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RESUMO

O tratamento da dor neuropatica, uma condicdo clinica que resulta de lesdo ao sistema
somatossensorial, € ainda um grande desafio. O envolvimento das espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio (ERONSs) na fisiopatologia desta dor aponta para o potencial de
moléculas antioxidantes como novas abordagens terapéuticas. Schinus terebinthifolius é uma
planta tradicionalmente usada no tratamento de condi¢cOes dolorosas e seus extratos
apresentam variados compostos fendlicos, moléculas com potencial antioxidante. Assim, o
presente estudo teve como objetivos, primeiramente, determinar o potencial antioxidante de
diferentes fracOes obtidas das folhas de Schinus terebinthifolius, a fim de selecionar aquela
com melhor desempenho antioxidante. Para isso foram medidos o potencial reativo
antioxidante total (TRAP) e as atividades sequestradoras dos radicais DPPH (2,2-difenil-1-
picril-hidrazila) e hidroxil das fracBes hexano (HeF), diclorometano (DcF), acetato de etila
(EtF) e metanol (MeF). Também foi realizada uma triagem fitoquimica destas fracdes, por
cromatrografia em camada delgada (CCD), e a medida da concentracdo de fenois totais. Apds,
a fracdo selecionada, MeF, foi diluida em solucéo salina e administrada intraperitonealmente
(20 mg/kg, 10 dias) em ratos com lesdo nervosa por compressdo do nervo isquiatico (CCI),
um modelo de dor neuropatica, e lesdo tecidual pelo isolamento desse nervo (sham), para
avaliacdo de seus efeitos sobre a sensibilidade mecanica e térmica, e sobre a atividade das
enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e
glutationa transferase (GST), e as concentracdes de acido ascorbico (AA), tidis totais (T-SH),
perdéxido de hidrogénio e hidroperoxidos lipidicos (LPO), na medula espinal lombossacral e
todo o cortex cerebral. Ainda, foram avaliados possiveis efeitos desta fracdo sobre

comportamentos locomotores e do tipo ansiedade (teste do campo aberto e labirinto em cruz



elevado), e sobre as enzimas aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase
(ALT), y-glutamil transpeptidase (GGT) e bilirrubina e suas fragdes, além da massa corporal,
em ratos sem qualquer intervengdo cirdrgica. A CCIl induziu o desenvolvimento de
hiperalgesia térmica e mecéanica nos ratos tratados com salina, e a administracdo de MeF
preveniu estes eventos. Diferentes parametros de estresse oxidativo apresentaram-se alterados
na medula espinal e cortex cerebral dos animais com lesdo CCI e sham, e a administracéo de
MeF foi capaz de modificar alguns destes parametros, particularmente nos animais sham aos
trés dias. Em relacdo aos possiveis efeitos adversos da administracdo de MeF, ndo foram
observadas diferencas significativas nos comportamentos locomotores e do tipo ansiedade,
nos parametros plasmaticos e na massa corporal. Estes resultados demonstram que a MeF de
Schinus terebinthifolius possui propriedades antinociceptivas e € capaz de alterar parametros
de estresse oxidativo no SNC em animais sham e CCI. Possivelmente estes, e outros
mecanismos relacionados a atividade anti-inflamatoria ja descrita para componentes de
Schinus terebinthifolius, estejam contribuindo para a acdo antinociceptiva da fragdo. Assim,
considerando este potencial e a auséncia de efeitos adversos sobre os parametros estudados, a

MeF pode ser um candidato no tratamento para condi¢fes dolorosas.



ABSTRACT

The management of neuropathic pain, a clinical condition that results of
somatosensory system injury, is still a major challenge to clinicians. The implication of
reactive oxygen species in the development of this pain type points to antioxidant molecules
as new approaches in the management of pain. Schinus terebinthifolius is traditionally used to
treat wounds and painful conditions and it was related that is rich in phenolic compounds,
antioxidant molecules. So, in this study it was determined the antioxidant potential of
different fractions of leaves of Schinus terebinthifolius to select the fraction with the best
antioxidant performance. For this purpose, Total reactive antioxidant potential (TRAP),
DPPH and hydroxyl scavenging activities of hexane (HeF), dichloromethane (DcF), ethyl
acetate (EtF) and methanol (MeF) fractions were measured. It was also performed a
qualitative screening of these fractions, by thin layer chromatography (TLC) and the measure
of total phenolic content. After, the selected fraction, MeF was diluted in saline and
administered (20 mg / kg, i.p., 10 days) in rats with peripheral injury by chronic constriction
injury (CCl), a model of neuropathic pain, and tissue injury by isolation of this nerve (sham),
to evaluate their effects on mechanical and thermal sensitivity, and on the activity of
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx) and glutathione
transferase (GST), and the concentrations of ascorbic acid (AA), total thiols (T-SH), hydrogen
peroxide and lipid hydroperoxide (LPO) in the lumbosacral spinal cord and the cerebral
cortex. Still, we evaluated possible effects of this fraction on locomotor and anxiety-like
behaviors (open field and elevated plus maze tests), and on the enzymes aspartate

aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), y-glutamyl transpeptidase (GGT),



birrubin and on body weight in naive rats. CCI significantly induced thermal hyperalgesia and
mechanical allodynia in animals treated with saline. The administration of MeF prevented the
development of thermal hyperalgesia and increased mechanical threshold. Different oxidative
stress parameters were altered in spinal cord and cerebral cortex of animals with sham CCI
surgery, and the administration of MeF was able to modify some of these parameters,
particularly in sham at three days. No significant differences were observed in locomotor and
anxiety-like behaviors, plasma parameters and body weight. These results demonstrate that
the MeF of Schinus terebinthifolius has antinociceptive properties and is able to change
parameters of oxidative stress in the CNS in sham and CCI animals. Possibly these and other
related anti-inflammatory activity, already described for components of Schinus
terebinthifolius, are contributing to the antinociceptive fraction mechanisms. So, considering
this potential and the absence of side effects related to the parameters studied, MeF may be a

candidate for the treatment for painful conditions.
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1. INTRODUCAO

1.1 Dor neuropatica

De acordo com a defini¢cdo dada pela Associacdo Internacional para o Estudo da Dor
(IASP, International Association for the Study of Pain), a dor é uma experiéncia sensorial
desagradavel associada a um dano tecidual real ou potencial 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 diferentes regides do sistema nervoso.
Entretanto, nem sempre um estimulo periférico é necessario para que ocorra a sensacao de dor
(ex. dor taldamica) e, em contrapartida, pode haver estimulacdo nociceptiva sem que ocorra dor
(LOPES, 2004). Dessa forma, é importante distinguir o fendmeno de dor, que é subjetivo, do
fendmeno 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 adequado nas 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, duracdo,
intensidade), mas para 0s propositos deste texto cabe abordar a diferenca entre a dor
nociceptiva e a neuropéatica. A dor nociceptiva tem a finalidade essencial de sinalizar a
ocorréncia de danos a integridade fisica, e decorre da ativacdo fisioldgica dos nociceptores.
Nesse caso a sensacao de dor esta diretamente ligada a presenca do estimulo nocivo, e cessa
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assim que este se encerra ou, havendo dano tecidual (ndo neural) e consequente processo
inflamatorio, sua duracdo € limitada ao processo de cura da lesdo (BONICA; LOESER,
2001). A dor neuropética, por sua vez, ocorre em funcdo de lesdo ou doenca que afete o
sistema somatossensorial (NICKEL et al., 2012) em funcdo de traumas mecénicos, doencas
metabdlicas ou nutricionais (diabetes, hipotireoidismo, pelagra), alcoolismo, uso de farmacos
(anti-retrovirais, anti-neoplasicos), exposicao a toxinas (acrilamida, 6xido de etileno, arsénio),
neoplasias, lesdes vasculares (isquemia, hemorragias, malformacdes), entre outros (BARON;
BINDER; WASNER, 2010). Tanto o sistema nervoso periférico quanto o central podem ser
acometidos por tais injurias, o que caracteriza a dor em neuropatica periferica ou central,
respectivamente. Como resultado, ocorrem diversas alteragdes (ditas mal adaptativas) ao

