogénio, o peroxinitrito e o radical hidroxil, consistem em
espécies radicalares @mradicalares formadas a partir do metabolismo celular. Apesar do
potencial de reagir com outras moléculas de forma deletéria, atualmente vem se reconhecendo
gue estas espécies sdo fundamemaia a sinalizacdo manutencdo de um ambiente redox

adequadas diferentes funcdes celulafe&VONEN et al., 2014).

O processo de fosforilacdo oxidativaitocondrial, e enzimasNADPH oxidase e
citocromoP450 sdo algumas das fontes enddgenas usuais de geracdo de ERONs (POLJSAK;
SUPUT, MILISAV, 2013). Pa regulara producédo e neutralizac@lestas espécies reativas,
as células contam com sistemas antioxidante®léculas que, quando presentes em baixas
concentracdes em relacdo a um substrato oxidavel, previnem a oxidacéo deste (HALLIWELL,
1991). Entre as principadefesas antioxidantes celulares esta a enzima superoxido dismutase
(SOD), que catalisa a conversao do anion superoxido em peroxido de hidrogénio e oxigénio.
O perodxido de hidrogénio, oriundo da acdo da SOD ou de outras fontes, pode ser eliminado
pela acdoda enzima catalase (CAT), ou peroxidases como a glutationa peroxidase (GPX).
Estas ultimas enzimas utilizam diversas moléculas redutoras neste processo, como o acido
ascorbico, a glutationa (GSH) e a tiorredoxina (FRIDOVICH, 1999). Oxjuerode
hidrogémo tem funcdo sinalizadora, porém também contriparia a formacdo do radical
hidroxil, altamente reativo, e com acdo sobre os lipideos celulares, oxidarn@tRCU;

AW, 2010. Os hidroperéxidos lipidicos,rgpdutos primarios desta lipopetidacdo, podem
ser detoxificados pela GPx e pela glutationa transferase (GST), enzima que € ainda importante

na metabolizagdo de xenobidticos (NIKI et al., 2005).
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As defesas antioxidantes nrénzimaticas, como o acido ascorbico e a Gf@déem
mencionados, também exercgrapel fundamental na manutencdo de um ambiente redox
adequado as diferentes fungdes celulares. O acido ascérbiatiratamente comecavenge
de ERONSs e na reciclagem da vitamina E (MAY, 2011). E particularmente importante ao
sistema nervoso, em cujos neurdnios ocorre em concentragdo superior aguela encontrada na
maioria dos outros tecidos. Os neurbnios também expressam grande quantidade de
trarsportadores (SVCT2) para captacdo de acido ascérbico (RICE, 2000; HARRISON; MAY,
2009). A GSH é um tripeptideo {d:-glutamilL-cisteiniglicina) de ampla distribuicdo e
importanciaem animais e plantas, e que atua em combinacdo com outros sistemasale defes
antioxidante, reduzindo e regenerandgrias moléculas oxidadas, além de atuar diretamente
sobre as ERONSs (SIES, 1999).GSH eoutros tidiscelulares sdo capazes de reagir com a
maioria dos oxidantes fisiologicos, resultando emdificacbes emseus grupmentos
sulfidrila, os quais podem ser regeneradm® moléculas como o &acido ascoérbico

(WINTERBOURN; HAMPTON, 2008).

Quando as ERONSs se sobressaem frente ao sistema antioxidante celular, seja por um
aumento em sua geracdo ou diminuicdo nas defesas datites, ocorre o fendbmene d
estresse oxidativo, levando a perturbacdes na sinalizacdo redaartsuas macromoléculas
(RAY; HUANG; TSUJI, 2012 SIES, 20131 S&o inumeros os estudos que relatam a
participacdo de ERONs no desenvolvimento das mais ds/pedalogias cardiovasculares,
metabolicas e neurodegenerativapor suas acdes oxidantes e deletérias sobre proteinas,
lipidios e &cidos nucleicosSHICHIRI, 2014. Entretanto, o envolvimento das ERONs na
patogénese de doencas ndo se restringe aos dedaativos, pois nos ultimos anos se
mostrou que estas espécies também interagem e regulam mensageiros intracelulares em vias

de sinalizacdo de varios processos, como proliferacdo, metabolismo e sobrevivéncia celular
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(KENNEDY et al., 2012; RAY; HUANG; TBJI, 2012), além de condi¢bes de infladag

excitotoxicidade (SORG, 2004; NISHIKAWA; HASCHIDA; TAKAKURA2009).

Nos quadros de dor neuropatica, as principais informacd®e soparticipacdo das
ERONs vém de estudos empregando modelos animais. Sadageatteracoes nas defesas
antioxidantes e incremento na formacdo de ERONSs, tanto emlosode lesdmervosa
central quanto periférica (GUEDES, 2006; 2008; 2009; GWAK; HASSSLER;
HULSEBOSCH, 2013)Em relacdo a compressao de wemperiférico, modificacbes em
paradmetros de esisse oxidativo no nervo lesionado, foram amplamente descritas (KHALIL,
LIU, HELME, 1999; NAIK et al., 2006; MUTHURAMAN, SINGH, 2011; THIAGARAJAN
et al., 2012) . Estas alteracdes indicam que no tixdsédo se estabelegma condicaale
estresse oxidativo, o0 que é demonstrado pela maior formacdo de ERONSs, de produtos de
lipoperoxidacao e reducdo na concentracdo de GSH, um importante antioxidante celular. Este
guadro de estresse oxidativo na periferia parece estar ligadga@o inflamatoéria local, que
resulta em intensa formacdo de ERONSs, por meio da acdo de enzimas como a NADPH
oxidase (NOX), xantina oxidase (XO) e oxidorich sintase (NOS) (MITTALet al., 2014).

Em um destesestuds, a administracdo de -Bcetilcisteha rediziu a hiperalgesia dos
animais, e sabse que esta moléculantre outras acdes ja conhecidas, é antioxid&atem,

as mudancas nao se limitam apenas ao local da I€&sfbak et al. (2014) demonstraram que
as modificagces em parametros de estrexidativo, decorrentes da CCI, também podem

observadas no sistema nervoso central, inclusive no cortex cerebral.

Ja se tem descrito qualgumas ERONs exercem papel {maciceptivo, pré
inflamatério e regulatério em variosewanismos relacionados andicdesde dor persistente
(LITTLE; DOYLE; SALVEMINI, 2012). A sensibilizacdo central, por exemplo, € um

mecanismo importante no desenvolvimento da dor neuropética e ao qual se atribui a
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participacdo de ERONSs. Alguns dos mecanismos subjacentes a etftiizzrd envolvem a
modulagdo de proteinas cinases, alteracbes na neurotransmissdo glutamatérgica e
modificagdes no funcionamento e expressao de canais idnicos (SALVEMINI et al., 2011). A
atividade de proteinas cinases, comeKa (proteina cinase C),c&ntralpara varias vias de
sinalizacdo neuronais e gliais que conduzem a sensibilizacédo periférica e central. A PKC pode
ser modulada por ERONSs, tendo ja sitiscrito um aumento em sfesforilagdo quando em
presenca de superéxido e peroxinitrito (HONGEAN; WINTERS; ANDREWS, 2004).

Além disso, a PKC pode regular diretamente a acdo da NADPH oxidase, uma importante
fonte de geracédo de superoxido (SHARMA et al., 1991), 0 que parece ser impoatanée

manutencgaala sensibilizagéo central (SALVEMINI et @2011).

A neurotransmissédo glutamatérgica também pode sofrer modulacdo pelas ERONSs.
Uma das formas pela qual estas espécies podem modular a fungcdo de macromoléculas, como
receptores e canais, é pela modificacdo de sua estrlB@HIA et al., 201) A nitracdo de
residuos de tirosina das subunidades do receptor NMDA, de glutamato, leva a um aumento
nas correntes de calcio e incremento sustentado na neurotransmissao nociceptiva (ZANELLI;
ASHRAF; MISHRA, 2002). As ERONs também podem nitrar e comprometengiio dos
transportadores de recaptacdo de glutamato e cisteina, comprometendo, desta forma, a
formacéo intracelular de GSH (fundamental na protecdo antioxidante celular) (AOYAMA et
al., 2008) e aumentando a quantidade extracelular de glutamato. Nesta sansibilizacdo
pode ser favorecida pela maior excitotoxicidade glutamatérgica associada a diminuicdo no

contetdo antioxidante tidlico intracelular (SALVEMINI et al., 2011).

Tendo em vista estasformacfes, muitos trabalhosmése direcionado a prospcao
de moléculas antioxidantes, visando a modificacdo das acBes exercidas pelas ERONs no

estabelecimento das alteragdes neuroquimicasneoriais presentes em condi¢desdor
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neuropatica. Com efeito, varios estudos mostraram que a administracaxie amttes tem
efeitos atenuantes sobre as alteracdes sensoriais caracteristicas deste quadro doloroso

(YOWTAK, 2013; HORST, et ak014 PATHAK et al, 2014).

A espécie nativé&chinus terebinthifoliysneste contextoapresenta promissor efeito
antinociceptivo, considerandseu uso tradicional em condic@ksdor e sua composicao rica
em fendlicos potencialmente antioxidantes, além de outras moléculas potencialmente anti
inflamatorias (flavonoides, terpenosTodavia, é aindancipiente o nimerode estudos
mostrando o efeito analgésicoda espécie, e a contribuicdo dmias caracteristicas

antioxidantes na promocao deste efeito.

Assim, o principal objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da administragédo de
uma fracdo antioxidante, produzidapartir de folhas deSchinus terebinthifoliyssobre
parametros nociceptivos em animais submetidos a um modelo de dor neuropética periférica, a
compressado no nervo isquiatico (CCIl). Como a espécie apresenta diferentes compostos
fendlicos, e potencial anti@ante, hipotetizotse que sua administracdo também poderia
modificar as alteracfemm parametros de estresse oxidatjue ocorrem no sistema nervoso
de ratos com lesdo periférica, e por isso foram avaliados diferdeséssparametrosna
medulaespinale no cortex cerebral destes animais. Para tanto, inicialmente prodseiram
guatro fracdes da planta, as quais foram testadas quanto ao potencial antiaxidiamatee
presenca e quantidade de fendis totais. A fracdo com melhor desempenho foi, entéo,
administrada intraperitonealmente (20 mg/kghr dez dias, em animais com e sem dor

neuropatica induzida por CCI.

Embora existam poucos estudos sobre a toxicidade da aroeira (PIRES et al.; 2004;
LIMA et al.; 2009), Carlini, Duartélmeida e Tabach (2012)pontaranpara a ocorréncia de

efeitos toxicos apds a administracdo prolongada (83 dias) de extratos aquosos das cascas.
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Assim tambémforam conduzidos testes para avadiara administracdo da fragcdoStEhinus
na dose de 20 mg/kgpr onzedias modificariapa@metros comportamentais de locomocéao e
do tipo-ansiedadeparametros plasméaticos indicativos de dano hepatico e a massa corporal de

ratos sem qualquer intervencao cirdrgica.
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2. HIPOTESE

Como a espéci&chinusterebinthifoliusé tradicionalmer empregada no alivio de
condicdes dolorosa e inflamatérios, e alguns trabalhos mostraram que extratos e
componentes desta planta tiveram acdo-iafiimatéria em animaisgsperase que a
administrgdo intraperitoneal dema fracdo obtida de folhas destspécie, na dose de 20
mg/kg, pordez dias, seja capaz de reduzir a hiperalgesia térmica e mea@nicatos
submetidos a compressao nervo isquiaticoum modelo de dor neuropética. Co®chinus
terebinthifoliuspossuigrande variedade de compostos fenolicosoléculas antioxidantes
esperase ainda que o tratamento com a mesmdifique parametros de estressd@lativo na
medula espinal e cértex cerebialque é sabido que em situacdesl@ieneuropatica ocorrem
alteracdes nos sistemas antioxidantes e espécies reativas de oOxigésigiema nervoso
central. Por fim, esper&e que o tratamento com a fracaoSiinus terebinthifoliugéo
resulte em efeitoadversos sobre comportamentos locomotores e do tipo arsiedadbre

medidas plasmaticas indicativas de dano hepatico
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo geral, inicialmente selecionar uma fragao, preparada
de folhas deSchinus terebinthifoliusgque apresentasse boa atividade antioxidante e maior
concentracdo de compostos fendlicos para, entdo, avaliar os efeitos da administracao
intraperitoneal desta fracdo, na dose de 20 mgdkg,dez dias sobre parametros: 1)
nociceptivos, e de 2) estressgidativo em medula espinad cortex cerebral, importag
regides centrais no processamento da informacdo nociceptiyaregandgara isto ratos
com compressaoonnervo isquiatico, um modelo de dor neuropatiiada, foi avaliado se

esta administracaa@vocaria efeitos toxicos nos animais.

3.2 Objetivos especificos

1) Produzir fracBes a partir de folhasSiehinus terebinthifoliygpor meio de extracao

sucessiva com solventes de distintas polaridades;

2) Conduzir triagem fitoquimica qualitativa das fracées produzidas, por cromatografia
em camada delgada, para observar a presenca de classes de compostos vegetais, inclusive

fendlicos para, posteriormente, realizar a quantificaip@ofendis totais em cadtacao;

3) Avaliar a atividade antioxidante vitro das fracbes, empregande 0s seguintes
ensaios: atividade sequestradora dos radicaiditg@il-1-picril-hidrazila (DDPH) e hidroxil,

e potencial reativo antioxidante total (TRAP);
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4) Determinar os eftos da administracao intraperitoneal fdacdo metandlicéMeF)
de Schinusterebinthifolius (20 mg/kg, por dez dias) em ratos com e sewor neuropética

induzida por CCI, sobre:

a) Parametrosociceptivos

- Avaliacdo da ensibilidag térmicanos periodos 0 (p+ieséo), 3, 57 e 10dias apos

a intervencao cirurgica;

- Avaliacdo da ensibildade mecanicajos periodos 0 (p#éséo), 3, 57 e 10dias

apos a intervencao cirargica;

b) Paranetros de estresse oxidativay segmento lombossacrah chedula esipal e
homogeneizado dedo ocortex cerebral, mediante determinagéao de

- Atividade de enzimas antioxidantesuperéxido dismutase, catalase, glutationa
peroxidae eglutationa transferase;

- Antioxidantes ndenzimaticos: concentracao @eido ascorbico 80is totais

- ERONSs: concentracao geréxido de hidrognio

- Lipoperoxidacédo: concentracao de hidroperoxidos lipidicos

5) Avaliar os efeitos da administracdo intraperitoneal da fracdo MeGcHmus

terebinthifolius(20 mg/kg, poonze dias) em ratosemintervencao cir(gicasobre:

a) Parametros comportamentais locomotores e doatisedade, pelos testes de

campo aberto e labirinto em cruz elevado;
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b) Parametrosplasmaticos indicativogle dano hepatico, pela determinacdo das
enzimasaminotransferases spartato (AST) e Alanina (ALT) @glutamil transpeptidase

(GGT); [lirrubina total e fracoes;

b) Massa corporal, pela pesagem dos animais no inicio e ao final do tratamento.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Esquemageral do protocolo experimental

As atividades realizadas neste trabalho sdo apresentadas, de inicio, degfopaaa
e esquematica (Figurg,4ara compreensao global do protocolo experimental. No decorrer da

descricdo metodoldgica sdo apresentadasraminformacodes.