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

ApoOs uma lesdo nervosa periférica, por exemplo, ocorrem alteragdes na expressao e
funcionalidade de canais i6nicos na fibra nervosa nociceptiva e vizinhas a ela, o que favorece
a ocorréncia de disparos ectdpicos repetidos e contribui para o processo de sensibilizagdo
central, dor espontanea e hiperalgesia (dor aumentada frente a um estimulo nocivo) (XU;
YAKSH, 2011). A sensibilizacdo central, cuja funcdo adaptativa é de facilitar o aparecimento
de respostas reflexas e comportamentos protetores, quando decorrente de estimulacdo
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 envolvidos no desenvolvimento
desta sensibilizacdo, como altera¢fes na neurotransmissdo glutamatérgica, sdo mediados por
vias de sinalizacdo envolvendo espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERONs) (JANES;
NEUMANN; SALVEMINI, 2012). A participacdo das ERONs na fisiopatologia da dor
neuropatica, por sua relevancia neste trabalho, serd abordada com mais detalhes adiante. Além

disso, ocorrem modificacbes no fenotipo neuroquimico dos neurdnios nociceptivos, com
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incremento na liberacdo de substancias algogénicas, como a substéncia P, inclusive por fibras
que usualmente transmitem apenas informacdo in6cua (fibras B) (NICKEL et al., 2012),
evento que parece ser importante para o aparecimento do fendmeno de alodinia (dor frente a
um estimulo in6cuo), tdo comum nos pacientes 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 e alteracbes na sensibilidade, como a alodinia e
hiperalgesia ja mencionadas (WOOLF; MANNION, 1999; MAGRINELLI; ZANETTE;
TAMBURIN, 2013). Esta rica sintomatologia estd sujeita ainda a variacdes individuais
relacionadas a existéncia de comorbidades e caracteristicas genéticas, e a propria forma de

encarar a dor.

E, portanto, um grande desafio manejar o quadro doloroso neuropatico, com o qual
convivem entre 6,9 e 10% da populacdo, e que possui grande impacto negativo na qualidade
de vida do individuo acometido (VAN 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 farmacologica é a mais utilizada e € comum a
prescricdo de varios medicamentos para tratar um anico individuo. Os farmacos que
apresentam 0s  resultados mais promissores (ex. antidepressivos triciclicos,
anticonvulsivantes) sdo distintos daqueles corriqueiramente empregados no alivio da dor
nociceptiva ou inflamatdria (ex. analgésicos ndo-opidides, anti-inflamatdrios esteroides e ndo-
esteroides), pois estes Ultimos sdo ineficientes no tratamento da dor neuropatica
(MAGRINELLI; ZANETTE; TAMBURIN, 2013). Informac6es oriundas de estudos clinicos
randomizados, realizados com pacientes acometidos por neuropatias de diferentes etiologias,

tém fornecido evidéncias para a elaboragdo de recomendacbes sobre os farmacos mais
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eficazes (de primeira, segunda e terceira linhas de tratamento (DWORKIN et al., 2007;
ATTAL et al., 2010). Apesar destas diretrizes e do crescente niUmero de substancias, menos
de 50% dos pacientes obtém alivio satisfatorio da dor, e existem uma série de efeitos adversos
associados que dificultam a adesdo e comprometem o tratamento (MAGRINELLI;
ZANETTE; TAMBURIN, 2013). Para ilustrar esta situagcdo, uma das classes consideradas de
primeira linha, a de antidepressivos triciclicos, possui como rea¢fes adversas mais comuns a
sedacdo, os efeitos anticolinérgicos (boca seca, retencdo urinaria, constipacdo, 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 (numero
necessario a tratar) proximo a 2, ja que os triciclicos conferem melhora na dor de um paciente,
em cada dois tratados, o alivio na intensidade da dor ndo costuma ser superior a 30-50%
(FINNERUP; SINDRUP; JENSEN, 2010). Existe, portanto, a necessidade de buscar
substancias que tenham melhor 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 bésica, associado aos estudos clinicos,
tem trazido importantes contribuicdes 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 situac@es clinicas onde o nervo é comprimido (ex. Sindrome do Tunel do Carpo), é
a compressdo no nervo isquidtico (CCI, do inglés chronic constriction injury). A dor

neuropatica periférica ocorre em funcéo de injdria ao sistema nervoso periférico e envolve o
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aparecimento de alteragbes sensoriais como a hiperalgesia e a alodinia (KLUSAKOVA;
DUBOVY, 2009). Estes sintomas também podem ser observados em animais submetidos a
modelos experimentais, como a CClI, e a observacao de tais respostas permite inferir sobre a
existéncia de dor (DUBNER, 1983; KAVALIERS, 1988). A compressdo 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. Esta
compressdo no nervo promove alteracdes em diferentes regides do neuroeixo, ja a partir dos
primeiros dias apos a lesdo. Localmente, observou-se isquemia, liberacdo de substancias pro-
inflamatdrias, edema intraneural (WAGNER; MYERS, 1996; MARCHAND; PERRETI,
MCMAHON, 2005) e degeneracéo de fibras mielinizadas e ndo mielinizadas (GABAY; TAL,
2004). Estes eventos periféricos conduzem a modificagfes na excitabilidade e conectividade
em regides espinais e supraespinais (SAADE; JABBUR, 2008; BLOM et al.; 2014), cuja
mediacdo parece envolver a liberacdo/formacdo de citocinas, neurotrofinas (MARCHAND;
PERRETI; MCMAHON, 2005; AL-AMIN et al, 2011) e espécies reativas de oxigénio
(PATHAK et al, 2014). As alteracbes comportamentais que se seguem, como hiperalgesia
mecanica e térmica, podem ser observadas a partir dos primeiros dias ap6s a lesdo (GOECKS
et al., 2012; HORST et al. 2014) e persistem por varias semanas (JAGGI; JAIN; SINGH,
2011). Assim, o emprego deste modelo é util para a observacdo e o conhecimento de
fendmenos e moléculas envolvidos na dor neuropatica, especialmente agquela resultante da

compresséo nervosa.
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Figura 1 — Esquema de um segmento da
medula espinal ilustrando a formagao do
nervo isquiatico pela unido das raizes
dorsais e ventrais da medula espinal.
Nas raizes dorsais estdo mostrados 0s

ganglios das raizes dorsais (L4, L5, L6)

do nervo isquiatico, o qual é composto

i por dois nervos, o tibial, que

L NIsquidtico posteriormente se divide também no
| (tronco comum) i
% nervo sural, e o fibular. No tronco
7/}-’) comum do nervo isquidtico estdo
k-

A

mostradas as quatro amarraduras
(adapatado de Klusakova e Dubovy,
m e N Sural 2009)

¥ N. Tibial
" N. Fibular

1.3 Plantas medicinais na pesquisa por novas substancias para o manejo da dor

neuropatica.

A aplicacdo de produtos naturais, principalmente de plantas medicinais, na prevencéo
e cura de doencas, ¢ uma das mais antigas praticas humanas (HALBERSTEIN, 2005). A
investigacdo cientifica sobre o potencial medicinal das plantas € 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 salde. E apesar das refinadas
tecnologias que possibilitam o desenvolvimento de farmacos sintéticos, as plantas medicinais
continuam sendo extensamente estudadas por fornecerem produtos de grande diversidade

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

O interesse pelo uso de plantas como alternativas terapéuticas no alivio da dor

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

complexa.

Em uma revisdo sistematica recente sobre plantas medicinais aplicadas em modelos de
dor neuropética, mostrou-se que a maioria dos estudos é oriunda da india, Brasil e China,
possivelmente por sua grande biodiversidade (QUINTANS et al., 2014). De fato, o Brasil
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 tradi¢des
no uso das plantas medicinais, inclusive provenientes da cultura Amerindia, descritas desde a
chegada dos primeiros portugueses ao pais (OLIVEIRA et al., 2012). Entretanto, muitos
estudos ainda sdo realizados com plantas exoticas, em detrimento as espécies nativas
(QUINTANS et al., 2014). Isto contribui para a erosdo cultural quanto ao uso tradicional das
plantas nativas e consequente subvalorizacdo de suas potencialidades medicinais, pois estas
ndo sdo devidamente estudadas. Assim, consoante ao que vem estimulando a Organizacédo
Mundial da Saude, no sentido de valorizar o uso de plantas medicinais de uso tradicional, e
também estuda-las quanto a sua eficacia e seguranca, o presente trabalho elegeu a espécie
nativa Schinus terebinthifolius para estudo de seu potencial antinociceptivo em um modelo de

dor neuropatica.

1.4 Schinus terebinthifolius Raddi.

A espécie nativa Schinus terebinthifolius Raddi (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 regibes do mundo é conhecida como aguara-mi-
yba (Paraguai), chichita (Argentina), copal (Cuba), poivrier rose (Franca) e Florida Holly
(Estados Unidos) (MORTON, 1978; CORREA, 1984). E uma planta que pode apresentar-se
sob a forma arbustiva (2-3 metros de altura) ou arborescente (7-8 m), estabelecendo-se tanto
em solos imidos, quanto secos, arenosos e argilosos. E por isso considerada uma espécie com
grande plasticidade ecoldgica, e por vezes invasora, em alguns locais onde foi introduzida e
cresce vigorosamente, como na Flérida (SPECTOR; PUTZ, 2006). Essa propriedade Ihe torna
atil no reflorestamento de areas degradadas, na reposi¢do de mata ciliar e na estabilizacdo de
dunas (GRISI, 2010).

Os frutos da aroeira também sd@o bastante apreciados na culinaria internacional,
principalmente por seu sabor picante suave, 0 que o torna muito empregado como condimento
(poivrier rose, Europa; pimenta-rosa, Brasil) (LENZI; ORTH, 2004). A planta também
costuma ser lembrada pelas reacdes alérgicas, geralmente cutaneas, que ocasiona em algumas
pessoas sensiveis. Essa propriedade que algumas espécies da familia Anacardiaceae possuem
de causar dermatite resulta da acdo de substancias conhecidas como alquilfendis ou lipideos
fendlicos, ja identificados em alguns géneros, como o Rhus e Anacardium (AGUILAR-
ORTIGOZA; SOSA; AGUILAR-ORTIGOZA, 2003; CORREIA; DAVID; DAVID, 2006),

mas incomuns em Schinus terebinthifolius.
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Figura 2 — Fotografia mostrando a arvore, a esquerda, e folhas e frutos de Schinus

terebinthifolius Raddi, 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, 1854; BURTON, 1976), alem de
infeccdes do sistema urinario e respiratorio, e para o alivio de condigcdes dolorosas diversas,
como reumatismo, gota e dores lombares (MORTON, 1978). Existem descri¢cdes do uso das
folhas, frutos, casca e lenho, em preparagdes diversas, como chas (infusdes, decocgdes),
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 Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS
(RENISUS).

Na literatura cientifica, a maioria das informac@es quanto as atividades farmacologicas
de Schinus terebinthifolius trata de seus efeitos antimicrobianos (GUERRA et al., 2000;
MELO JUNIOR et al, 2002; AMORIM e SANTOS, 2003; EL-MASSRY, 2009; SILVA et al,

2010), corroborando seu uso tradicional em infecgfes. Quanto ao seu potencial em quadros
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dolorosos, porém, poucos estudos foram realizados. Alguns trabalhos com extratos e
componentes isolados indicam que Schinus terebinthifolius possui propriedades anti-
inflamatérias (MOURELLE, 1993; JAIN, 1995, CAVALHER-MACHADO et al, 2008;
HERINGER, 2009) e cicatrizantes (COUTINHO et al, 2006; LUCENA et al, 2006; NUNES
et al, 2006). Recentemente também se demonstrou um efeito redutor na hiperalgesia, em
animais submetidos a um modelo de dor neuropatica, a lesdo do nervo poupado (SNI, do
inglés spared nerve injury), ap6s administracdo do dleo essencial dos frutos de Schinus
terebinthifolius, e isoladamente dos monoterpenos a-felandreno e limoneno, também
presentes na composicdo do 6leo essencial (PICINELLI, 2014). Estes trabalhos apontam para
0 potencial da espécie como possivel agente terapéutico no manejo de inflamagdo e dor.
Entretanto, os efeitos observados no estudo de Piccinelli et al. (2014), com os frutos, parecem
relacionar-se 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 empregando 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 quimica de Schinus terebinthifolius,
empregando-se diferentes partes da planta, permitiram a identificacdo de varios compostos,
como éacidos fenolicos, flavonoides e triterpenos (Figura 3). Como constituintes volateis,
foram identificados diversos mono e sesquiterpenos, tanto nas folhas como nos frutos. E estas
classes de compostos majoritariamente descritas em Schinus terebinthifolius, a saber, 0s
flavonoides, terpenos e fendis, estdo entre as mais estudadas em modelos de dor neuropatica
(QUINTANS et al., 2014) e sobre as quais ja existem descricdes de propriedades
antinociceptivas e anti-inflamatérias (CALIXTO et al., 2000; ANJANEYULU; CHOPRA,

2003).
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Particularmente em extratos alcodlicos obtidos das folhas de Schinus terebinthifolius
foram identificados diversos compostos fendlicos (Figura 3), como os acidos cafeico,
cumaérico e siringico (EL-MASSRY et al., 2009); galato de metila; quercitrina; miricetina e
miricetrina (CERUKS et al., 2007); pentagaloilglicose, um precursor de taninos (HAY ASHI,
1989; CAVALHER-MACHADO et al., 2009); quercetina e canferol (JOHANN et al., 2010);
e biflavondides como a agatisflavona (KASSEM, 2004). Os compostos fendlicos, além de
exibirem propriedades antimicrobianas, anti-inflamatérias e antinociceptivas, séo
reconhecidamente antioxidantes (SOOBRATTEE et al., 2005). Em extratos alco6licos obtidos
das folhas de Schinus terebinthifolius, também foi observada relagdo entre compostos
fendlicos e atividade antioxidante. Os extratos ricos em fenolicos tiveram boa atividade
antioxidante (EI-MASSRY et al., 2009); CERUKS et al., 2007).

Atualmente o potencial antioxidante apresentado por algumas moléculas tem sido uma
das estratégias na busca por novos analgesicos e para o conhecimento dos mecanismos

envolvidos na dor neuropatica, como sera abordado a seguir.

30



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 3 — Compostos quimicos ja identificados em folhas, frutos e cascas de Schinus

terebinthifolius Raddi (do autor).
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1.5 Envolvimento das Espécies Reativas de Oxigénio e de Nitrogénio (ERONSs) na

fisiopatologia da dor neuropatica.

As espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERONSs), como o anion superéxido, o
6xido nitrico, o peroxido de hidrogénio, o peroxinitrito e o radical hidroxil, consistem em
espécies radicalares e ndo radicalares formadas a partir do metabolismo celular. Apesar do
potencial de reagir com outras moléculas de forma deletéria, atualmente vem se reconhecendo
que estas espécies sdo fundamentais para a sinalizacdo e manutencdo de um ambiente redox

adequado as diferentes fungdes celulares (LEVONEN et al., 2014).