Schinus terebinthifolius Raddi. (folhas)

P A A

Fragdo Frag3o Fragdo Frago
Hexano Diclorometano Acetato etila Metanol
{HeF) (DcF) (EtF) (MeF)

\ )
T

*Avaliag3o da atividade antioxidante
* Triagem fitoquimica

¥

MeF
*Maior Concentragao de fendis totais
*Boa Atividade antioxidante
*Soluvel em veiculo de caracteristicasfisioldgicas (solugo salina 0,9%)

Administrag@es AdministragGes
intraperitoneais (20 mg/kg, intraperitoneais (20 mg/kg,
Ratos 11 dias) 10 dias) Ratos
Grupo Controle A Grupe Compressio (CCl)

! C‘ ~ 4— Grupo sham

Efeitos sobre atividade O\ Grupo Controle
locomotora, exploratdria e Noawt
comportamentos do tipo it Parametros

ansiedade
*Campo aberto
*Labirinto em CruzElevado

Pardmetros plasmaticos
indicativos de dano hepatico
*AST, ALT, GGT, bilirrubina

antinociceptivos
*Placa quente
*Von Frey

Parametros oxidativos
*Enzimas antioxidantes
*Acido ascérbico
* Tidis totais
* Péréxido de hidrogénio
* Lipoperoxidag3o

Medula espinal
Cortex cerebral

Figura 4i Esquema geral mostrandgrotocolo experimental
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4.2 Reagentes

Os reagentes empregados neste linabdoram oriundos, em sua maioria, dos
fabricantesSigmaAldrich (erzimas, radicais, padrdes antioxidant®é4@rck, Nuclear e Synth
(solventes organicos, acigpggrau de pureza para andlise (P.A).qualidade da agua
empregada na limpeza de materiais pode ser descrita como agua reagente (destilagdo simples)
e para o preparo de solucdes utilimmu agua purificaal (destilagcdo e troca idnica)

(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

4.3 Triagem fitoquimica e avaliagdo da atividade antioxidante das fragbes das
folhas deSchinus terebinthifolius

4.3.1Coletado material vegetal

As folhas deSchinusterebinthifoliusforam coletadasno més de junho dos ands
2010 e 2013 periodo de frutificacdg)em Lgeadoi RS, municipio situado a 110 km da
capitalPorto Alegrei RS (Figura 5. O material vegetal foi identificado pelo Prof. Dodo
André Jarenkove exsicatadepositadano Herbario do Departamento de Botanica da UFRGS
(ICN), sob onumero 166738. A autorizacdo paracessoa amostra de componente do

patriménio genético foi obtidimnto ao CNPq, sob o nimero 010738/2@13
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Figura 5i Regido de coleta da espé&iehinus terebinthifoliysna cidade de Lajeado,
regido sul do Brasil (A). A fotografia indicada pela seta que emerge da regidao de Lajeado

mostra um galho com folhas da esp&uhinus terebinthifoliuB).

4.3.2Preparacao das fracdes

As folhascoletadagie Schinus terebinthifoliulbramsubmetidas a secagem em estufa
com circulacado de a@0° + 2°C, por 22 hora}¥ e posteriormentérituradasem moinho de
facas Em seguida montantes de 200 g deste material fesabmetide a maceracéo
sucessiva com quatrafetentes solventemesta ordem: hexano, dicloraoi@eo, acetato de
etila e metano(0,5 L de solventepor dia, trocas diarias, por 12 sli@ada solvente). As
solucBesextrativas obtidas pela maceracdo com cada solvente fdilmatas e 0 solvente
removdo, enpregandese evaporador rotatério, em banhmaria (<45°C). Os extratos
resultantes foram pesados e calculados quanto aos seus rendimentos, e doravanta-denomin
sedof f r a -Assensdbtiverarrse as fracdes hexano (HeHBiclorometano (DcF), acetato
de etila (EtF) e metanol (MeF) como resultado da maceracdo com cada referido sAlente.

fracOes foranguardadaem frasce de vidro &mbar e mantidam temperatura de&C.

44



4.3 3Triagem fitoquimica das fragcbes

A triagem fitoquimica qualitativa foi realizadaom as fracbes empregande
cromatografia em camada delgada (CGinformepreconizad@or Wagne e Bladt (1995
Inicialmente foram preparadas solucdes de cada frag@cconcentracdo de 0,25% (m/v)
utilizando-se como diluente solucdo de nmethe acetato de etila (7:3). Em seguidauntas
de15nL dessas solucddsram aplicadas emlacas de silica gé60 Fs, Merck®). Diferentes
sistemas eluentesreveladoredoram utilizadospara a verificagd da presencde distintas
classes de constituintegegetais (Tabela)l Adicionalmente foram aplicadas nas placas
algumas substanciasu extratos de referéncia para as classes de compostos em estudo
saber: acido galico, acido cafeico, acido clorogénico, rutina, querceturaainas extraidas

do cumaru.
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Tabela 1 Classes de constituintes, solventes e reveladores empregadasgam t

fitoquimicadas fragGes obtidas de folhasStshinugerebinthifolius

I . ~ ..
c as_se_de Sistema de solvente Revelador Reacao positiva
constituints
Acetato de Visivel: Bandas marrons
L . B Reagente de :
Alcalbides etila:metanol:agua Dragendorft ou alaranjadas, pouco
(100:255) g estaveis
. Acetato deetila: &cido . Visivel: Azul escuro,
Compostos fendlicos Lo Cloreto férrico 10%
acético (100:10) verde escuro
Acetato de etila: acidc | ., . - Intensificacdoa
. R . Hidréxido de potassio .
Cumarinas férmico: &cido acético fluorescéncia verde

5% (etandlico)

agua (100:11:11:10) azulada no U¥ssnm

Visivel: bandas

. Acetato de etila: Hidroxido de potassio avermelhadas e
Antraquinonas - a .
metanol (90:10) 5% (etanolico) fluorescéncia alaranjadi
NO UV3es nm
Acetato de etila: acidc  Cloreto de alumim Intensificagéo na
Flavonéides férmico: acido acético 5% fluorescéncia verde
agua (100:11:11:10) (etandlico) amarelada no U¥s im

Visivel: bandas maons
Reagente de

Acetato de . ou violeta ( nucleo
. . . B LiebermanBurchard, .
Esterdides/triterpenos  etila:metanol:agua aguecimenta 100°C triterpeno)
(100:25:5) a ' Azul esverdeadas

10 minutos , .
(nucleo esteroide)

A gquantificacdo de fendis totais dixagdes foi realizada conforme descrito por Sousa
et al. (2007) com pequenas modificacddnicialmente nsturouse 0,1 mL desolucdo de
cada fraéo (0,1 mg/mL)a 7,4 mL de agua, 0,5 mL do reagente de Folotalteau (1,3 N) e
a 2,0 mL de carbonato de sod&D%). Esta mistura foi colocada em banhmaria (28° + 2°C)
onde permaneceu por 1h30mEm seguidaas absorbamas das solu¢cdes foram medidas a
750 nm.O teor de fendis totais foi determinadplicandese o valor das absdibcias das
fracbes na equacao da retatida a partir da curva de calibrag&onstruida com diferentes
concentracbes do padréao fendlico acido galico. Os eemsdtforam expressos ang EAG
(equivalentes de acido galico) por g de fracdo (mg EAG/ g fragdo)analises foram

realizadas em triplicata.
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4.3.4 Avaliagdo da atividade antioxidante das fragdes
4.3.4.1 Atividade sequestradora do radical DPPH

Este ensaio foi realizado conforme descrito por Sousa et al. (2007), com pequenas
modificacdes. O radical 2difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), de coloragdo purpura em
comprimento de onda de 515 nguando reduzido posubstancias antioxidantes tem sua
coloracdomodificada o que pode ser medido espefdtometricamente pela reducdo em sua
absorbéancia neste mesmo comprimento de.d@darocedimento experimentabnsistiu em
adicionar 0,1 mL dasolu¢cdes metandlicas de cada uma das fracbes e de antioxidante
conhecidogéacido ascorbico e BHT), ambos em concentracdes 26660 ng/mL, a0,9 mL
de solucéo metandlica de DPPH (4@/mL). Apds 30 minutos de esperm temperatura
ambiente (22°+ 2°C)as absorbancias foram lidas a 515 if{Espectofotometro de
UV/Visivel Cary® 100, Variar). O experimento foi realizado em triplicatapartir dos dados
da curva de calibracdo do DDPH e das absorbancias das frac6es e padrdoes antjaxidantes
cada concentracdo testadfmram calculadas as concentracbes percentuais de DPPH

remanescente, conforme segue:

% DPPHremanescente ((DDPH]/[DPPH]) x 100, onde:

[DDPH; é a concentracdo de DPPH no meio reacional apos reacdao fream@es ou
antioxidantes padra¢DPPH] é aconcentracdo de DPPRicial (40 mg/mL) A concentracao
eficiente quantidade de antioxidante necessaria para decrescer em 50% a concentracao
inicial de DPPH (CE50%) foi calculadaa partir de uma curva exponencial de primeira
ordem (eixo X, concentracdedas fracbes ou padrdes e eixo y, % DPPH remanescente)

empregandee o programa Origin Pro 8.0.
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4.3.4.2 Atividade sequestradora do radical hidroxil

Este ensaio conduzido conforme descrito por Chobot et (2010) tem por finalidade
guantifica osradicais hidroxil indiretamente por meda formacéalo produto de degradag

da deoxiribose, o malondialdeido (MDA) meio reacional conte\@50 . de soluc¢des das
fracbesou do antioxidante padrédo, BHT, ambos em concentracoes2&&Ong/mL, 50nL
deoxribose (10 mM), 50rL per6xido de hidrogéni¢l0 mM), 100mL de solucéale cloreto
férrico e EDTA(1:1,50 mM) e50 L acido ascorbicgl mM) em tami@o fosfato(50 mM,

pH 7.4) Este meidoi incubado por 1 hora27°C.Apo6s este periodo de incubaca0,n. de

BHT (2.5%) e500 nL &cido tiobarbittrico(1%) foram adicionados, o0 que resultou no
aparecimento de coloracdo rokates meios foramentdo aquecidopor 30 minutosa 85 °C

e apos resfriados em banho de gelo. A absorbancia do MDA formado folange832 nm
(Espectofotdmetro de UV/VisivelCary® 100, Varian). O experimento foi realizado em
triplicata. A partir das absorbancias das fracoesde antioxidante nas diferentes
concentracbesalculouse o percentual de MDA remanescente, conforme segue:

% MDA remanescente (Abs MDA/Abs MDA;00%) X 10Q onde:

MDA é a absorbancia de MDAo meio reacional apds reacdo caomacbes ou antioxidante
padrao;Abs MDA;00% € a absorbancia de MDA cujo meio reacional ndo continha fracoes ou
antioxidante A concentracéo eficienfiequantidade de antioxidante necessaria para decrescer
em 5@b6 a concentracdo de MDA forma@@E50%)1 foi calculadaa partir de uma curva
exponencialde primeira ordem (eixo x, concentracdes das fracbes ou padrbes e eixo y, %

MDA remanescenteempregandese o programa Origin Pro 8.0.
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4.3.43 Potenciakeativoantioxidante total (TRAP)

O potencial reativo antioxidante total € um dos ensaiais utlizados para avaliar a
capacidade antioxidante de amostmasvitro, e baseiase na medida da intensidade da
quimioluminescéncigQL) emitida pelo luminol aposteracdo com radicais formados pela
decomposicdo do composio, -Az0-bis-amidinopropano ABAP) (DRESCH et al.2009)
Inicialmente realizotse kitura da QL(Espectrometro de cintilagdoKB Rack Betal215H
emitidapelo meio reacionahté estabilizacdo. Este meio foi composto 286 mL de uma
solucdo deABAP (20 mM) e10 i deluminol (5.6 mM) Apds,30mni desolucdes ddrolox
(antioxidante analogo ao alfacoferol) em diferentes concent@es (,2671,067 V),
foram adicionados este mei@ a QL medidaA QL foi entdo registradgor 1800 s apos a
adicdo de TroloxO mesmo procedimento foi realizado adicionais@osolucdes dasagies
(2,550,0 ng/mL). A dltima medida de QL antes da adicdo de Tradaxdas fracdesfoi
considerada 100%0s ensaios foram realizados em triplicata e a temperatura ambie2tie de
+ 2 °C. Para calcular a quantidade de equivaerde Trolox(mM) foram realizadas as
seguintes etapas: inicialmente foram constru@éficos (% contagens por minuto x tempo,
em segundos) e calculadas area sob a curva (AUCYe cada um deles, por mei
programa Origin Pro 8.@&m seguidafoi feita a plotagendas concetragdes de Trolox e suas
respectivas AUC. Por fim,sovalores de AUC das frac6es em diferentes concéatseforam
aplicados naequacédo da reta resultartesta curva padrao de TroJoxos equivalentede

Trolox foramobtidos, em micromolar.
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4.4 Efeito da administracdo da fracdo metandlica de Schinus terebinthifolius
sobre parametros antinociceptivoeem ratos controle,shame com compressao @ nervo

isquiatico
4.4.1 Animais: procedéncia e manutencgdo

ApOs aprovacgio pelo Comité Héica desta Universidadg 19388 Anexo A), foram
solicitados ao Centro de Reproducédo e Experimentacdo de Animais de Laboratério (CREAL)
ratos da linhagenVistar, machos, com massa corpogatre200-300g e 6 dias de vida. Os
animais forammantidos no ratéario do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, UFRGS,
acomodados em caixas de polietilefworadas com maravalha (40x30x16cm), conreliv
acesso a agua e alimentacgah ciclo claro/escuro de I®ras (das 07h00min as 19h00min)

e temperatura ambiental de 22 °C. A limpeza das caixas foealizada, no maximo, a cada
dois dias. A trasferéncia destes animais pard.aboratério deNeurobiologia Comparada

ocorreunos dias ds testes comportamentaiia cirurgia e/ou morte.