O processo de fosforilagdo oxidativa mitocondrial, e enzimas NADPH oxidase e
citocromo P450 séo algumas das fontes endogenas usuais de geracdo de ERONs (POLJSAK;
SUPUT, MILISAV, 2013). Para regular a producéo e neutralizagdo destas espécies reativas,
as células contam com sistemas antioxidantes — moléculas que, quando presentes em baixas
concentracdes em relacdo a um substrato oxidavel, previnem a oxidagédo deste (HALLIWELL,
1991). Entre as principais defesas antioxidantes celulares esta a enzima superoxido dismutase
(SOD), que catalisa a conversdo do anion superoxido em peréxido de hidrogénio e oxigénio.
O perodxido de hidrogénio, oriundo da acdo da SOD ou de outras fontes, pode ser eliminado
pela acdo da enzima catalase (CAT), ou peroxidases como a glutationa peroxidase (GPXx).
Estas Gltimas enzimas utilizam diversas moléculas redutoras neste processo, como o acido
ascorbico, a glutationa (GSH) e a tiorredoxina (FRIDOVICH, 1999). O peroxido de
hidrogénio tem funcdo sinalizadora, porém também contribui para a formacdo do radical
hidroxil, altamente reativo, e com acdo sobre os lipideos celulares, oxidando-os (CIRCU;
AW, 2010). Os hidroperoxidos lipidicos, produtos primarios desta lipoperoxidacdo, podem
ser detoxificados pela GPx e pela glutationa transferase (GST), enzima que € ainda importante

na metabolizacdo de xenobidticos (NIKI et al., 2005).
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As defesas antioxidantes ndo-enzimaticas, como o &cido ascorbico e a GSH, recém
mencionados, também exercem papel fundamental na manuten¢do de um ambiente redox
adequado as diferentes funcoes celulares. O &cido ascorbico atua diretamente como scavenger
de ERONSs e na reciclagem da vitamina E (MAY, 2011). E particularmente importante ao
sistema nervoso, em cujos neurdnios ocorre em concentracao superior aquela encontrada na
maioria dos outros tecidos. Os neurbnios também expressam grande quantidade de
transportadores (SVCT?2) para captacdo de &cido ascérbico (RICE, 2000; HARRISON; MAY,
2009). A GSH é um tripeptideo (L-y-glutamil-L-cisteinilglicina) de ampla distribuicdo e
importancia em animais e plantas, e que atua em combina¢do com outros sistemas de defesa
antioxidante, reduzindo e regenerando varias moléculas oxidadas, além de atuar diretamente
sobre as ERONSs (SIES, 1999). A GSH e outros tidis celulares sdo capazes de reagir com a
maioria dos oxidantes fisiologicos, resultando em modificagbes em seus grupamentos
sulfidrila, os quais podem ser regenerados por moléculas como o &cido ascorbico

(WINTERBOURN; HAMPTON, 2008).

Quando as ERONSs se sobressaem frente ao sistema antioxidante celular, seja por um
aumento em sua geracdo ou diminuicdo nas defesas antioxidantes, ocorre o fendmeno de
estresse oxidativo, levando a perturbac6es na sinalizacdo redox e/ou danos as macromoléculas
(RAY; HUANG; TSUJI, 2012; SIES, 2014). Sdo inumeros os estudos que relatam a
participacdo de ERONSs no desenvolvimento das mais diversas patologias - cardiovasculares,
metabolicas e neurodegenerativas — por suas ac@es oxidantes e deletérias sobre proteinas,
lipidios e &cidos nucleicos (SHICHIRI, 2014). Entretanto, o envolvimento das ERONs na
patogénese de doencas ndo se restringe aos danos oxidativos, pois nos Gltimos 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; TSUJI, 2012), aléem de condic¢des de inflamacgéo e

excitotoxicidade (SORG, 2004; NISHIKAWA; HASCHIDA; TAKAKURA, 2009).

Nos quadros de dor neuropatica, as principais informacdes sobre a participacdo das
ERONSs vém de estudos empregando modelos animais. S&o descritas alteracdes nas defesas
antioxidantes e incremento na formacdo de ERONSs, tanto em modelos de lesdo nervosa
central quanto periférica (GUEDES, 2006; 2008; 2009; GWAK; HASSSLER;
HULSEBOSCH, 2013). Em relacdo a compressdo de nervo periférico, modificacbes em
parametros de estresse oxidativo no nervo lesionado, foram amplamente descritas (KHALIL,
LIU, HELME, 1999; NAIK et al., 2006; MUTHURAMAN, SINGH, 2011; THIAGARAJAN
et al., 2012) . Estas alterac6es indicam que no local da leséo se estabelece uma condicdo de
estresse oxidativo, o que é demonstrado pela maior formacdo de ERONSs, de produtos de
lipoperoxidacéo e reducdo na concentracdo de GSH, um importante antioxidante celular. Este
quadro de estresse oxidativo na periferia parece estar ligado a reacdo inflamatdria local, que
resulta em intensa formacdo de ERONSs, por meio da acdo de enzimas como a NADPH
oxidase (NOX), xantina oxidase (XQO) e 6xido nitrico sintase (NOS) (MITTAL et al., 2014).
Em um destes estudos, a administracdo de N-acetil-cisteina reduziu a hiperalgesia dos
animais, e sabe-se que esta molécula, entre outras a¢des ja conhecidas, € antioxidante. Porém,
as mudancas ndo se limitam apenas ao local da lesdo. Pathak et al. (2014) demonstraram que
as modificacbes em parametros de estresse oxidativo, decorrentes da CCI, também podem ser

observadas no sistema nervoso central, inclusive no cértex cerebral.

Ja se tem descrito que algumas ERONs exercem papel prd-nociceptivo, pro-
inflamatério e regulatorio em varios mecanismos relacionados a condicdes de dor persistente
(LITTLE; DOYLE; SALVEMINI, 2012). A sensibilizacdo central, por exemplo, é um

mecanismo importante no desenvolvimento da dor neuropética e ao qual se atribui a
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participacdo de ERONs. Alguns dos mecanismos subjacentes a esta sensibilizagdo envolvem a
modulacdo de proteinas cinases, alteragbes na neurotransmissdo glutamatérgica e
modificagOes no funcionamento e expresséo de canais ionicos (SALVEMINI et al., 2011). A
atividade de proteinas cinases, como a PKC (proteina cinase C), é central para varias vias de
sinalizacdo neuronais e gliais que conduzem a sensibilizacdo periférica e central. A PKC pode
ser modulada por ERONSs, tendo j& sido descrito um aumento em sua fosforilagdo quando em
presenca de superdxido e peroxinitrito (HONGPAISAN; WINTERS; ANDREWS, 2004).
Além disso, a PKC pode regular diretamente a acdo da NADPH oxidase, uma importante
fonte de geracdo de superdxido (SHARMA et al., 1991), o que parece ser importante para a

manutencgéo da sensibilizacdo central (SALVEMINI et al., 2011).

A neurotransmissdo glutamatérgica também pode sofrer modulacdo pelas ERONS.
Uma das formas pela qual estas espécies podem modular a funcdo de macromoléculas, como
receptores e canais, é pela modificacdo de sua estrutura (ISCHIA et al., 2011). 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 comprometer a funcdo dos
transportadores de recaptacdo de glutamato e cisteina, comprometendo, desta forma, a
formacdo intracelular de GSH (fundamental na protecdo antioxidante celular) (AOYAMA et
al., 2008) e aumentando a quantidade extracelular de glutamato. Neste caso, a sensibilizacdo
pode ser favorecida pela maior excitotoxicidade glutamatérgica associada a diminuicdo no

conteddo antioxidante tiolico intracelular (SALVEMINI et al., 2011).

Tendo em vista estas informacdes, muitos trabalhos tém se direcionado a prospecgédo
de moléculas antioxidantes, visando a modificacdo das acdes exercidas pelas ERONs no

estabelecimento das alteragfes neuroquimicas e sensoriais presentes em condigdes de dor
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neuropatica. Com efeito, varios estudos mostraram que a administracdo de antioxidantes tem
efeitos atenuantes sobre as alteracfes sensoriais caracteristicas deste quadro doloroso

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

A espécie nativa Schinus terebinthifolius, neste contexto, apresenta promissor efeito
antinociceptivo, considerando seu uso tradicional em condicGes de dor e sua composigéo rica
em fendlicos potencialmente antioxidantes, alem de outras moléculas potencialmente anti-
inflamatorias (flavonoides, terpenos). Todavia, é ainda incipiente o nimero de estudos
mostrando o efeito analgésico da espécie, e a contribuicdo de suas caracteristicas

antioxidantes na promogcéao deste efeito.