4.4.2 Delineamento experimental

Os grupos experimentais foram preparados em dois momentos distintos, visando

avaliar:

1. O deito daadministracdo de MeBobreparametros nociceptivose de estresse

oxidativo em ratos controleshame comcompressaoo nervo isquiatico

2. Efeito da administracdoedMeF sobre comportamentos locomotores edo tipo
ansiedade,massa corporal e parametros plasmaticos indicativos de dano hepéticam

ratos controle

Para oexperimento de numero 1 foram preparados trés grupcxperimentais

conforme segue:
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- Grupocontrole: ratos quedo sofreranntervencao cirirgica,;
- Gruposham ratos qudiveramo nervo isquiatico exposto, porém sem compressao

- Grupo CClI ratosqueforamsubnetidos a compressamilateral m nervo isquiatico
direito.

Os animais destes gruposxperimentaisreceberamintraperitonealmente solucao
salina Solucao fisiolégica de cloreto de s66i®% ADV®) ou MeF deS. terebinthifoliusna
dose de 20 nigg, por dezdias. A administracdo foealizada diariamente, com inicio no dia
da intervencao cirargic@ia 0) apds aealizacdo desta passados osfeitos da anestesia, e
nos dias seguintes sempre em mesmo hgraddim da tard€Figura 6a). Nos animais do
grupo controle as administracées também iniciaram no dia 0, ao fim da tarde, sempre em
mesmo horarioPam a preparacaocadMeF, esta foi dissolvidam solugcédo salina (0,9%), na
concentracdo de 20 mg/mL, de modo que o volume administiadamente a cadanmal
nao foi maior do que 0,4 mLA preparacdo das solu¢cdes ocorreu minutos antes da

administracao.

No experimento 1 os ratos dos difentes grupos experimentais foramortos
metade no dia trés outra metad@o diadez (Figura 6a), para a obtencdoodsegmento
lombossacral da medula espinaloglo cortex cerebral. Estes tecidosam utilizados para
avaliacdodos seguintesparametros pr@xidantes e antioxidante atividades das enzimas
SOD, CAT, GST, GPx, quantificacdo de peroxido de hidrogénio, asiddrbico, tidis totais

e hidroperéxidos lipidicas

Ainda noexperimento 1, os diferentes grupcexperimentaigcontrole,shame CCI)
foramsubmetidos aos teEss comportamentais para avaliacdoalsacdes resensibildades
mecanica e térmicéestes de/on Frey e placa quenteespectivamenje Os testes foram

realizados no di@ (précirurgia) e ao$, 5, 7 e 1@liasapods a cirurg (Figura 6a).
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Em suma, a experimento 1 foram realizadosl2 grupos experimentais (controle
Salina e MeFshamSalina e MeF; CC8alina e MeF)mortos endoistempos {fés diase dez
dias).Cadagrupo experimental fogomposto poseis (06) animaiso que totalizow2 ratos

nesta etapa da pesquisa

No experimento 2 foram usad@ apenas ratos d@rupo controle (grupo sem
intervencdo cirdrgica)Essa etapa foi realizada com o intuito de avaliar possiveis efeitos
toxicos da administracdo da MeF sobre comportanseshbotipo ansiedade e de locomaogéo
utilizando para issms testes de campo aberto @&birinto em cruz elevado. Esse grupo
experimental foi usado ainda para avaliar o efeito da MeF sobre alguns parametros
plasmaticos, indicativos de dano ao figado (AST, ALT, GGT e bilirrubinapbee amassa

corporal dos animais.

Os animaisdeste experimento 2 receberam intrapednealmente solucédo salina
(Solucéo fisiolégicale cloreto de sédio 0,9%, ARy ou MeF deSchinugerebinthifolius na
dose de 20 mg/kg, panzedias. Neste caso, as administracdes foram realizadas por um dia
adicional pnzedias, em vez ddez dia¥ para que ambos 0s testes comportamentais (campo
aberto e labirinto em cruz elevado) pudessem ser conduzidos proximos ao final do tratamento,
mas com devido intervalo entre cada teste para evitar estresse aos animais. Astnaeo tes
campo aberto foi realizado no diave enquanto o do labirinto em cruz elevado diaonze
(figura 6b). A administracdo alMeF e solucéo salina foi realizada diariamente, sendo o dia
da primeira administracdo denominado dia 0. As administracdas fieitas sempre entre
16h30 e 17h. Assim como no experiment@ MeF foi dissolvida em solucédo salina (0,9%),
na concentracdo de 20 mg/mL, de modo que o volume administrado ao diairi@ahente

nao foi maior do que 0,4 mL.
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Nesteexperimento 2 os rate foram mortosno diaonze (Figura 6b) e o sangue
coletado para avaliacdo de parametros plasmaticdisativos de dano hepéaticd?ara

determinacdo da massa corpposlanimais foam pesados no dia O e dia 11.

Em suma, n@xperimento 2foramrealizado2 grupos experimentais (controle Salina
e MeF) Como cada grupo foioenposto pordoze (12) animajsforam necessario®4 ratos
para essa etapa da pesquiséomando os dois experimentos, o nimero total de animais

necessarios para a realizacdo do presente trabal®6 faios

A.Experimento 1:

Periodo experimental (dias)

1] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Von Frey Von Frey Von Frey Von Frey Von Frey
t Placaquente Placaquente Placaquente Placaquente Placaquente
Cirurgia Morte (Grupos 3 dias IMorte (grupos 10 dias)
: (Shame CCl ColetatecidosSNC ColetatecidosSNC
1ilnjegdo 2iInjegdo  3iInjegdo 4ilnjegSo Silnjegdo 6ilnjegdo  7iInjegHo 82InjegHo 9Injegdo 103InjegHo
“Al2injecdo ocorreu no dia 0, ao fim datarde, & assim nos dias seguintes, até o dia?, totalizando 10 administragdes
B.Experimento 2:
Perioda experimental (dias)
0 1 2 3 4 5 6 7 3 9 10 11
i Pesagem Campo aberto Labirinto
- o & 5 - A o - - o Pesagem
i 1ilnjegdo 2%Injeclo  3injegdo 4ilnjegdo Silnjecdo  Binjegdo  7iInjeg 3o 82Injegdo 9injesdo 10ZInjeg3011%Injeg Jo
Morte

H
Coletasangue §
H

: "Al2inje¢do ocorreu no dia 0, ao fim datarde, & assim nos dias seguintes, ateé o diald, totalizando 11 administragdes.

Figura 67 Esquema temporal mostrando os dias das avaliacbes das sensibilidades
mecanica e térmica (testes de von Frey e placa guespectivamenjeda cirurgia, morte e
coleta dos tecidos nos ratos dos grupos experimertaisole, Shame CCI Experimentol,
A); e da pesagem, realizacdo dos testes de campo aberto e labirinto, morte e coleta de sangue

nos ratos do grupo controlExperimento 2B).
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4.4.3Compressaoanervo isquiatico

Paa o procedimento de compressao mervo isquiaticodireito, os ratos foram
previamente astesiados com uma solugd® ceamina (90 mg/kgi.p.) e xilazina (10mg/kg,
i.p.) e posicionados em decubito dorsal para a realizacdo da tricotorn@aalireita. A
intervencao foiniciada pela assepsia da pele com ald@8b, seguida de incisdo @nea e
subcutanea longitudinalonmembro posterior direito, no terco médio da cqeaa expor o
musulo biceps femoral, o qual feifastado para permitir a visualizacdo e abordagem do
nervo isquiatico direito. O procedimento de compress@mica m nervo isquiatico foi
realizado conforme técnica descrita por Beneelie (1988), a quatonsiste enrealizar
guatro amarraduras leves tmionco comum do nervo (préximo a ramificacdo em sural, tibial e
fibular), com um milimetrade distancia entre um no e oytresultando em cerca de cinco
milimetros de nervo com compress&bfio utilizacd para a amarracédo do nervo focatgut
cromado4.0 tipo ¢ bioabsorvel (Shaloff). Apés o procdimento, o local da incisdo foi
suturado com fio de nylon ndo absorvivel 4.0 (SomeR)ilee 0 antimicrobiano rifamicina
(Rifocina Spra§ 10 mg/mL 1 jato) foi aplicado sobre gele suturada Os animais
pertencentes ao grupo denominat@mmou manipuladgpassaranpor todo este processo,
com excecao da compressao nervosa. Os animais controle r@arsoftervencéao cirdrgica.
ApOs a cirurgia, os animais fenareacomodados nasaixascom maravalha& mantidos em
observacdo nd.aboratério de Neurobiolog até a recuperacdo anestésica. §gguida

ocorreram as primeiras administracdes de MeF ou salina, conforme descrito previamente.
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4.4.4 Parametrasociceptivos
4.4.41 Sensibilidade térmicareste da placa quente

Para adeterminacdala sensibilade térmica nos animais GGhame controle, 0s
mesmos foransubmetidos ao teste da placa geeinte e quatro horas antes do teste os
animais foram ambntadosa placa em temperatura ambierger um periodo de 5 minutos
Nos dias do teste, a placa fjuecida e mantida a temperatura de&CEntdo, cada animal
foi colocado ebre esta placa e o tempo para a manifestagdo de comportamentos indicativos
de nocicepcao(reflexo de retirada das patas, lamber as patas) foi detetmieaancado.

Assim que o animal manifestou tal comportamento, esimédiatamente retirado do contato
com a placa para nao lesionar os tecidos cortaatemperatura. O tempo derte foi 20
segundos, apés o qual o animal foi retirado da placa quente. Os testesefdizatios no dia

0 (précirurgia) e aos 3, 5, 7 e Iasapds a mesmantre nove e dez horas da manha, pelo

mesmo experimentador

4.4.42 Sensibilidade mecanica

Para a determinacata sensibilidde mecéanica nos anima&<l, shame controle, os
mesmos foransubmetidos ao teste de Von Freynpregandse analgesimetro digita¥inte
e quatro horaantes do teste os animais foram ambientadasaixas de acrilico godas para
0 teste por um periodo de 5 minutofNos dias do teste os ratos forarnlocados
individualmente nestas mesmas caixas de acrilico, cujo assoalho € composto por uma malha
metalica de 5 mmz, permitindo ao experimentador visualizar e acessaagsgatanimais.
Utilizando-se um equipamento de Véiney eletronico Analgesimetro digitalnsight), foram

aplicadas press@esrescentes a superficie plantar da ppteterior direita do animal

(ipsilateral & lesé@o, no caso ddwme CCI) até que se obsasseum movimento de retica
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do membro. A pressao aplicada fostantaneamenteon\ertida em forga pelo transduter
registrada pelo equipamento, em grankas.cada um dos dias do experimentga animal
recebe cinco aplicagbes dpressapcom intervédo de 1015 segundos entre cada uma, e a
meédia das leiturade forca representaulimiar de sensibilidade mecénica parpele animal,
naquele perioddOs testes foramealizados no dia 0 (préirurgia) e ao$, 5, 7 e 1@iasapos

a mesmaentre oito enovehoras da manha, pelo mesmo experimentador

4.5 Efeito da administracdo da fragdo metanolica de Schinus terebinthifolius
sobre parametros de estresse oxidativem medula espinal e cortex cerebral de ratos

controle, shame com compressao mnervo isquatico

4.5.1 Preparacdo das amostras

Imediatamente apds a morte dos animais, por decapitacAedula espinal @
encéfalo foranrtemovidos etransferid® para uma placa de Petri resfriada em banho de gelo,
contendo solucéo salina 0,9%. segmentdombossacral da medukspinale todo o cértex
cerebral foram separados, pesados e congekauositrogénio liquido A homogeneizacao
dos tecidos foi realizada esolucdo aquosa de cloreto de potaékjh5%9, em um volume de
cinco vezes a massa de cadede, e solucdo isopropandlica tenilmetilsulfonil fluoreto
(100 mM), em um volume de um vigésimo da massa de cada tecido. Apés homogeneizacgao
em aparelho mixer manual, as amostras foramricegadas por 10 minutos a 1000 g
(Centrifuga refrigeradaRC-5C, Sorval). Os sobrenadantes foraneservadospara 0s
diferentes ensaiog mantidos em freezer 880°C até o momento das determinacfes

bioquimicas.Excetuandese a medida do peréxido de hidrogénas demais ensaios (SOD,
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CAT, GPx, GST, AA, TSH, lipoperoxdacaq foram realizados com os tecidos nervosos

homogeneizados, como recém descrito.

4.5.2 Atividade das enzimas antioxidantes

A atividade daenzimacatalase(CAT) foi quantificada conforméécnica descrita por
Aebi (1984) A medida foi realizada em cubeta de quaettgpregandee 50niL de amostra
do tecido nervosol.950nL de tampdao fosfato 0,1 NpH = 7,4)e 50 nL. de perdxido de
hidrogénio(0,88 M), a partir do quabbservouse o gradativo decaimento nas absorbancias
medidas, nos tempos 0, 15 s, 30 s, 45 s e 60 s, represeatagd@o enzimaticda catalase das
amostras sobre o peroxidide hidrogénioem solucdo.As leituras foram realizada em
comprimento de onda d&0 nm(Espectrofotometro T60, PG Instrumént®s resultados

foram expressos epicomoles por miligrama de proteina.