Assim, o principal objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da administracdo de
uma fracdo antioxidante, produzida a partir de folhas de Schinus terebinthifolius, sobre
parametros nociceptivos em animais submetidos a um modelo de dor neuropatica periférica, a
compressdo no nervo isquidtico (CCI). Como a especie apresenta diferentes compostos
fendlicos, e potencial antioxidante, hipotetizou-se que sua administracdo também poderia
modificar as alteracGes em parametros de estresse oxidativo que ocorrem no sistema nervoso
de ratos com lesdo periférica, e por isso foram avaliados diferentes destes parametros na
medula espinal e no cortex cerebral destes animais. Para tanto, inicialmente produziram-se
quatro fragcdes da planta, as quais foram testadas quanto ao potencial antioxidante in vitro, e
presenca e quantidade de fendis totais. A fracdo com melhor desempenho foi, entdo,
administrada intraperitonealmente (20 mg/kg), por 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, Duarte-Almeida e Tabach (2012) apontaram para a ocorréncia de

efeitos toxicos apds a administracdo prolongada (83 dias) de extratos aquosos das cascas.

36



Assim, também foram conduzidos testes para avaliar se a administracdo da fragdo de Schinus,
na dose de 20 mg/kg, por onze dias, modificaria parametros comportamentais de locomocao e
do tipo-ansiedade, parametros plasmaticos indicativos de dano hepético e a massa corporal de

ratos sem qualquer intervencdo cirurgica.
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2. HIPOTESE

Como a espécie Schinus terebinthifolius é tradicionalmente empregada no alivio de
condi¢des dolorosas e inflamatérios, e alguns trabalhos mostraram que extratos e
componentes desta planta tiveram acdo anti-inflamatéria em animais, espera-se que a
administracdo intraperitoneal de uma fracdo obtida de folhas desta espécie, na dose de 20
mg/kg, por dez dias, seja capaz de reduzir a hiperalgesia térmica e mecéanica em ratos
submetidos a compressdo no nervo isquiatico, um modelo de dor neuropatica. Como Schinus
terebinthifolius possui grande variedade de compostos fendlicos - moléculas antioxidantes -
espera-se ainda que o tratamento com a mesma modifique parametros de estresse oxidativo na
medula espinal e cortex cerebral, ja que é sabido que em situacdes de dor neuropatica ocorrem
alteracdes nos sistemas antioxidantes e espécies reativas de oxigénio no sistema nervoso
central. Por fim, espera-se que o tratamento com a fracdo de Schinus terebinthifolius ndo
resulte em efeitos adversos sobre comportamentos locomotores e do tipo ansiedade, e sobre

medidas plasmaticas indicativas de dano hepatico.

38



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo geral, inicialmente selecionar uma fracdo, preparada
de folhas de Schinus terebinthifolius, que apresentasse boa atividade antioxidante e maior
concentracdo de compostos fendlicos para, entdo, avaliar os efeitos da administracdo
intraperitoneal desta fracdo, na dose de 20 mg/kg, por dez dias, sobre parametros: 1)
nociceptivos, e de 2) estresse oxidativo em medula espinal e cdrtex cerebral, importantes
regibes centrais no processamento da informacdo nociceptiva, empregando para isto ratos
com compressdo no nervo isquiatico, um modelo de dor neuropatica. Ainda, foi avaliado se

esta administracdo provocaria efeitos toxicos nos animais.

3.2 Objetivos especificos

1) Produzir fracdes a partir de folhas de Schinus terebinthifolius, por meio de extracéo

sucessiva com solventes de distintas polaridades;

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

fendlicos para, posteriormente, realizar a quantificacdo dos fenois totais em cada fracao;

3) Avaliar a atividade antioxidante in vitro das fracGes, empregando-se 0s seguintes
ensaios: atividade sequestradora dos radicais 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DDPH) e hidroxil,

e potencial reativo antioxidante total (TRAP);
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4) Determinar os efeitos da administracdo intraperitoneal da fragdo metandlica (MeF)
de Schinus terebinthifolius (20 mg/kg, por dez dias) em ratos com e sem dor neuropatica

induzida por CClI, sobre:

a) Parametros nociceptivos:

- Avaliacdo da sensibilidade térmica, nos periodos O (pré-lesdo), 3, 5, 7 e 10 dias apds

a intervencdo cirdrgica;

- Avaliacdo da sensibilidade mecanica, nos periodos 0 (pré-lesdo), 3, 5, 7 e 10 dias

apos a intervencao cirurgica;

b) Parametros de estresse oxidativo, no segmento lombossacral da medula espinal e
homogeneizado de todo o cértex cerebral, mediante determinacéo de:

- Atividade de enzimas antioxidantes: superdxido dismutase, catalase, glutationa
peroxidase e glutationa transferase;

- Antioxidantes ndo-enzimaticos: concentracdo de acido ascorbico e tidis totais

- ERONSs: concentracdo de peroxido de hidrogénio

- Lipoperoxidacao: concentracdo de hidroperoxidos lipidicos

5) Avaliar os efeitos da administracdo intraperitoneal da fracdo MeF de Schinus

terebinthifolius (20 mg/kg, por onze dias) em ratos sem intervencéo cirdrgica sobre:

a) Pardmetros comportamentais locomotores e do tipo-ansiedade, pelos testes de

campo aberto e labirinto em cruz elevado;

40



b) Pardmetros plasméticos indicativos de dano hepatico, pela determinacdo das
enzimas aminotransferases Aspartato (AST) e Alanina (ALT) e y-glutamil transpeptidase

(GGT); bilirrubina total e fragoes;

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

4.1 Esquema geral do protocolo experimental

As atividades realizadas neste trabalho sdo apresentadas, de inicio, de forma agrupada
e esquematica (Figura 4), para compreensdo global do protocolo experimental. No decorrer da

descricdo metodoldgica sdo apresentadas maiores informacgoes.

Schinus terebinthifolius Raddi. (folhas)

P A A

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

\

Y
*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 Moavy
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
; R
* Lipoperoxidag3o

Medula espinal
Cortex cerebral

Figura 4 — Esquema geral mostrando o protocolo experimental
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4.2 Reagentes

Os reagentes empregados neste trabalho foram oriundos, em sua maioria, dos
fabricantes Sigma-Aldrich (enzimas, radicais, padrdes antioxidantes), Merck, Nuclear e Synth
(solventes organicos, &cidos), grau de pureza para analise (P.A). A qualidade da &gua
empregada na limpeza de materiais pode ser descrita como agua reagente (destilacdo simples)
e para 0 preparo de solugdes utilizou-se agua purificada (destilacdo e troca ibnica)

(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

4.3 Triagem fitoquimica e avaliacdo da atividade antioxidante das fragdes das
folhas de Schinus terebinthifolius

4.3.1 Coleta do material vegetal

As folhas de Schinus terebinthifolius foram coletadas no més de junho dos anos de
2010 e 2013 (periodo de frutificacdo), em Lajeado — RS, municipio situado a 110 km da
capital Porto Alegre — RS (Figura 5). O material vegetal foi identificado pelo Prof. Dr. Jodo
André Jarenkow e exsicata depositada no Herbario do Departamento de Botanica da UFRGS
(ICN), sob o numero 166738. A autorizacdo para acesso a amostra de componente do

patrimdnio genético foi obtida junto ao CNPq, sob o nimero 010738/2013-4.
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Figura 5 — Regido de coleta da espécie Schinus terebinthifolius, na cidade de Lajeado,
regido sul do Brasil (A). A fotografia indicada pela seta que emerge da regido de Lajeado

mostra um galho com folhas da espécie Schinus terebinthifolius (B).

4.3.2 Preparacdo das fracdes

As folhas coletadas de Schinus terebinthifolius foram submetidas a secagem em estufa
com circulacdo de ar (40° + 2°C, por 22 horas) e posteriormente trituradas em moinho de
facas. Em seguida montantes de 200 g deste material foram submetidos a maceracéo
sucessiva com quatro diferentes solventes, nesta ordem: hexano, diclorometano, acetato de
etila e metanol (0,5 L de solvente por dia, trocas diarias, por 12 dias cada solvente). As
solucdes extrativas obtidas pela maceracdo com cada solvente foram filtradas e o solvente
removido, empregando-se evaporador rotatério, em banho-maria (<45°C). Os extratos
resultantes foram pesados e calculados quanto aos seus rendimentos, e doravante denominar-
se-a0 “fragdes”. Assim, obtiveram-se as fragdes hexano (HeF), diclorometano (DcF), acetato
de etila (EtF) e metanol (MeF) como resultado da maceracdo com cada referido solvente. As

fracGes foram guardadas em frascos de vidro &mbar e mantidas em temperatura de 2-8°C.
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4.3 3 Triagem fitoquimica das fragdes

A triagem fitoquimica qualitativa foi realizada com as fracbes empregando-se
cromatografia em camada delgada (CCD), conforme preconizado por Wagner e Bladt (1996).
Inicialmente foram preparadas solucdes de cada fragdo na concentracdo de 0,25% (m/v),
utilizando-se como diluente solucdo de metanol e acetato de etila (7:3). Em seguida, aliquotas
de 15 pL dessas solucdes foram aplicadas em placas de silica gel (60 F2s4 Merck®). Diferentes
sistemas eluentes e reveladores foram utilizados para a verificacdo da presenca de distintas
classes de constituintes vegetais (Tabela 1). Adicionalmente foram aplicadas nas placas
algumas substancias ou extratos de referéncia para as classes de compostos em estudo, a
saber: acido galico, acido cafeico, acido clorogénico, rutina, quercetina e cumarinas extraidas

do cumaru.
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Tabela 1. Classes de constituintes, solventes e reveladores empregados na triagem

fitoquimica das fragdes obtidas de folhas de Schinus terebinthifolius.

Classes de
constituintes

Sistema de solventes

Revelador

Reacdo positiva

Alcaldides

Compostos fenolicos

Cumarinas

Antraguinonas

Flavonéides

Esterdides/triterpenos

Acetato de
etila:metanol:agua
(100:25:5)
Acetato de etila: acido
acético (100:10)
Acetato de etila: acido

formico: acido acético:

agua (100:11:11:10)

Acetato de etila:
metanol (90:10)

Acetato de etila: acido

formico: acido acético:

agua (100:11:11:10)

Acetato de
etila:metanol:agua
(100:25:5)

Reagente de
Dragendorff

Cloreto férrico 10%

Hidroxido de potassio
5% (etandlico)

Hidroxido de potassio
5% (etandlico)

Cloreto de aluminio
5%
(etandlico)

Reagente de
Lieberman-Burchard,
aquecimento a 100°C,

10 minutos

Visivel: Bandas marrons
ou alaranjadas, pouco
estaveis
Visivel: Azul escuro,
verde escuro
Intensificacdo na
fluorescéncia verde
azulada no UVsgs nm
Visivel: bandas
avermelhadas e
fluorescéncia alaranjada
No UV3zes nm
Intensificacdo na
fluorescéncia verde
amarelada no UVsgs nm
Visivel: bandas marrons
ou violeta ( nacleo
triterpeno)

Azul esverdeadas
(nucleo esteroide)

A quantificacdo de fenois totais das fracdes foi realizada conforme descrito por Sousa

et al. (2007), com pequenas modificagcdes. Inicialmente misturou-se 0,1 mL de solucdo de
cada fracdo (0,1 mg/mL) a 7,4 mL de agua, 0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteau (1,3 N) e
a 2,0 mL de carbonato de sddio (20%). Esta mistura foi colocada em banho-maria (28° + 2°C),
onde permaneceu por 1h30min. Em seguida, as absorbancias das solu¢des foram medidas a
750 nm. O teor de fendis totais foi determinado aplicando-se o valor das absorbancias das
fracdes na equacdo da reta obtida a partir da curva de calibracdo, construida com diferentes
concentracdes do padrdo fendlico &cido galico. Os resultados foram expressos em mg EAG
(equivalentes de &cido galico) por g de fracdo (mg EAG/ g fracdo). As andalises foram

realizadas em triplicata.
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4.3.4 Avaliacéo 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
modificacbes. O radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), de coloragdo purpura em
comprimento de onda de 515 nm, quando reduzido por substéncias antioxidantes tem sua
coloragcdo modificada, o que pode ser medido espectrofotometricamente pela redugdo em sua
absorbancia neste mesmo comprimento de onda. O procedimento experimental consistiu em
adicionar 0,1 mL das solugdes metandlicas de cada uma das fracGes e de antioxidantes
conhecidos (acido ascorbico e BHT), ambos em concentracdes entre 25-500 ug/mL, a 0,9 mL
de solucdo metanolica de DPPH (40,0 mg/mL). Apds 30 minutos de espera, em temperatura
ambiente (22°t+ 2°C), as absorbéncias foram lidas a 515 nm (Espectrofotometro de
UV/Visivel Cary® 100, Varian). O experimento foi realizado em triplicata. A partir dos dados
da curva de calibragdo do DDPH e das absorbancias das fracGes e padrdes antioxidantes, em
cada concentracdo testada, foram calculadas as concentracdes percentuais de DPPH

remanescente, conforme segue:

% DPPH remanescente = ([DDPH;z]/[DPPH;]) x 100, onde:

[DDPH;f] é a concentracdo de DPPH no meio reacional apds reacdo com fracGes ou
antioxidantes padrdo; [DPPH;] € a concentracdo de DPPH inicial (40 mg/mL). A concentracdo
eficiente — quantidade de antioxidante necessaria para decrescer em 50% a concentracao
inicial de DPPH (CE50%) — foi calculada a partir de uma curva exponencial de primeira
ordem (eixo X, concentracdes das fragdes ou padrbes e eixo y, % DPPH remanescente),

empregando-se 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 al. (2010), tem por finalidade
quantificar os radicais hidroxil indiretamente por meio da formacéo do produto de degradacgéo
da deoxiribose, 0 malondialdeido (MDA). O meio reacional conteve 250 uL de solucGes das
fragOes ou do antioxidante padréo, BHT, ambos em concentragdes entre 25-250 ug/mL, 50 pL
deoxiribose (10 mM), 50 uL perdxido de hidrogénio (10 mM), 100 uL de solucédo de cloreto
férrico e EDTA (1:1, 50 mM) e 50 uL &cido ascérbico (1 mM) em tampdo fosfato (50 mM,
pH 7.4). Este meio foi incubado por 1 hora a 27°C. Apos este periodo de incubacédo, 20 uL de
BHT (2.5%) e 500 pL acido tiobarbitarico (1%) foram adicionados, o que resultou no
aparecimento de coloragéo rosa. Estes meios foram ent&o aquecidos por 30 minutos, a 85 °C,
e apods resfriados em banho de gelo. A absorbancia do MDA formado foi medida a 532 nm
(Espectrofotdmetro de UV/Visivel Cary® 100, Varian). O experimento foi realizado em
triplicata. A partir das absorbancias das fracbes e do antioxidante, nas diferentes
concentracgdes, calculou-se o percentual de MDA remanescente, conforme segue:

% MDA remanescente = (Abs MDAJAbs MDA 0%) X 100, onde:

MDA ¢é a absorbancia de MDA no meio reacional apos reacdo com fracdes ou antioxidante
padrdo; Abs MDAg0% é a absorbancia de MDA cujo meio reacional ndo continha fracdes ou
antioxidante. A concentracao eficiente — quantidade de antioxidante necessaria para decrescer
em 50% a concentracdo de MDA formada (CE50%) — foi calculada a partir de uma curva
exponencial de primeira ordem (eixo X, concentracdes das fracGes ou padrbes e eixo y, %

MDA remanescente), empregando-se o programa Origin Pro 8.0.
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4.3.4.3 Potencial reativo antioxidante total (TRAP)