Para quantificar a atividade da enzirmaperoxido dismutase(SOD) realizouse
técnica descrit@or Misra e Fridovich(1972), cujométodoconsiste enavalia indiretamente
a acdo desta enzimgue ao neutralizar os radicais superoxgiyados durante a adto
oxidacdo da adrenalina reduz a formac&oadeenocromo, um subproduto coloridesta
autooxidacdo eque pode e medido em comprimentde onda det80 nm Inicialmente
realizouse uma leiturdemporaldas absorbancig&spectrofotémetro T60, PG Instrumeénts
da adrenaling60 mM, pH = 2, em meio contendo tampédo gha (pH = 11,3). Em pH
elevado a autoxidacédoé favorecida e o equipamentegistrou a formacdo de adrenocromo
caracteristica. Em seguidaealizouse aleiturada absorbancidas amostras, cada qual nos
volumes de 15 e 3@l em presenca dBO niL. de adrenalinaNeste caso, em funcdo da
presenca de SOD nas amostras, menos admnodoi formado.O ensaio proporciona uma

medida indireta da atividade enzinedti e por isso os resultados forarpressos em unidades
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de SOD por miligrama de proteina, que representa a quantidade de enzima capaz de inibir em

50% a velocidade de autxidacdo da adrenalina.

Para determinacada atividade da enzinglutationa transferase (GST), empregot
se técnica cujo principibaseiase na conjugacao da glutationa reduzida (GSH)-ealori-
2,4-dinitrobenzeno (CDNB pela GST presente naamostra emestudo. O composto
resultante, dinitrofenilglutationa, pode entdo ser detectado espémtnefocamente, a 340

nm, conforme descrito pétabig, Pabst e Jacolj¥974).

Emuma cubeta de quartzo, adicionaraenos seguaies reagente®70nL detampao
fosfaio 0,1 M(pH = 6,5), 30 de amostra e 20GL de GSH. Zerotse o espectrofotdbmetro e
rapidamente adicionese 100mL. de CDNB(20 mM). A reacao foi okervada por um minuto,

e as absorbancias nos tempos 0 e 60 s foram anotadas, para posterior calcuidada ativ

enzimatica, expressa em picomoles por minuto, por miligranpaodeina.

A enzimaglutationa peroxidase (GPx) catalisa a reacao de hidroperoxidos com a
glutationa reduzida (GSH) para formar glutationa oxidada (GSSG) e o produto da reducao do
hidropebxido. Logo, sua atividade pode ser determinada mediadw consumo de NADPH
na reacdo de reducdo acoplada a reacdo da(BRXHE e GUNZLER, 1984)Para esta
determinacdo, ediuse a atividade da glutatioparoxidasea 340nm, em um meio de reacéo
gue continha: tampéo fosfato (140 mM, pH = 7,5), EDTA (1 mM), NADPH (0,24 makkia
sodica(l mM), GSH (5mM), glutationa redutasé0,25 U/ml) e, por fim, hidroproxido de
ter-butila (0,5 mM). A atividade da GPx feixpressa em nme$ de perdxido/hidroperdxid

reduzido /min/mg de proteina.
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4.5.3Acido ascorbico

O ensaio de quantificacdo do acido ascorbico foi realizado conféenia descrita
por Roe e Kuether (1942), copequenasadaptacdesinicialmente produziuse uma curva
padrd® de acido ascérbico (AAAs diferentes concentracdes de AA foram entdo misturadas
com carvdo atiadg de granulometria-2 mm, tratado préamente com &cido cloridrico
(10%), para conversao do AA em sua forma oxidardehidroascorbat@\pds, adicionotse
10 mL de solucéo de tiouréigl0%) e 75nL de 2,3dinitrofenilhidrazina (DNPH)2%) e os
tubosependorfcontendo essa mistura de solu¢des foram colocados em-tvamiaoa 37 °C
por 3 horas. Terminado este periodo aep@, adicionotse375nL de acido sulfuricd85%y),
gota a gota, com ospendorfsem banho de gelo, e aguarekri 30 minutos para leitura das
absorbancias em pactrofotdmetrpa 540 nm(Espectrofotometro T60, PG Instruméntsa
presenca de AA desenvoige uma coloracédo alinjada, proporcional a concentracao. As
amostras tiveram o mesmo tratamento, porém com a adicdo de acido tricloroacético ocorre
desproteinizacdo, sendo necessario centrifugar novamepfgendorfgor breve periodo de
tempo, e seguir o ensaio utilizando sobrenadante obtidoA partir da curva padréo,
obtiveramse & concentracdes de Afsob a forma de dehidroascorbatigs amostraem

micromolar de AA por miligrama deroteina

4.5.4 Peroxido de Hidrogénio

O ensaio para mensurar a concentracdo de peréxido de hidrogénio nos tecides baseia
se na oxidacéo do vermelho de fenol por este perdoxido, mediado pela peroxidase do rabanete,
e foi conduzido conformeécnica descritapor Pick e Keisari (1980), com pequenas
modificacdes. Para tanto, fatias firdgs tecido nervoso foram incubadas em tampéo dextrose

fosfato (5 mM;10 mM, pH = 7,0)por 30 minutossob agitacaoApos este periodo meio de
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incubacgéo foi coletado e adicionado a solucdo contendo vermelho de(Geg2® mM) e
peroxidase de rabanete (8,5 U/mL). Apos Hiutds de esperadicionousea essa mistura
hidréxido de sddio (1,0 M) e realizeae a leitura da absorbancia, em comprimento de onda de
610 nm (Espectrofotometro T60, PG Instruments). Os refdtdoram expressos em

micromok de peréxido por grama decido.

4.5.5 Tidis Totais

A medida da concentragdo de tidis to{disSH) foi conduzida conforme descrito por
Aksenov e Markesbery (2001). Para tanto,n®80de amostra foram misturados arilL de
tampdo PBS/EDTA(pH=7,5)eaB8Q de 8§ editidbs (2bitrobetzoico) (DTNB, 10
mM). Ap6s 30 minutos de incubacéo, a temperatura ambiente, as absorbancias foram lidas a

412 nm (Espectrofotémetro T60, PG Instrumenésmedida de TNB formad@i calculada

conforme a férmula:

TNB = (As12- A412 sem proteind A412 sem pTNE/ €412TnB, ONdE:

esorn = 14.150 Micm?', Az, é a absorbancia da amostraiiAsem proteina€ a
absorbancia do meio reacional sem amosta> &m ptneg € @ absorbancia do meio sem

DTNB. Os resultados foram expressos em micromoles por miligrama de proteina.

4.5.6 Hidroperoxidos lipidicos

Os hidroperéxids sdo produtos primarios daxidacdo dos acidos graxos
poliinsaturadosUm dos métodos para medir ancentracao destes compostos t&cnica do
xilenol laranja, cujométodo baseiae na reacdo de oxidacdo ddre F€3, na presenca de

lipoperéxidos e formacdo de complexos d&Bem xilenol laranjgJIANG; WOOLLARD;
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WOLFF, 1991) O reagente de traballfoi composto por metan®0%, xlenol laranja100

¢ Méacido sulfaricd?5 mM, BHT 4 mM e sulfatofeor s o 2 5 0 ¢ Moipreparada ot ur a
dia do experimeat As amostras de tecidos foralifuidas em agual(10) antes do ensaio e
separadas em duas aliquota®de € L cadqyaisso bfrei asdi ci onado
(99%)oul 0 deftrifenilfosfina (TPP) (10 mMN. Ambos os grupos foramcubados por 30
minutos, atemperatura ambiente. Apés, pipese em microjaca de 96 pocos 0 e L de
amostra em quadruplicata (uma duplicata com nata outra duplicea com TPP) eem
seguidaadicionous e 9 0 ¢ L & trabalhe.aAglaca peemanecam agitacao por 30
minutos a temperatura ambien{@2 + 2°C) e depois a absorbancias forahaas a 570 nm
(Espectrofotbmetro com leitor de microplacas Anthos Zenyth, 20@% valores de
absorbancia (abs)tilizados para os calculos foranabs = absmetandl absTPP. Os

resuliados foranexpressos emanomoles de hidroperdxid por miligramale proteina.

4 5.7 Proteinas

A quantificacdo do contetudo proteico dos tecidos foi realizada pelo método
colorimétrico descrito por Lowry et.gl1951) em epectrofotometro SR2, BIOSPECTRQ
em comprimento de onda 625 nm.O conteudade proteinas da amostra f@lculado com
base nas absorbancias desta e de um fator de calibracdo obtido de unmadtuEvade

albumina.
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46 Efeito da administracdo da fracdo metandlica de Schinus terebinthifolius
sobre comportamentoslocomotores edo tipo ansiedade massa corporal e parametros
plasmaticos indicativos de dano hepatico em ratos controle

O campo abertqCA) e o labirinto em cruz elevad@.CE) sdo testes largamente
utilizados para avaliar comportamentos relacionados a ansiedader®to@s em animais
(especialmente roedoresxpostos a uma situacdo naturalmente averg&spafos abertps
desprotegido® elevalos) (SCHMITT; HIEMKE, 1998; PRUT; BELZUNG, 2003Y.arias
substancias podem modificar estes comportamest@spertinente avial possiveis efeitos

toxicos empregando tais testes.

Animais sem qualquer manipulacdo cirurgica (grupo conirqle® receberam MeF
(20 mg/kg) ou salinaforam submetidos ateste de campo aberto (dia 09gre teste de
labirinto em cruz elevado (dia 11para avaliar possiveis efeitédxicos da MeFsobrea
atividade locomotora e sobre comportamentos relacionadussiadadeAmbos os testes
foram realizados pela manha (10h), em dias difese(@ee 11) para evitar estresaes
animais. O numero de animailizados para esteperimentos foram 12 pgrupo (salina e

MeF), totalizando 24 ratos.

4.6.1 Teste do Campo aberto

O campo aberto consistiu emmaarena circular (90 cm diametro, 66 altura) cujo
piso estavanarcadoem 12 setores (dentrais e 8 periféricos). Os animais, apds periodo de
ambientacdo na sala de comportamento (20 minutos), foram colocados individualmente no
aparato e varios comportamentos foram registrados, por 5 minutos, a rsaiero de
cruzamentos totais, periféos e centrais; laténcia (em segundos) para o primeiro cruzamento;

laténcia para entrar nos setores centrais e tempo gasto neles (em segundos); niumero de
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rearings (comportamento exploratério em que o animal fica sobre duas patas), tempo de
congelamento f(eezing e autelimpeza (grooming (em segundos).O numero de
cruzamentos foi avaliado como medida da atividade motora e a laténcia para entrape

de permanéncia na area central, como medida de comportamentos do tipo ansiedade (PRUT,;

BELZUNG, 2003)

4.6.2 Teste do Labirinto em Cruz Elevado

O labirinto em cruz elevado consistiu em um aparato g bracos aberspopostos
(40 cm x 10 cm) e dois bracos fechados, também opostos e de mesma medida dos abertos,
elevados a 50 centimetros do sw. dia doteste osanimais foram ambientados na sala de
comportamento (20 minutos) entaq colocados individualmente no centro do laboing os
seguintes parametros comportamenf@iam registrados por 5 minutos: numero de entradas e
tempo gasto nos bracoseatns e fechados. As porcentagens destas variaveis foram calculadas
posteriormente em relacdo ao numero total de entradas e do tempo gasto ewsdmipss.
Também foi registrado 0 nUmede vezes que o0 animal apresent@comportaments de
rearing e head dip nos bracos abertos o tempo(em segundosem que realizou o

comportamento de avaliacdo de risdek(assessment

4.6.3Massa corporal

Os animais foram pesados no dia 0, antes das administracdes de MeF ou salina, e ao

final dotratamento, no di11l (Figura €)
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4.6.4Parametros plasmaticos

O deito da administragdo de MeF salina em animais controle, por 11 dias, foi
avaliado quanto a alguns parametros plasmaticos indicativos de dano hepatico. Rara tanto
sangue destes animais foi coletado taboseppendorfssontendo heparina e prontamente
centrifugado por 20 minutps 1000 g (Sorvall). (plasmafoi utilizado na analise das
enzimas alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST); gama
glutamiltranspeptidase (GGT) klirrubina total, direta e indiretékits comercais da In

Vitro Diagnostica Brasil).

4.7 Andlise estatistica

O célculo do nimero minimo de animais (n) foi realizado a partir de déelos
atividade de enzimas antioxidantesn animais com compressao periférica (NAIK et al.,
2006) para as técnicas de estresse oxidatidapos de ratos com lesdo nervosa periférica
submetidos ao teste géaca quentéGUEDES et al, 2006 para os parametros noogptivos;
dados do labirintora cruz elevado (SOUZA et al.; 2013), para avaliar os comportamentos do
tipo ansiedade e locomotdfoi estabelecido nivel de significancia de 0,05 e poder estatistico
de 90%.0s dados de fendis totais e atividade antioxidante foram analisados por ANOVA de
uma via, seguida do pdeste de Tukeyexcetono ensaio do DPR, onde foi conduzido o
teste de KruskaWallis. Os resiltados dos testes de Von Freyda placa quente foram
analisados pelo emprego de ANOVA para amostras repesiegsida do péteste de Ukey
Os resultadoslos parametros de estresse oxidativo foearalisados estatistimente por
meio de ANOVA de trés @k seguida do péisste de HolnBidak Os dads bioquimicos
plasmaticosde massa corporallabirinto em cruz elevadorama nal i sados pel o

pareadoOs dados do teste de campo aberto foram analisados pelo tédtenmlévhitney.
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Em todos os testes foram consideradas diferengas estatisticamente significativas quando o
valor de P foi <0,05. Todas as andlises estiétéss foram realizadassando os softwares

Sigma Stat 3.5 e Origin 8.0.
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5. RESULTADOS

5.1 Triagem fitoquimica e avaliacdo da atividade antioxidante das fracoebtidas

das folhas deSchinus terebinthifolius

5.1.1 Rendimento ddsacoes

As fracBes obtidas das folhas 8ehinus terebinthifoliysapés remocéo do solvente,
apresentaram o0s seguintes rendimentos: HeF (3,84%), DcF (1,49%), EtF (1,63%) e MeF

(5,30%).