O potencial reativo antioxidante total € um dos ensaios mais utilizados para avaliar a
capacidade antioxidante de amostras in vitro, e baseia-se na medida da intensidade da
quimioluminescéncia (QL) emitida pelo luminol ap6s interagdo com radicais formados pela
decomposicdo do composto 2,2’-Azo-bis-amidinopropano (ABAP) (DRESCH et al., 2009).
Inicialmente realizou-se leitura da QL (Espectrometro de cintilagdo LKB Rack Beta-1215)
emitida pelo meio reacional, até estabilizacdo. Este meio foi composto por 2,96 mL de uma
solucdo de ABAP (20 mM) e 10 uL de luminol (5.6 mM). Apds, 30 uL de solucgdes de Trolox
(antioxidante andlogo ao alfa-tocoferol), em diferentes concentracdes (0,267-1,067 uM),
foram adicionados a este meio e a QL medida. A QL foi entdo registrada por 1800 s apos a
adicdo de Trolox. O mesmo procedimento foi realizado adicionando-se solugdes das fracGes
(2,5-50,0 pg/mL). A dltima medida de QL antes da adicdo de Trolox ou das fracBes foi
considerada 100%. Os ensaios foram realizados em triplicata e a temperatura ambiente de 25
+ 2 °C. Para calcular a quantidade de equivalentes de Trolox (mM) foram realizadas as
seguintes etapas: inicialmente foram construidos graficos (% contagens por minuto x tempo,
em segundos) e calculadas as areas sob a curva (AUC) de cada um deles, por meio do
programa Origin Pro 8.0. Em seguida, foi feita a plotagem das concentracGes de Trolox e suas
respectivas AUC. Por fim, os valores de AUC das fracGes em diferentes concentragcfes foram
aplicados na equacdo da reta resultante desta curva padrdo de Trolox, e 0s equivalentes de

Trolox foram obtidos, em micromolar.
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4.4 Efeito da administracdo da fracdo metandlica de Schinus terebinthifolius
sobre parametros antinociceptivos em ratos controle, sham e com compressao no nervo

isquiatico
4.4.1 Animais: procedéncia e manutengédo

Ap6s aprovagio pelo Comité de Etica desta Universidade (# 19388, Anexo A), foram
solicitados ao Centro de Reproducdo e Experimentacdo de Animais de Laboratério (CREAL)
ratos da linhagem Wistar, machos, com massa corporal entre 200-300g e 60 dias de vida. Os
animais foram mantidos no ratario do Instituto de Ciéncias Bésicas da Salde, UFRGS,
acomodados em caixas de polietileno forradas com maravalha (40x30x16cm), com livre
acesso a agua e alimentacéo, sob ciclo claro/escuro de 12 horas (das 07h00min as 19h00min)
e temperatura ambiental de 22 + 2 °C. A limpeza das caixas foi realizada, no maximo, a cada
dois dias. A transferéncia destes animais para o Laboratério de Neurobiologia Comparada

ocorreu nos dias dos testes comportamentais, da cirurgia e/ou morte.

4.4.2 Delineamento experimental

Os grupos experimentais foram preparados em dois momentos distintos, visando

avaliar:

1. O efeito da administracdo de MeF sobre parametros nociceptivos e de estresse

oxidativo em ratos controle, sham e com compressdo no nervo isquiatico.

2. Efeito da administracdo de MeF sobre comportamentos locomotores e do tipo
ansiedade, massa corporal e parametros plasmaticos indicativos de dano hepético, em

ratos controle.

Para 0 experimento de numero 1 foram preparados trés grupos experimentais,

conforme Segue:
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- Grupo controle: ratos que ndo sofreram intervencgdo cirirgica;
- Grupo sham: ratos que tiveram 0 nervo isquiatico exposto, porém sem compressao;

- Grupo CCI: ratos que foram submetidos & compresséo unilateral no nervo isquiatico
direito.

Os animais destes grupos experimentais receberam intraperitonealmente solugéo
salina (Solucéo fisiolégica de cloreto de sédio 0,9%, ADV®) ou MeF de S. terebinthifolius, na
dose de 20 mg/kg, por dez dias. A administracdo foi realizada diariamente, com inicio no dia
da intervencdo cirdrgica (dia 0), apés a realizacdo desta e passados os efeitos da anestesia, e
nos dias seguintes sempre em mesmo horéario, ao fim da tarde (Figura 6-a). Nos animais do
grupo controle, as administracbes também iniciaram no dia 0, ao fim da tarde, sempre em
mesmo horario. Para a preparacdo da MeF, esta foi dissolvida em solucdo salina (0,9%), na
concentracdo de 20 mg/mL, de modo que o volume administrado diariamente a cada animal
ndo foi maior do que 0,4 mL. A preparacdo das solucdes ocorreu minutos antes da

administracao.

No experimento 1, os ratos dos diferentes grupos experimentais foram mortos,
metade no dia trés e outra metade no dia dez (Figura 6-a), para a obtencdo do segmento
lombossacral da medula espinal e todo cortex cerebral. Estes tecidos foram utilizados para
avaliacdo dos seguintes parametros pro-oxidantes e antioxidantes: atividades das enzimas
SOD, CAT, GST, GPx, quantificacdo de perdxido de hidrogénio, acido ascérbico, tidis totais

e hidroperoxidos lipidicos.

Ainda no experimento 1, os diferentes grupos experimentais (controle, sham e CCI)
foram submetidos aos testes comportamentais para avaliacdo das alteracdes nas sensibilidades
mecanica e térmica (testes de VVon Frey e placa quente, respectivamente). Os testes foram

realizados no dia O (pré-cirurgia) e aos 3, 5, 7 e 10 dias apds a cirurgia (Figura 6-a).
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Em suma, no experimento 1 foram realizados 12 grupos experimentais (controle
Salina e MeF; sham Salina e MeF; CCI Salina e MeF), mortos em dois tempos (trés dias e dez
dias). Cada grupo experimental foi composto por seis (06) animais, o0 que totalizou 72 ratos

nesta etapa da pesquisa.

No experimento 2 foram usados apenas ratos do grupo controle (grupo sem
intervencdo cirdrgica). Essa etapa foi realizada com o intuito de avaliar possiveis efeitos
toxicos da administracdo da MeF sobre comportamentos do tipo ansiedade e de locomocéo,
utilizando para isso os testes de campo aberto e labirinto 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 bilirrubina), e sobre a massa

corporal dos animais.

Os animais deste experimento 2 receberam intraperitonealmente solugdo salina
(Solucdo fisioldgica de cloreto de sédio 0,9%, ADV®) ou MeF de Schinus terebinthifolius, na
dose de 20 mg/kg, por onze dias. Neste caso, as administracdes foram realizadas por um dia
adicional (onze dias, em vez de dez dias) 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. Assim, o teste de
campo aberto foi realizado no dia nove, enquanto o do labirinto em cruz elevado, no dia onze
(figura 6-b). A administracdo da MeF e solucdo salina foi realizada diariamente, sendo o dia
da primeira administracdo denominado dia 0. As administracdes foram feitas sempre entre
16h30 e 17h. Assim como no experimento 1, a MeF foi dissolvida em solucéo salina (0,9%),
na concentracdo de 20 mg/mL, de modo que o volume administrado ao animal diariamente

ndo foi maior do que 0,4 mL.
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Neste experimento 2, os ratos foram mortos no dia onze (Figura 6-b) e o sangue
coletado para avaliagdo de pardmetros plasmaticos indicativos de dano hepatico. Para

determinacgéo da massa corporal, 0s animais foram pesados no dia O e no dia 11.

Em suma, no experimento 2 foram realizados 2 grupos experimentais (controle Salina
e MeF). Como cada grupo foi composto por doze (12) animais, foram necessarios 24 ratos
para essa etapa da pesquisa. Somando os dois experimentos, o nimero total de animais

necessarios para a realizacao do presente trabalho foi 96 ratos.

A.Experimento 1:

Periodo experimental (dias)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
: Von Fray Von Frey Von Frey Von Frey Von Frey
t Placaquente Placaquente Placaquente Placaquente Placaquente
Cirurgia Morte (Grupos 3 dias IMorte (grupos 10 dias)
: (Shame CCI ColetatecidosSNC ColetatecidosSNC

1:njeg30 2injegdo  3injegdo 4flnjegdo SilnjegSo Hilnjegdo  7iInjegdo 82InjegHo 9ZInjegdo 102Injeg S0

i “Al2injegdo ocorreu no dia 0, 3o fim datarde, & assim nos dias seguintes, até o diad, totalizando 10 administragdes

B.Experumento 2:

Perioda experimental (dias)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
i Pesagem Campo aberto Labirinto
: Fesagem
I 13njegdo2iInjegio  3ZInjegdo 4Znjegdo Silnjegdo Bilnjegdo  7ZInjeqdo 82Injegdo 9ZInjegdo 102InjegE011zInjeg do
Morte

H
Coletasangue §
H

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

Figura 6 — Esquema temporal mostrando os dias das avaliacfes das sensibilidades
mecanica e térmica (testes de von Frey e placa quente, respectivamente), da cirurgia, morte e
coleta dos tecidos nos ratos dos grupos experimentais controle, Sham e CCI (Experimentol,
A); e da pesagem, realizacdo dos testes de campo aberto e labirinto, morte e coleta de sangue

nos ratos do grupo controle (Experimento 2, B).