5.1.2 Triagem fitoquimica das fracbes

A partir da triagem fitoquimicgualitativa, empregandse cromatografia em camada
delgada, alguns reveladores e padroes de referéncia, idersificcau presenca de
antraquinonas, triterpenos/esterdides e compostos fendlicos em todas as fracbes, embora a
intensidade da reacdo positivanha sido distinta entre elas (Tabele)2 As fracdes EtF e
MeF também apresentaram flavonoideapenas a MeF apresentou cumarinas. Nenhuma das
fracbes apresentou reacdo positiva frente ao reagentBratgendorff (revelador para

alcaloides) (Tabela-2).

Os resultados da quantificacdo de fendis totais mostrsgamgopnsoantes com a
intensidade de reacdo positiva na triagem qualitativa (Tabk)a Qbtiverarse as maiores

concentracbes destesmpostos na MeF (406,35 mg EAG/g fracdo), seguido por EtF6@57,
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mg EAG/g fragao). As menores concentragdes foram encontradas n§323Fmg EAG/g

fracdo) e HeF (7,49 mg EAG/g fracao).

5.1.3 Atividade antioxidante das fracdes

No ensaio da atividade sequestradora do radical DRiPhhora a andlise néo
paramétricamostrou que nao houve diferenca significativa entre os resultados de CE50 das
fracOes e padrdes antioxidantes (exceto AA x HeF, p<0,05), os valores apresentadels por
e EtFforam semelhantes aos dos antioxidantes acido ascérbico e BHT (Ta)eknganto
HeF eDcF apresentaram atividades ao menos 80 vezes menores que MeF e EtF

No ensaio da atividade sequestradora do radical hidroxil, as fragdes que apresentaram
melhor desempenho foram a HeF e Hi&in valores de G similares aodo BHT. Neste
teste, as fracoes DcF e MeF apresentaram valoresCi#e50 maiores, indicando menor
atividade antioxidante quando comparadasoutras fracdes e ao padréao (p<0,001) (Tabela 2
a).

No ensaio que avaliou a capacidade antioxidante total (TRAP), as maiores atividades
foram apresentadas pdiaF, seguida pela fracdo MeF, quando testadas nas concentracdes de
2,5 e 5ng/mL. Nas concentracdes de 25 ersfmL, por sua veza MeF apresentou maior
atividade, seguida pelaEtOs valores de equivalentes de Trolox apresentaelas HeF e
DcF foram aproximadamente 50% menores do quapossentados pela Ed MeF, nas
diferentes concentracdes testadas.

Considerando a presenca de variados compostos fendlicos (antraquinonas,
flavonoides, cumarinas), a maior concentracdo de feéoiais e 0 bom desempenho nos testes
antioxidantes (DPPH e TRAP), a fracdo metandlica (MeF) foi eleita para o estudo do
potencial antinociceptivo d8chinus terebinthifoliuem ratos submetidos a compress@&o

nervo isquiatico. Além disso, MeF apresentomaior rendimento e adequada dissolu¢do no
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veiculo de administrac@o intraperitoneal (solucédo fisioloégica 0,9%), sem a necessidade da
adicao de adjuvantes.
Tabeh 2 Propriedades antioxidantes (A), teor de fendis totais (B) e classes de constituintes

vegetis (C)dasdiferentes fragdesbtidas de folhade Schinus terebinthifolius

Fracdes d&chinus terebinthifolius

Antioxidante
HeF DcF EtF MeF padrio
A
BHT

6,23°+

6,14(25%)

Atividade sequestradora 688,43 + 238,87°+ 5239+ 3,02°+ 6,37(75%)

do radical DPPH, em 595(25%) 233(25%) 5,11(25%) 2,85(25%) AA

CEso 887 (75%) 240(75%) 5,24(75%) 3,13(75%) 2,29 +

2,24(25%)
2,75(75%)

Atividade sequestradora 5g 09 + 48 146,21+ 6,8 32,57+0,8 134,09+ 7,0 BHT
do radical Hidroxit*, em c
CEq 46,21 +0,8
~ 2smm. 1,5+0,08 2,3+0,08 55+00f 3,2+0,04
Af]gg;‘fg;ﬁé sym. 1,7+0F 24+003 52+00f 4,0+007
Total lomgm. 19+0,Ff 25+0,08 55+00% 4,9+0,08 N.D
(TRAPy*  2mm.  13+0F%  26+0% 53+002 580,08
somgmL 1,6 +0,F 29+0,f 56+00f 6,9+0,08
B
Fendis Totais* 749+106 3227+84 357,62+18% 406,35+ 16
C
Antraquinonas ++ ++ + +
Triterpenos/Esteréides + + ++ +
Compostos fendlicos + + ++ ++
Flavondides - - ++ ++
Cumarinas - - - +
Alcaléides - - - -

CEso: quantidade de antioxidante necessaria para decrescer em 50% @t re@ao inicial do

radical em estudo

*Dados representamraediana e percentis 25 e 75%; **Dados representameda + erro
padrdo da média. Os dados quéesia mesma linhapom letras sobeeritas diferentessao
significativamente diferentep€0.05. N.D (ndo determinagoAA (Acido ascorbico)DPPH
(radical 2,2difenil-1-picril-hidrazila). As unidades foram expressas como: TRAP, rdvh
equivalentes de Trolox; DPPH e hidroxam ng/mL; Fendis totais, em mg equivalentes de
acido galico (EAG)/g fracad++) reacdo positiva forte; (+) reacao positivaca;(-) auséncia

de reacdo. HeF, fracdo hexano; DcF, fracdo diclorometano; Et&o feaetato de etila; MeF,

fracdo metanol.
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5.2 Efeito da administracdo da fracdo metandlica de Schinus terebinthifolius
sobre parametros nociceptivosem ratos controle, sham e com compressao nonervo

isquiatico

5.2.1 Sengiilidade térmica

Os animais submetidos @ompressdo no nervo isquiatico, tratados com salina,
apresentaram diminuicdo no tempo de laténcia para a retirada das@dtste da placa
guente, passados trés dias da lesdo nervosa (p<0,05). Esse resultado indica aumento na
sensibilidade térmica (hiperalgia térmic&jgura 3. Nos periodosubsequentes, os valores
apresentarargse similares aos valores priurgia. A adnnistracdo de MeF etdu a
ocorréncia de hiperalgesia térmica nos animais do grupo CCI, ja que estes ndo apresentaram
mudancas significativas no tempo de latémaEea a retiradda pata, em relacdo aos valores

pré-cirargicos, nos diferentes tempos expenntais.

Os animais dos grupos controlesleam tantos os que receberam salina quanto MeF,
nao apresentaram alteracdes significativas nas laténcias de refargusta nogliferentes
periodos experimentais, indicando que ndo houve hipersensibilizacdcatpasgivel de ser

medida pela placa quente.

5.2.2 Sensibilidade mecanica

No teste de Von Frey, os animais submetidosompressdo no nervo isquiatico,
tratados com salina, apresentaram diminuicdo na forca limiar para a retifzata, d@pds trés
dias dalesédo (p<0,002). Essa reducdo na forca limiar foi observada nos demais periodos
avaliados (5, 7 e 10 dias, p<0,05), indicando aumento na sensibilidade meceicgdsia

mecanica) (Figura)80s animais do grupo CCI tratados com MeF, por suaapeegntaram

69



valores de forca limiar semelhantes aos valoresipiiégicos aos trés dias apos a lesdo. O
valor da forca limiar foi significativamente maior do que os valoresipiégicos também

aos cinco, sete éez dias apds a lesdo (p<0,05). Estes reqstatbstram que o tratamento

com MeF evitou o desenvolvimento de hipersensibilidade mecénica nos animais submetidos a

compressao no nervo isquiatico, nos referidos tempos experimentais.

Nos animais do grupshamtratados com salina, observee diminuicdo a forca
limiar para a retirada da pata, apés trés dias da leséo tecidual (p<0,05). Porém, ndo nos demais
periodos analisados (5, 7 e 10 dias). J& nos anghaistratados com MeF, ndo se observou
a diminuicdo no limiar de forca em nenhum dos periodosriexpetais, mostrandgue o

tratamento evitou o fendmeno de hipersensibilizacdo também nos animais coshésao

Nos animais controle tratados com salina ou MeF, por sua vez, ndo foram encontradas

alteracdes nos limiares de forca, em nenhum dos teamatisados.
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Sensibilidade térmica
(Placa quente)

4

—O— Controle Salina
@ Controle MeF

—O— Sham Salina
-@- Sham MeF

15 ~

Laténcia para retirada da pata (s)
5
1
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T T T T T 1
0 3 5 7 10

W —O— CCI Salina
@ CCl MeF

Tempo (dias)

Figura 77 Medidas da sensibilidade térmiean ratos sem qualquer manipulacao cirurgica

(Controle), submetidos a manipulacdo (SHAM) e compressao no nervo isquiatico (CCl) que

receberam administracfes intraperitoneais de solucdo salina ou fracdo metandlica (MeF)

obtida a partir de folhas d&chinusterenbinthifolius na dose de 20 mg/kg/dia, por dez dias.

As medidadoram realizadas nos dias 0 (fesado), 3, 5, 7 e 10 apds a intervencéo cirdrgica.

* Indica diferenca significativa quando comparado ao tempo Ol¢p&®), do mesmo grupo
experimentalP<0,05, ANOVA para amostras repetidas, seguida ddagsbs de Tukey). CCl,

do ingléschronic constriction injury
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Sensibilidade mecanica
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Figura 87 Medidas da sensibilidade mecaneama ratos sem qualquer manipulagéo cirurgica
(Controle), submetidos a manipulacdo (SHAM) e compressao no nervo isquiatico (CCl) que
receberam administracfes intraperitoneais de solucdo salina ou fracdo metandlica (MeF)
obtida a partir de folhas d&chinusterenbinthifolius na dose de 20 mg/kg/dia, por dez dias.

As medidadoram realizadas nos dias 0 (gesado), 3, 5, 7 e 10 apés a intervencéo cirdrgica.

* Indica diferenca significativa quando comparado ao tempo Ol¢p&®), do mesmo grupo
experimentalP<0,05, ANOVA para amostras repetidas, seguida ddagsbs de Tukey). CCl,

do ingléschronic constriction injury
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5.3 Efeito da administracdo da fracdo metandlica de Schinus terebinthifolius
sobre parametros oxidativos em medula espinal e cortex cerebral de ratos controle,

shame comcompressao naervo isquiatico

Inicialmente serdo apresentados os resultados dos parametros de estresse oxidativo na
medula espinal, e apds no coértex cerebrataRima visdo geral dos resultados obtidos em

ambos os tecidos, consultar a figura 10, ao final deste item.

5.3.1 Medula espinal

A atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) aumentou significativamente na
medula espinal dos animais tratados com aadirsubmetidos a cirurggname CCI, quando
comparada aos valores do grupo controle. Esse acréscimo estava presgétechase aos
dez dias apOs a cirurgia (0<05). Nos animais tratados com MeF, obserseusituacao
semelhante. A atividade da SOD aumentou na medula espinal doshatwes CCl, nos dois

periados avaliados (p<0,05) (Figura.

A atividade da catalase (CAT) apresenteuelevada na medula esgdinlos animais
shamtratados com salina aos trés dias apos a lesdo (p<0,05), quando comparada aos grupos
controle e CCI de mesmo periodo e tratamento. Aos dez dias, porém, a atividade desta enzima
diminuiu na medula espinal dos grupessame CCI tratados am salina (p<0,05). O
tratamento com MeF, por sua vez, ndo modificou a situacdo observada nos animais salina aos
trés dias, ou seja, a atividade da CAT também apresentelevada, em mesma magnitude,
na medula espinal do grumiham(p<0,05. Aos dez diasentretantp diferente do que se
observou no tratamento com salina, apenas o grupo sham apresentou atividade da CAT

diminuida na medula espin@<0,05) (Figura B).
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A atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx) mosteodiminuida na medula
espinaldos gruposhame CCI salina, quando comparados ao seu controle, tanto ad®fés
como aos dez dias (p<0,05). Nos animais que receberam MeF, uma diminui¢cdo na atividade
da GPx da medula espinal foi observada no grupo CCI, aos trés dias, e nossampes

CCl, aos dez dias (p<0,05) (Figura®.

A concentracdo de perdxido de hidrogénio apresesgoelevada na medula espinal
dos ratosshamtratados com salina, tanto aos trés dias (p<0,001) quanto aos dez dias
(p<0,05), quando comparada aos valoresglopos CCI e controle dos respectivos periodos.
Os animais tratados com MeF néo apresentaram diferencas significativas nas concentracdes

de perodxido de hidra@mio da medula espinal (Figureld.

A atividade da enzima glutationa transferase (GST), a bamgd do que se observou
na atividade da GPx, mostrsediminuida na medual espinal dos grugbame CCI salina,
guando comparados ao seu contréémto aos tréslias como aos dez dias (p<0,001). A
atividade da GST também apresenseudiminuida na meth espinal dos ratoshame CCI

tratados com MeF, aos trémse aos dez dias (p<0,001) (Figura-AJ.

A concentracdo de tiois totais -GH), assim como a atividade da GPx e GST,
mostrouse diminuida na medula espinal dos grugitame CCI que receberangainistracéo
de salina, quando comparados ao seu controle (p<0,001). Essa reducéo foi observada tanto
aos trégliascomo aos dez dias. Nos animais tratados com MeF, a concentracé®Hldar
medula espinal aumentou no grupo sham e diminuiu no grupo CCtrémodias (p<0,001).
Aos dez dias, a concentracdo d&H apresentoge diminuida na medula espinal dos grupos
sham e CCI (p<0,001). Aqui € importante salientar que o grupo controle tratado com MeF,

por dez dias, apresentou maiores concentracfes e®HTna medula espinal, quando
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comparado aos grupos controle que receberam galin&résdias e dez dias, e ao proprio

grupo controle tratado com MeF poésdias (p<0,05) (Figura 1B).

A concentracao de acido ascérbico (AA), na forma de dehidroascorbato, reestrou
aumentada na medual espinal dos animais do grupo CCI salina, tanto aldest@anto ao
dez dias, quando comparados aos grupos sham e controle de seu respectivo péijo (p<
Nos animais tratados com MeF, o aumento de AA na medula espinal do grupo CCI foi
abservado aos trés dias (p<0,05), mas néo aos dez dias, quando as concentracdes de AA ness
tecido ndo apresentaram modificacées significativas entre 0os grupos expaisniEigua

10-C).

Os valores de hidroperoxidos lipidicos, indicativos de lipoperoxidagdo, néo
apresentaram modificacdes signiticativas na medula espinal, quando comparados 0s grupos

controle,shame CCI, de mesmtratamento e periodo (Figura-DJ.
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U SOD/mg proteina

Glutationa peroxidase (nmol/min/mg proteina)

30+ Superoxido dismutase 2,0- Catalase
Medula espinal « Medula espinal
*
254 I Controle = I Controle
[—JSham £ 154 [JsSham
cc
0. [ CCl 2 I
s
£
15- o s = 104
* *x x g Lo
o K % S
10 (]
(2]
©
T 054
©
51 o
0- 0,0
Salina MeF Salina MeF Salina MeF Salina MeF
3 dias 10 dias 3 dias 10 dias
C N
0. Glutationa peroxidase 6o
Medula espinal Peréxido de Hidrogénio
I Controle o Medula espinal
[—Jsham g 5
- ccl ‘g * I Controle
20 = 4 * Sham
T E{ ] I CCl
S 3
(o]
o
3
10+ T 2-
(]
o
S
= 14
9
[}
a
0+ 04
Salina MeF Salina MeF Salina MeF Salina MeF
3 dias 10 dias 3 dias 10 dias

Figura 97 Parametros de estresse oxidativo eradula espinalde ratos sem qualquer
manipulacdo cirargica (Controle), submetidos a manipulacdo (Sham) e compressao no nervo
isquiatico (CCI) que receberam admiregdes intraperitoneais de solucdo salina ou fracédo
metanolica (FM) deSchinus terenbinthifoliysna dose de 20 mg/kg/dia, por dez dias. Estédo
representadas as atividades das enzsnaeroxido dismutase (A), catalase (B), glutationa
peroxidase (e conentracdes dperdxido de hidrogénio (DDs dados representam a meédia

+ erro padrdo, n = 6 animais. * Indica diferenca significativa quando comparado ao controle e
sham ou, controle e CCI, de mesmo tratamento e periodo experimental. ** Indica diferenca
significativa quando comparado ao controle, de mesmo tratamento e periodo experimental
(P< 0,05; ANOVA de trés vias seguida do péste de HolrSidak).
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Figura 107 Parametros de estresse oxidativo emdula espinalde ratos sem qualquer
manipulacdo cirargica (Controle), submetidos a manipulacdo (Sham) e compressao no nervo
isquiatico (CCI) que receberam administracdes intraperitoneais de solucdo salina ou fracédo
metandlica (FM) deSchinus terenbinthifoliysha dose €@ 20 mg/kg/dia, por dez dias. Estao
represetadas aatividade da enzima glutationa transferé@sge concentracdede tiois totais

(B), acido ascorbico (Ce hidroperoxidos lipidicgosprodutos de lipoperoxidacédo XDOs

dados representam a média = errorfadn = 6 animais. * Indica diferenca significativa
guando comparado ao controleslegam ou, controle e CCIl, de mesmo tratamento e periodo
experimental. ** Indica diferenca significativa quando comparado ao controle, de mesmo
tratamento e periodo experintal (P< 0,05; ANOVA de trés vias seguida do -pEgte de
Holm-Sidak).

77



5.3.2 Cértex cerebral

No cortex cerebral, a atividade da SOD nao variou significativamente em nenhum dos
tempos nos animais dos grumbgame CCI tratados com salina, quando comparados ao grupo
controle de mesmo tratamento. A administracdo de MeF, contudo, resultou em aumento da
atividade desta enzima no cértex cerebral dos anshaiy) aostrésdias, e nos animais CCl,

aosdezdias (p<0,05)Figura 11A).

A atividade da CAT ndo apresentou modificac8ggniticativas no cértex cerebral,
guando comparados os grupos contrefegme CCIl de mesm tratamento e periodo (Figura

11-B).

Aos trés dias, a atividade da GPx ndo mudou significativamente no cértex cerebral dos
ratos controleshame CCI tratados com salina e MeF. A atividade dessa enzima, por sua vez,
apresentotse diminuida no cértex cerebral dos rathame CCI tratados corsalina e MeF

por dez dias (p<0,05) (Figura-11).

A concentracdo de peréxido de hidrogénio, no cortex cerebral, aumentou
significativamente apenas no grupo CCI tratado com salina, aos trés dias (p<0,001). A
administracdo de MeF, nesse periodo, ndo provaltetacdes estatisticamente significativas
na concentracdo de peroxido de hidrogénio do cértex cerebral dos diferente grupos
experimentais. Nenhuma mudanca significativa ocorreu no cortex cerebral dos ratos controle,

sham e CCI tratados com isal e MeF as dez dias (Figura 1).

A atividade da GST, por sua ve#o apresentou modificacdes signiticativas no cortex
cerebral, quando comparados os grupos consbéne CCI, de mesmo tratamento e pddo

(Figura 12A).
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A concentracao de-BH também n&o apresentou modificagcfes signiticativas no cortex
cerebral, quando comparados os grupos consbéne CCl, de mesmtratamento e periodo

(Figura 12B).

Ja a concentracdo de AA, tanto aos tiés como aos dez dias, apentouse
diminuida no cortex cerebral dos animstimmsalina, quando comparada aos ratos controle e
CCI do respectivo periodo (p<0,001). O tratamento com MeF, por trés dias, resultou em
aumento na concentracdo de AA nos animais CCI (p<0,001), mas ossvads ratosham
mantiveramse diminuidos (p<0,001). Aos dez dias, a semelhanca do ocorridapw salina
para o periodo, apenas o cortex cerebrgjrdposhamapresentou menores conagagbes de

AA (p<0,001) (Figura 1X).

Os valores de hidroperoxiddipidicos ndao apresentaram modificagdes signiticativas
no cortex cerebral, guando comparados os grupos corsinalee CCl, de mesmtratamento

e periodo (Figura 1D).
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Figura 111 Parametros de estresse oxidativo ebntex cerebral de ratos sengualquer

manipulacdo cirargica (Controle3ubmetidos a manipulacéo (Shaancompressao no nervo

isquiatico (CCI) que receberam administracGes intraperitoneas®ldedo salina ou fracédo

metanolica (FM) deSchinus terenbinthifoliysha dose de 20 mg/kg&jipor dez diasEstéao

representadas as atividades das enzsnaeroxido dismutase (A), catalase (B), glutationa

peroxidase (Leconcentractes de peroxido de higikaio (D) Os dados representam a média

+ erro padrdo, n = 6 animais. * Indica diferengngicativaquando comparado ao controle e

sham, ou, controle e CCI, de mesmo tratamento e periodo experimental. ** Indica diferenca

significativa quando comparado ao controle, de mesmo tratamento e periodo experimental
(P< 0,05; ANOVA de trés vias seguida posteste de HolrSidak).
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Figura 121 Parametros de estresse oxidativo ebntex cerebral de ratos sem qualquer
manipulacdo cirargica (Controle3ubmetidos a manipulacéo (Shaancompressao no nervo
isquiatico (CCI) que receberam adhmstracoes intraperitoneais delucdo salina ou fracédo
metanolica (FM) deSchinus terenbinthifoliysha dose de 20 mg/kg/dia, por dez diastdo
represetadas a atividade da enzima glutationa transfgpase concentracdes de tidis totais

(B), acido ascérbico (C) e hidroperéxidos lipidicos, produtos de lipoperoxidacdoP)
dados representam a média = erro padrdo, n = 6 animais. * Indica diferenca significativa
guando comparado ao controle e sham, ou, controle e CCIl, de mesmo tratamento e periodo
experimental. ** Indica diferenca significativa quando comparado ao controle, de mesmo
tratamento e periodo experimental (P< 0,05; ANOVA de trés vias seguida desf@sle
Holm-Sidak).



Na figura 13encontrase um esquema mostrando uma sintese dosa@ssltios parametros

de estresse oxidativo avaliados nesse estudo.
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B. Grupo MeF
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Figura 13 17 Esquema do sistema
nervoso central de um rato mostrando,
nos quadrados ao lado, a sintese dos
resultados dos parametros de estresse
oxidativo avaliados na medula espinal
e cortex cerebral de ratos submetidos a
manipulacdo $ham e compressao no
nervo iguiatico (CCI) que receberam
administracbes intraperitoneais de
solucdo salina (A) ou fracdo
metandlica KeF) de Schinus
terenbinthifolius (B), na dose de 20
mg/kg/dia, por trés diase dez dias.
Paraabreviaturas, ver texto ou lista de

abreviaturas e dligs.
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5.4 Efeito da administragdo da fracdo metandlica de Schinus terebinthifolius
sobre comportamentos locomotores e do tipo ansiedade, massa corporgla@ametros
plasmaticos indicativos de dano hepatico em ratos controle

Os parametros comportamentais, avaliados nos testes de campo aberto e labirinto em
cruz elevado, nao diferiram significativamente entre os animais tratados com MeF e salina
(Tabela 3).

Os parametros plasméaticos analisadp&T, AST, ALT, bilirrubina e sua fracdes)
nao diferiram significativamente entre os animais que receberam salina e Mefizpdras
(Tabela 4). A administracdo de MeF também ndo modificou, de forma estatisticamente
significativa, a massa corporal dos animais tratadosmedias (incial: 234 + 7g; final: 256
+ 5¢g), quando comparado ao grupo que recebeu salina pelo mesmo periodo Z#bcial:

11g; final: 287 £ 14q).
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Tabela 3. Efeitos da administracdo de fragdo metandlica (MeF) das folh&shdwis
terebinthifoliuse salina sobre comportamentos do tipo ansiedade e locomog¢do em ratos sem

qualquer intervengéo cirurgica.

Teste do Labirinto em Cruz Elevado

Salina MeF
Parametros comportamentais Média + EPM Média + EPM T
% Tempo nos bracos abertos (s) 13,29 3,13 17,54 4,76 0,472
% Tempo nos bracgos fechados (s) 86,71 3,13 82,46 4,76 0,472
% Entradas nos bracos abertos 21,49 3,63 19,73 4,12 0,753
% Entradas nos bracos fechados 78,51 3,63 80,27 4,12 0,753
Rearingsnos bracos abertos 0,00 0,00 0,00 0,00 -
Head dips 7,42 2,36 7,42 1,82 1,0
Risk assessme(s) 16,53 4,27 19,34 3,41 0,612
Teste do Campo Aberto
Salina MeF
Parametros comportamentais Mediana 25%  75% Mediana 25%  75% U
Cruzamentosotais 52,0 38,0 64,0 56,0 40,0 72,0 0,532
Cruzamentos periféricos 45,0 35,0 50,0 44,0 36,0 50,0 0,818
Cruzamentos centrais 2,0 1,0 5,0 4,0 0,0 8,0 0,447
Tempo na area central (s) 3,6 0,7 7.2 9,1 1,7 24,6 0,189
Laténcia para o 1° cruzamento (s) 7,1 3,0 11,1 6,1 5,0 10,0 0,948
Laténcia para area central (s) 110,0 47,1 1541 68,1 62,1 158,0 0,844
Rearings 14,0 11,0 23,0 23,0 12,0 29,0 0,292
Freezing(s) 0,0 0,0 10,8 0,0 0,0 0,0 0,108
Grooming(s) 3,9 0,0 8,1 1,0 0,0 15,0 0,946

Resultadosestdo expressos como média + erro @adda média (Teste do labirinto) e
mediara epercentis (Teste do campo aberto}, 12 rabs. Nao foram encontradas diferencas
significativas entre os grupo$dstet de Student, parhabirinto em Cruz Elevado; Teste de
MannWhitney, para o Campo Aberto; P€6).
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Tabela 4. Efeitos da administracdo de fragdo metandlica (MeF) das folh&shdwis
terebinthifoliuse salina sobre parametros plasmaticos indicativos de dano hepético em ratos

sem qualquer intervencao cirdrgica.

Grupos experimentais

Parametros
Salina MeF
AST (UI/L) 32,49 + 1,65 27,16 + 3,10
ALT (UI/L) 51,57 +1,41 47,00 £ 1,93
GGT (UI/L) 28,50 3,21 24,45 + 4,58
Bilirrubina total (mg/dL) 2,07 £0,30 2,09+0,24
Bilirrubina direta (mg/dL) 1,04 £ 0,16 1,57 +0,31
Bilirrubina indireta (mg/dL) 0,89+ 0,19 0,52 + 0,10

Dados representam raédia + erro padrao da meédia. n = 6 ratos/grupo. AST = aspartato
aminotransferase, ALT = alanina aminotransferase, GGFgkitamiltranspeptidase. Nao
foram encontradas diferencas significativas entre os grupos (f&stéent, P<0.05
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivos inicialmente selecionar uma fracao
antioxidante, com grande concentracdo de compostos fendlicos, a partir de fdiitdinds
terebinthifolius uma planta nativa e tradicionalmente usada em quadrosodofipara,
posteriormente, avaliar os efeitos antinociceptivos da administracdo da,pesrdaz dias,
em ratos com compressao no nervo isquiatico (CCI) direito, um modelo de dor neuropatica.
Foi avaliado ainda se esse tratamento modificaria parametros de estresse oxidativo na medula
espinal e cortex cerebral dos animais, e os efeitos toxicos decorrangesnahistracdo da
MeF, por onze dias, em ratos sem qualquer intervencdo cirargica, avaliaredses
comportamentos locomotores e do tipo ansiedade, marcadores plasmaticos indicativos de
dano hepatico e massa corporal. Apés triagem fitoquimica qualiddwdracdes obtidas,
para observar a presenca de classes de compostos vegetais, inclusive fendlicos, e realizacdo ds
guantificacdo dos fendis totais em cada fracdo, selecism@ufracdo metandlica (MeF) para

a continuidade do estudo.

Os resultados maaram que os animais submetidos a CCI, e que receberam solucao
salina, desenvolveram hiperalgesia mecanica e térmica, 0 que esta de acordo com estudos
prévios (MUTHURAMAN; SINGH, 2011; HORST et al., 2014) e demonstra que a aplicacéo
do modelo foi efetivaem promover alteraces nas sensibilidades, indicativos de dor
neuropatica (KLUSAKOVA; DUBOVY, 2009). Porém, no presente estudo a
hipersensibilidade térmica foi observada nos animais com lesdo nervosa tratados com salina
apenas aos trés dias ap0s a ciryrgiaguanto em outros trabalhos mostseuque este

fenbmeno pode durar varios dias (ZUROWSKI et al., 2012; THIAGARANJAN et al., 2012).
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Considerando o que € comumente descrito na literatura, € improvavel que tenha ocorrido
recuperacdo dos animais nesse ayseriodo de tempo. E provavel que a auséncia de
alteracdes estatisticamente significativas na sensibilidade térmica dos animais CCI, apds os
trés dias da intervencédo cirlrgica, seja decorrente de uma limitacdo no teste utilizado. Um
exemplo de limitacdomteste da placa quente é a impossibilidade de se estabelecer o lado
corporal do animal que est4 dando menor sustentacdo ao seu peso. Provavelmente os ratos
com lesd@o no nervo isquiatico estavam com menor sustentacdo de seu peso corporal no lado
lesionadomas isto ndo pode ser medido no teste empregado. Apesar dessa limitagédo, o teste
da placa quente € um teste muito utilizado em estudos com modelos experimentais em
condicbes de dor neuropatica (GUEDES ET AL., 2006; MUTHURAMAN; SINGH, 2011;

HORST ET AL., D14).

O aumento na sensibilidade mecéanica também foi observado nos animais com leséo
sham que receberam administracdo de salina por trés dias apés a cirurgia. Estes dados
mostram que a les&hamtambém resulta em hipersensibilizacdo nos primeiros dias ap
injuria. Provavelmente essa hipersensibilizacdo seja consequéncia da incisdo nos tecidos
cutaneo e muscular. Sabe que a lesdo tecidual provoca liberacdo de citocinas pro
inflamatorias, fatores de crescimento e outros mediadores, ocasionando xoiadnilelade
em neurbnios aferentes primarios e sensibilizacao periférica, que posteriormente leva a maior
excitabilidade em neurénios do corno dorsal da medula espinal, a sensibilizacdo central e ao
desenvolvimento de hiperalgesia (MIFFLIN; KERR, 2018ntretanto, a hiperalgesia
decorrente de lesbes teciduais em aninsaBmé observada de forma transitOria, como
relatado em estudos anteriores deste grupo de pesGUEDES et al., 2006CHEID et al,

2013; HORST et al., 20)4
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A administracao intrap#oneal da MeF, por sua vez, evitou o desenvolvimento de
hiperalgesia (térmica e mecéanica) nos animais submetidos a CCIl. Além disso, evitou a
hiperalgesia mecénica nos animais com led&om Estes resultados sugerem que os efeitos
antinociceptivos, nosais tipos de lesdes, possivelmente se devem a efeitos modulatérios de
componente(s) da fracammo seré discutido a seguir, sobre moléculas com importante papel

no processo de sensibilizagédo periférica e/ou central.

As propriedades medicinais da espésahinus terebinthifoliusa dore inflamacéo
ainda sao pouco estudadas. Entre os estudos que existem a respeito deste tema, a maiorie
empregou extratos da planta em modelos de dor inflamatéria aguda. Nesses estudos, a
administracdo de extratos d&chinus terebinthifoliusmostrou efeito anttinflamatoério
(MOURELLE, 1993;JAIN et al., 1995; CAVALHERMACHADO et al., 2008HERINGER,
2009; KASSUYA, 2012 propriedade também demonstrada por outros membros da familia
Anacardiaceae (MORUCCI et al., 2012; ONASANWO et al., 2012; DAS et al., 2C8)o
a CCl e a lesdshaminduzem inflamagcdo no local da lesdo nos primeiros dias apds a
intervencao cirurgica (PATHAK et al., 2013; MIFFLIN; KERR, 2013), e esse quadro
inflamatorio contribui para a sensibilizacdo e desenvolvimento de hipersensibibdade
estimulos nocivos e inécuos (VON HEHN; BARON; WOOLF, 2012), é provavel que o efeito
antinociceptivo da MeF tenha sido proporcionado pela acacinflathatéria de
componente(s) da fracdo. Esta demonstrado que a reducdo no processo inflamatorio contribui
para o efeito antinociceptivo observado em estudos com modelos de dor neuropatica
(CAMARA et al., 2013). Infelizmente, ndo foram determinados fatoresnfieEinatorios no
presente estudo. Esse é, sem duvida, um tema interessante que sera abordadosem futur

estudos desse grupo de pesquisadores.
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Quanto as moléculas envolvidas neste efeito-iafiimatorio e/ou antinociceptivo,
estudos mostraram queompostos fendlicos e triterpenos/esteroides possuem efeitos
benéficos em quadros de dor neut@aée inflanacdo (CALIXTO et al., 20Q0QUINTANS
et al,, 2014). Como os resultados da triagem fitoquimica por CCD do presente estudo
mostraram a presenca de compostos fendélicos, como flavonoides, cumarinas e antraquinonas,
assim como tripernos/esteroides na MeFSdanus terebinthifoliusé plausivel considerar
gue essas moléculas tenham contribuido para o efeito antinociceptivo observado neste estudo.
Ainda, alguns flavonoides, como quercetina, miricetrina e miricetina, foram identificados em
extratos deSchinus tegzbinthifolius e os mesmos apresentaram efeitos atenuantes sobre
hipersensibilidades em modelos de dor neuropatica (ANJANEYULU; CHOPRA, 2003;
MEOTTI et al.,, 2006). Ainda, Hagenacker et al. (2010) demonstraram que tal efeito
antinociceptivo € parcialmenteediado por modulacdo na atividade da proteina cinase C
(PKC) e de canais de calcio, ambos envolvidos nos processos de sensibilizacdo periférica e
centrd em condicfes dolorosa¥ N HEHN; BARON; WOOLF, 201p Apesar do presente
estudo néo ter realizado a identificacdo de componentes individuais nas fracdes, € possivel
gue tais moléculas estejam presentes na, fegue os flavonoides mencionados podem ser
extraidos com solventes alcodlicos (CERUKS et abD72MNesse caso, ndo se pode descartar
a contribuicdo destes flavondides no efeito antinociceptivo dessa fracdo. Todavia, como
alguns triterpenos presentes nos frutos e folhas da aroeira apresentaram efeito imbitorio
vitro sobre a fosfolipase A2 (JAIBt al., 1995), enzima que tem sua atividade aumentada em
condicbes de dor neuropética (MA et al.,, 2013), também ¢é possivel que estes compostos

estejam participando dos efeitos apresentados por MeF.

Além da contribuicdo de moléculas inflamatérias no dedeimaento de hiperalgesia
em modelos de dor, como a CCI, este fenbmeno também parece relaei@npresenca de

peroxinitrito, formado a partir da reagéo do radical superéxido com o 6xido nitrico (NO), no

89



sistema nervoso centralTRACHOOTHAM et al.,, 2008;SALVEMINI, 2011). Podese

sugerir a formacado de peroxinitrito em regides do sistema nervoso central dos ratos

lesionados, e contribuicdo dessa molécula no quadro de hiperalgesia dos animais, uma vez
gue a CCI induz acréscimo na formacédo de metabdlitogide nitrico (HORST et al., 2014)

e superdxido (PATHAK et al.,, 2014) na medula espinal. Além disso, a reacdo entre essas

moléculas para formagdo do peroxinitrit@ favorecida em detrimento a dismutacdo do

superéxido pela SOD (LITTLE; DOYLE; SALVEMINI,@.2).

O peroxinitrito € uma das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERONS), assim
como o0 superoxido e o peroxido de hidrogéniedh)l, as quais também estdo envolvidas no
procesamento da informacdo dolorog®VANG et al. 2004; JANES; NEUMANN;
SALVEMINI, 2012; NISHIO et al., 2013)Essas ERONs estdo envolvidas tanto na dor
neuropatica como na inflamatér@ALVEMINI; DOYLE; CUZZOCREA, 2006) De fato,
estudos com modelos de dor neuropatica m@straumento na producdo de ERONSs, tanto
perifericamentgKIM et al., 2004; PATHAK et al., 2014¢omo no sistema nervoso central
(SCHEID et al., 2013, KIM et al., 2010). Como compostos fendlicos e triterpenos/esteroides
sdo moléculas com potencial antioxida(é&SIMOPOULOU et al., 2005; SOOBRATTE,
2005),e antoxidantes vem sendo estudados como novas opc¢des terapéuticas no tratamento da
dor neuropatica AZEVEDO et al., 2013;YOWTAK et al.,, 2013, no presente estudo
postulouse que o efeito antinociceptivo da MeF poderia envolver sua acao antioxidante no
sistema nervoso central, pois, como mencionado na introducdo, em condicdes de dor
neuropatica ha mudancas em parametros de estresse oxidativo nesse tecido (GUEDES, 2006;
2008; D09; GOECKS et al., 2012; SCHEID, et al., 2013; HORST et al., 2014). Ademais, a
lesdo em nervo ocasiona maior consumo de oxigénio e formacdo de ERONs na medula

espinal (PARK et al., 2006).
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Assim, a maior formacao de superoxido e peroxinitrito provavegémienimportante
para a hiperalgesia observada nos animais C&haenque receberam administracdes de
salina. Uma maior formacdo de superdxido provavelmente foi responsével pela maior
atividade da enzima SOD na medula espinal desses ratos, tanto agasti@sr aos dez
dias apos a intervencdo cirdrgica, situacdo ndo modificada pela administracdo ddaMeF.
medula espinal dos animasham esta maior atividade da SOD resultou em aumento no
H,O,. A inexisténcia deste aumento na medula espinal dos ratogp©Chvelmente foi
consequéncia de uma maior ativagdo de mecanismos que rapidamente degrad@aeno H
excesso, como a acao das peroxirredoxinas (MARTIN; CAO; BULLEID, 2014; SIES, 2014),
nao medidas nessmbalho. O controle das concentracdes ¢8,ld necessario, ja que esta é
uma molécula neuromoduladora e seu aumento pode ocasionar inibicdo na transmissao

sinaptica (RICE, 2011) e liberacéo de calcio intrace[(NdBHIO et al., 2013).

Em seguimento ao exposto, postséaque a atividade da CAT mostreel aumentada
na medula espinal dos ratseamque receberam salina e MeF, por trés dias, pela maior
formacdo de kD, oriundo da maior atividade da SOD. Entretanto, a maior atuacdo da CAT
ndo impediu o aumento do,8;, nos animais que receberam salina. A administracdo de MeF,
por sua vez, evitou a elevacdo dos teores f&.Hsto provavelmente se relaciona com a
presenca de moléculas com potencial antioxidante nessa fracdo, as quais podem te
contribuido para o acréscimo no valor dos tidis totaiSikd) aos trés dia®s T-SH sdo um
grupo de moléculas que participa diretamente na neutralizacdo de radicais, além de atuar
como cofatores em varios sistemas enzimaticos (SIES, 1999). AssinSHstdmbém
podem ter contribuido para a manutencao da atividade da GPx, uma das principais enzimas
neutralizadoras do 4@, na medula espinal dos ratsisamtratados com MeF por trés dias. A
participacdo direta de moléculas da MeF na eliminagéo,@p idmbén deve ser considerada

(KAINDL et al., 2008; RODRIGO; MIRANDA, VERGARA, 2011).Essa ac¢éao direta pode ter
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tido um papel importante na manutencdo da concentragao,dg filédnte a redugédo na
atividade das enzimas GPx e GST, <SH aos dez diasAlém disso, éprovavel que o
aumento no kD, na medula espinal dos ratslsamsalina,aos trés dias e dez dias, tesigo

a causa da diminuicdo dosSH nesse tecidoAdemais, o HO,, frente a interacdo com
metais, também contribui na formacédo de um radical altammeat®o, o radical hidroxil, o

qgual é neutralizado principalmente pela GSH, o que corrobora o papeOdméiconsumo

de T-SH (RICE, 2011). Como consequéncia, a atividade das enzimas GST e a GPx, que
utilizam esses tidis como cofatores, também foram iddsizA reducédma atividade da CAT

na medula espinal dos ratslsam aos 10 dias, ndo parece se relacionar com a concentracao
de HO,, mas resultar de mecanismos modulatorios oriundos da condicdo dolorosa. Outros
autores também relataram redugéo na adéddessa enzima em medula espinal de ratos com

dor neuropatica (GUEDES et al., 2006).

Curiosamente os ratos CCIl que receberam salina também apresentaram diminuicao
nos TSH, aos trés e dez dias, apesar de néo terepOp dievado nesses periodos. Neste
caso, o consumo dos3H pode estar ocorrendo pela maior sensibilizacdo decorrente da CCl,
gue resulta em maior formacdo dos ERQOSlgperoxido, 6xido nitrico e peroxinitrito, na
medula espinal desses animais, como sugerido anteriormente. A elevacawesoddaxido
nitrico, frente a presenca de radicais tiélicos formados por sua acdo sobre ERONSs, favorece a
formacdo de nitrosotidis (DIERS; KESZLER; HOGG, 2014). Embora esta reacdo seja
reversivel, pode estar contribuindo temporariamente para a redgaestth Além disso, os
T-SH podem estar diminuidos pelo incremento na liberacaglwt@mato nos animais

submetidos a CCI, como seré explicado a seguir.

A sintese de GSH, um dos principaisSH, ocorre no citoplasma, e depende da

captacdo de cisteina, gaen neurdnios é 90% mediada por transportadores de aminoacidos
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excitatorios (EAAT) (ROBERT et al., 2014). Os neurbnios obtém grande parte da cisteina do
meio extracelular, a partir da liberacdo de GSH das reservas dos astrécitos, 0os quais mantém
concentrages desta molécula em torno de 8 mM, enquanto em neurbnios a concentracédo € de
2-3 mM. A GSH liberada por células gliais, incluindo os astrocitos, é clivada em cistina e
cisteina, sendo esta ultima usada pelos neurénios para formar nova GSH. Os gsbaeitos

usar tanto a cisteina quanto a cistina, e a captacdo desta Ultima ocorre pelo trocador
glutamatecistina (x). O sistema x promove a captura de cistina e a liberacdo de glutamato
para fora da célula. Entretanto, elevadas concentracdes de glutadmatelular poderiam

inibir o X;. Porém, a concentracdo extracelular de glutamato € regulada pela atividade de
EAAT, que removem este glutamato deste meio. Assim, a cooperacdo dos astrocitos na
formagdo da GSH neuronal se mostra fundamental e esténuinmete relacionada a dinamica
glutamatérgica (ROBERT et al, 2014). J4 se demonstrou que a neurotransmissao
glutamatérgica esta aumentada em modelos de dor neuropaticaHBLUL et al., 1993), e

gue a expressao de um dos transportadores de glutamato {BASHANG et al., 2013) e

da subunidade catalitica do. xestdo diminuidos na medula espinal apés a CCI
(BERNABUCCI et al., 2012). Este panorapassivelmente esta contribuindo para os baixos
valores de TSH na medula dos animais submetidos a CCl que eemeb salina, e
consequente reducdo nas atividades da GPx e GST. Diante dessa redugaSHoé
provavel que o AA passou a desempenhar importante papel na manutencdo das condicbes

intracelulares de células da medula espinal, inclusive nos valoregOdelhin apoio a essa

hipotese € o aumento no valor de AA na medula espinal dos ratos CCI, aos trés e dez dias.

A administracdo de MeF nao foi capaz de modificar esse quadro relacionado ao tidis,
mas resultou em mudancas no AA e CAT, aos dez dias. A manutdogaalores de AA e

da atividade da CAT similares aos do grupo controle provavelmente se relaciona ao maior
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periodo de administracdo da MeF, que resulta em possiveis efeitos antioxidantes a longo

prazo.

Alguns dos parametros de estresse oxidativo tambémostraram alterados no cértex
cerebral de ratoshame CCI que receberam administracfes de salina e MeF. Porém, diferente
da medula espinal, a CCI provocou aumento significativo nos valoréb@eno cortex
cerebral dos ratos tratados com salina por trés dias apos a lesdo nervosa periférica. E possivel
gue esse acréscimo se relacione também com o processo de sensibilizacdo, tal como foi
inferido para os resultados da medula espinal. Diversos sstodstram que 0 processo de
sensibilizacdo na medula espinal se estende as regifes superiores do n¢BrokDE;

JABBUR, 2008 OHSAWA; YAMAMOTO, ONO, 2013.

Nesse contexto, os valores aumentados & podem se relacionar com a atividade
da SOD, cujo alor foi levemente superior ao encontrado no cértex cerebral destatoe
controle que receberam administracdes de salina por trés dias, embora a média nos trés grupos
nao diferisse significativamente nesse periodo. Porém, o pequeno acréscimo ndeati@ida
SOD nédo explica o grande aumento ngOK Considerando que as principais enzimas
envolvidas em sua detoxificacdo (CAT, GPX) apresentaram atividade alteracOes
significativas provavelmente o aumento ne®4 esta relacionado a outros mecanismos que
favoreceram sua formacéo. Uma das fontes de geracagOdeildual se tem atribuido papel
nos quadros de dor € a enzima NADPH oxidase (NOX) (KIM et al., 2010; IM et al., 2012).
LIM, KIM e LEE (2013) demonstraram que a lesdo de nervo periférico resultanagon
expressdo da NOX pelas células gliais no SNC, e que isto estava relacionado a maior
sensibilizacdo. Desta forma € possivel que a ativacao glial e maior atividade da NOX estejam

contribuindo para elevar a formacéo d€kino cortex cerebral dos animaom CCI.
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A administracdo de MeF, por sua vez, evitou este aumento,@g El promoveu o
incremento na concentracdo de AA. Embora o mecanismo pelo qual a fragdo estimulou este
aumento seja desconhecido, possivelmente estas maiores concentracfes dénalh ten

contribuido para a manutencéo dgdslem valores semelhantes aos do grupo controle.

Curiosamente, a administracdo de MeF também resultou em aumento na atividade da
SOD no cortex cerebral dos animaisam aos trés dias, e CCl, aos dez dias. Este incremento
provavelmente esté relacionado com uma maior disponibilidade de superéxido, o substrato da
SOD. Como ja mencionado, em situacfes de dor ocorre maior formacdo de superéxido e
oxido nitrico e estas molélas reagem preferencialmente para formar peroxinitrito
(SALVEMINI, 2011). Possivelmente uma agdo da MeF sobre este 6Oxido nitrico tenha
limitado a reacdo com o superoxido. Assim, a maior disponibilidade do superéxido pode ter
permitido maior dismutacéo degpela SOD, o que pode explicar a atividade aumentada dessa

enzima no cortex cerebral dos rashemque receberam MeF.

A manutencdo da atividade da GST, tanto aos trés dias quanto aos dez dias,
provavelmente se deve aosSH, cofatores para essa enzima, quais ndo mostraram
alteracdes significativas no cortex de ragbame CCI que receberam salina, nesses periodos.
Essa pode também ser a causa da manutencao da atividade da GPx, aos trés dias, no corte;
desses ratos. A manutencdo da atividade da GPAE @Gesse periodo, provavelmente
contribuiu para manter baixos os valoredHd©,. A diminuicdo na atividade da GPx, aos dez
dias, no cortex cerebral de ragigame CCI que receberam salina provavelmente se relaciona
ao valor baixo déd,0,, pois os TSH rdo mudaram nesse periodo. Ademais, a atividade da
CAT se manteve semlteracdesa qual também deve ter contribuido para manter baixo o

valor de HO,. A administracdo da MeF ndo alterou egsadro.
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Um achado intrigante do presente estudo foi a reducéealoo de AA no cértex
cerebral de ratoshamsalina, tanto aos trés como aos dez dias. E possivel que isto se
relacione com o uso diferencial de lactato ou glicose pelo neurénio. Castro et al. (2009)
mostraram que o aumento na neurotransmissao glutamatéggulta em maior ativacéo glial
e uso preferencial de lactato pelo neurdnio em detrimento da via glicolitica. Em situacfes de
menor atividade prevalece o uso da rota glicolitica. E possivel que nos astianmissteja
mais ativada a rota glicolitica.o@o glicose e dehidroascorbato usam o mesmo transportador
(HARRISON; MAY, 2009, a competicdo pode ter resultado em limitacdo na entrada de
dehidroascorbato e, consequentemente, maior susceptibilidade a sua degradacdo no meio
extracelular. Isso pode ser a explicacdo para os valores reduzidos de AA no cortex cerebral
dos ratossham tratados com salina. Esse provavel mecanismo ndo é alterado pela

administracdo da MeF.

Comparandese os resultados bioquimicos da medula espinal e cortex cerebral de ratos
com e sem CCI no nervo isquiatico, que receberam administracdes de salina e Mé§ por
dias e dez dias, observse que as alteracdes diferiram nesses tecidos em muitos dos
parametros de estresse oxidativo estudados. Isto pode sugerir diferentes mecanismos de
regulacédo desse sistema nessas regides do sistema nervoso central. Eripetartae ndo
ser possivel descartar essa possibilidade, também considerada por outros autores (SCHEID et
al., 2013), é possivel que as diferencas sejam decorrentes do uso de todo o cortex cerebral, em
detrimento a apenas o0 segmento lombossacral da meshital. Isto permitiu a obtencéo de
resultados locais na medula espinal, pois é no segmento lombossacral que entram, e de onde
saem, as informagées que trafegam no nervo isquiGiBADE; JABBUR, 2008. O uso de
todo o cértex cerebral, porém, pode teogmrcionado certa limitacdo na aquisicdo de
resultados locais. Apesar de essa limitacdo néo invalidar os resultados obtidos, ela deve ser

considerada na interpretacdo dos mesmos. Assim, é provavel a existéncia de mecanismos
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locais de regulacasimilaresno cortex cerebral e medula espinals pardmetros de estresse

oxidativo abordados no presente estudo.

Ainda, as mudancas nos parametros de estresse oxidativo oriundas da lesé@o periférica
parecem indicar que as mesmas contribuem para a sinalintrgéelular em condicéo de dor
neuropatica, jA que nenhuma alteracdo significativa ocorreu na medida de lipoperoxidacéo
realizada, tanto no cértecerebralcomo na medula espinal. Guedes et al. (2006) também
mostraram que a formacdo das espécies reatiwaicido tiobarbiturico, outra medida de
lipoperoxidagéo, ndo mudou na medula espinal de ratos em uma condi¢éo de dor (GUEDES
et al., 2006). Entretanto, outras medidas de dano as macromoléculas devem ser realizadas para

complementar esses dados.

A administacdo da MeF, por sua vez, parece influenciar a mudanca nos parametros de
estresse oxidativo oriundas da lesdo periférica, possivelmente devido a presenca de moléculas
com potencial antioxidante nessa fracAgssim, ndo se descarta que esse efeito cesfdral
MeF pode estar contribuindo para seu efeito antinociceptivo, embora ndo se observe uma
relacdo direta entre estas alteracfes e tais efeitos. Possivelmente estes, e outros mecanismo:
relacionados a atividade amilamatéria jA descrita para componentde Schinus
terebinthifolius estejam ocorrendo conjuntamente. Além disso, compostos fendlicos e
triterpenos, moléculas presentes na MeF, possuem diversas a¢éessimmervoso, inclusive
efeitos protetores sobrebarreira hematencefalica (KAMt al., 12), a qual € alterada em
condicbes de dor neuropati(RADU et al., 2013 Assim, diferentes mecanismos devem

estar atuando na promocéo do efeito antinociceptivo da MeF.

Em relacdo ao potencial téxico da espés@hinus terebinthifoliysrelatos antigos
descreveram que 0 contato com a planta pode causar reacdes alérgicas em algumas pessoa

(BURTON, 1869), e que ingestao de maiores quantidades dos frutos pode causar indigestao e
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vomitos (MORTON, 1978). Diante destas informacdes, e dos poucos estudosasobre
toxicidade da espécie (PIRES et al.,, 2004; LIMA et al.,, 2009; CARLINI et al., 2012), o
presente trabalho também avaliou se a administracdo de MeF poderia resultar em
modificacdes em paradmetros comportamentais e bioquimicos nos animais tratados com a
fracdo, por onze dias. Os comportamentos relacionados a ansiedade e locomotores foram
avaliados porgue se postulou que MeF poderia ter acdes sobre o SNC, ja que sua composi¢ao
incluia a presenca de classes de compostos vegetais sobre os quais existede refaitos

centrais (YOUDIM; SHUKITFHALE; JOSEPH, 2004; PASSOS et al., 2009). Apesar dos
possiveis efeitos sobre o SNC, o tratamento com MeF ndo ocasionou modificacdes
significativas nos diferentes parametros comportamentais avaliados pelos testes ale camp
aberto e labirinto em cruz elevado. Em acordo aos dados deste trabalho est&o os resultados de
Carlini et al. (2012), que mostraram que a administracdo oral de um extr&ohoels
terebinthifolius(17,6 mg/kg), por oitenta e trés dias, ndo modificoacarhocédo dos animais,

frente ao teste de Rota Rod.

Os parametros plasmaticos indicativos de dano hepatico (AST, ALT, GGT e
bilirrubina) foram medidos porque o figado é fundamental na metabolizacdo de xenobidticos
e, por conseguinte, deve participar da feliaacdo dos compostos presentes na MeF.
Diversas plantas de uso medicinal tém potencial de causar danos ao figado, principalmente
apos uso continuo e prolongado (CHITTURI; FARREL, 2000). Além disso, a administracao
da MeF pela via intraperitoneal posdimente deuas diversas moléculas presentes nesta
fracdo, largo acessao sistema portal hepatico, e ao figado, antes de outros 6rgaos (LUKAS;
BRINDLE; GREENGARD, 1971). Quanto ao potendigpatoxico d MeF, os resultados do
presente trabalho mostraram guadministracao desta fracdo ndo provocou modificacdes nos
parametros plasmaticos estudados e, portanto, indicam que MeF tem baixo potencial de

causar dano ao figado de ratos, quando administrada na dose de 20 mg/kg, por 11 dias. Esses
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dados corroboram ossultados descritos por Lima et al. (2009), os quais estudaram os efeitos
da administracdo de um extrato 8ehinus terebinthifoliysna dose de até 5,0 g/kg, por
quarenta e cinco dias. Estes autores avaliaram estes mesmos parametros plasméaticos e
realizaram andlise histolégica do figado dos animais tratados, e também n&o encontraram

modificagdes significativas nos mesmos.

Entretanto, apesar da auséncia aleeracbes nos parametros comportamentais,
plasmaticos e sobre a massa corporal, apasrenistracdo @MeF, ndo se pode descartar que
esta fracdo apresente toxicidade frente a outros sistemas organicos, ndo avaliados aqui. Assim,
0s proximos estudos empregando esta fracdo devem ser acompanhados de outras avaliacde:
sobre sua toxicidade. Afal, ndo apenas o uso tradicional, mas a literatura cientifieamo

gue escassa, aponta para possiveis efeitos toxicchitmus terebinthifolius
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7. CONCLUSAO

Estes resultados permitem concluir que a fragdo metandlica (MeF) obtida dasiéolhas
Schinus terebinthifoliuapresenta efeito antinocicegiifrente a um modelo deso nervosa
periférica, e também frente a lesdo de tecidos cutaneos e muscularesh@@gaem ratos.

Além disso, a administracdo de MeF foi capaz de modificard@siparametros de estresse
oxidativo no sistema nervoso central destes animais, e isto pode estar relacionado ao potencial
antioxidante desta fracdo. Entretanto, ndo € possivel saber em que medida estas propriedades
antioxidantes e as modificacbes nos patios de estresse oxidativo estdo contribuindo para

os efeitos antinociceptivos. E possivel que tanto estas acdes centrais quanto propriedades anti
inflamatorias ja descritas para a espécie participem destes efeitos sobre a nocicepcdo. A
presenca de class de compostoguimicosem MeF, com acfes sobre a inflamacéo e dor,
reforca esta ideia. Por fim, a administracdo desta fragéaesulbu em efeitosdversos aos

animais em relacdo aos parametros estudados. Assim, a MeF, fracdo obtida da planta nativa
Schinus terebinthifoliygpode ser considerada um candidato no tratamento nos quadros de

dor, e para a confirmacao deste potencial, novos e sistematicos estudos devem ser realizados.
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