53



4.4.3 Compressao no nervo isquiatico

Para o procedimento de compressdo no nervo isquidtico direito, os ratos foram
previamente anestesiados com uma solugdo de cetamina (90 mg/kg, i.p.) e xilazina (10 mg/kg,
i.p.) e posicionados em decubito dorsal para a realizacdo da tricotomia da coxa direita. A
intervencdo foi iniciada pela assepsia da pele com &lcool 70%, seguida de incisdo cutanea e
subcutanea longitudinal no membro posterior direito, no terco médio da coxa, para expor o
musculo biceps femoral, o qual foi afastado para permitir a visualizacdo e abordagem do
nervo isquiatico direito. O procedimento de compressdo crénica no nervo isquiatico foi
realizado conforme técnica descrita por Bennett e Xie (1988), a qual consiste em realizar
quatro amarraduras leves no tronco comum do nervo (proximo a ramificacdo em sural, tibial e
fibular), com um milimetro de distancia entre um né e outro, resultando em cerca de cinco
milimetros de nervo com compressdo. O fio utilizado para a amarracdo do nervo foi o catgut
cromado 4.0 tipo ¢ bioabsorvivel (Shalon®). Apés o procedimento, o local da incisdo foi
suturado com fio de nylon ndo absorvivel 4.0 (Somerville®) e o antimicrobiano rifamicina
(Rifocina Spray® 10 mg/mL, 1 jato) foi aplicado sobre a pele suturada. Os animais
pertencentes ao grupo denominado sham ou manipulado passaram por todo este processo,
com excecdo da compressdo nervosa. Os animais controle ndo sofreram intervencao cirurgica.
Ap0s a cirurgia, os animais foram reacomodados nas caixas com maravalha e mantidos em
observacdo no Laboratério de Neurobiologia até a recuperacdo anestésica. Em seguida,

ocorreram as primeiras administracdes de MeF ou salina, conforme descrito previamente.
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4.4.4 Parametros nociceptivos
4.4.4.1 Sensibilidade térmica (Teste da placa quente)

Para a determinacdo da sensibilidade térmica nos animais CCI, sham e controle, 0s
mesmos foram submetidos ao teste da placa quente. Vinte e quatro horas antes do teste os
animais foram ambientados a placa em temperatura ambiente, por um periodo de 5 minutos.
Nos dias do teste, a placa foi aquecida e mantida a temperatura de 50° C. Entéo, cada animal
foi colocado sobre esta placa e o tempo para a manifestacdo de comportamentos indicativos
de nocicepcao (reflexo de retirada das patas, lamber as patas) foi determinado e anotado.
Assim que o animal manifestou tal comportamento, este foi imediatamente retirado do contato
com a placa para ndo lesionar os tecidos com a alta temperatura. O tempo de corte foi 20
segundos, apds o qual o animal foi retirado da placa quente. Os testes foram realizados no dia
0 (pré-cirurgia) e aos 3, 5, 7 e 10 dias apds a mesma, entre nove e dez horas da manhd, pelo

mesmo experimentador.

4.4.4.2 Sensibilidade mecénica

Para a determinagdo da sensibilidade mecénica nos animais CCI, sham e controle, 0s
mesmos foram submetidos ao teste de VVon Frey, empregando-se analgesimetro digital. Vinte
e quatro horas antes do teste os animais foram ambientados as caixas de acrilico proprias para
0 teste, por um periodo de 5 minutos. Nos dias do teste os ratos foram colocados
individualmente nestas mesmas caixas de acrilico, cujo assoalho é composto por uma malha
metélica de 5 mmz2, permitindo ao experimentador visualizar e acessar as patas dos animais.
Utilizando-se um equipamento de VVon Frey eletronico (Analgesimetro digital Insight), foram
aplicadas pressbes crescentes a superficie plantar da pata posterior direita do animal

(ipsilateral a lesdo, no caso dos sham e CCI) até que se observasse um movimento de retirada
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do membro. A presséo aplicada foi instantaneamente convertida em forga pelo transdutor e
registrada pelo equipamento, em gramas. Em cada um dos dias do experimento, cada animal
recebeu cinco aplicacdes de pressdo, com intervalo de 10-15 segundos entre cada uma, e a
media das leituras de forga representou o limiar de sensibilidade mecénica para aquele animal,
naquele periodo. Os testes foram realizados no dia O (pré-cirurgia) e aos 3, 5, 7 e 10 dias ap6s

a mesma, entre oito e nove horas da manha, pelo mesmo experimentador.

4.5 Efeito da administracdo da fracdo metandlica de Schinus terebinthifolius
sobre parametros de estresse oxidativo em medula espinal e cortex cerebral de ratos

controle, sham e com compressao no nervo isquiatico

4.5.1 Preparacdo das amostras

Imediatamente apds a morte dos animais, por decapitacdo, a medula espinal e o
encéfalo foram removidos e transferidos para uma placa de Petri resfriada em banho de gelo,
contendo solucdo salina 0,9%. O segmento lombossacral da medula espinal e todo o cortex
cerebral foram separados, pesados e congelados em nitrogénio liquido. A homogeneizacao
dos tecidos foi realizada em solucdo aquosa de cloreto de potassio (1,15%), em um volume de
cinco vezes a massa de cada tecido, e solucdo isopropandlica de fenilmetilsulfonil fluoreto
(100 mM), em um volume de um vigésimo da massa de cada tecido. Ap6s homogeneizacéao
em aparelho mixer manual, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 1000 g
(Centrifuga refrigerada RC-5C, Sorvall). Os sobrenadantes foram reservados para 0s
diferentes ensaios e mantidos em freezer a -80°C até o momento das determinactes

bioguimicas. Excetuando-se a medida do peréxido de hidrogénio, os demais ensaios (SOD,
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CAT, GPx, GST, AA, T-SH, lipoperoxidagdo) foram realizados com os tecidos nervosos

homogeneizados, como recém descrito.

4.5.2 Atividade das enzimas antioxidantes

A atividade da enzima catalase (CAT) foi quantificada conforme técnica descrita por
Aebi (1984). A medida foi realizada em cubeta de quarzto empregando-se 50 uL de amostra
do tecido nervoso, 1.950 uL de tampdo fosfato 0,1 M (pH = 7,4) e 50 uL de per6xido de
hidrogénio (0,88 M), a partir do qual observou-se o gradativo decaimento nas absorbancias
medidas, nos tempos 0, 15, 30 s, 45 s e 60 s, representando a a¢éo enzimatica da catalase das
amostras sobre o perdxido de hidrogénio em solugdo. As leituras foram realizadas em
comprimento de onda de 240 nm (Espectrofotdmetro T60, PG Instruments). Os resultados

foram expressos em picomoles por miligrama de proteina.

Para quantificar a atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) realizou-se
técnica descrita por Misra e Fridovich (1972), cujo método consiste em avaliar indiretamente
a acao desta enzima, que ao neutralizar os radicais superoxido gerados durante a auto-
oxidacdo da adrenalina reduz a formacdo de adrenocromo, um subproduto colorido desta
auto-oxidacdo e que pode ser medido em comprimento de onda de 480 nm. Inicialmente
realizou-se uma leitura temporal das absorbancias (Espectrofotometro T60, PG Instruments)
da adrenalina (60 mM, pH = 2), em meio contendo tampéo glicina (pH = 11,3). Em pH
elevado a auto-oxidacdo é favorecida e o equipamento registrou a formacéo de adrenocromo
caracteristica. Em seguida, realizou-se a leitura da absorbancia das amostras, cada qual nos
volumes de 15 e 30 uL em presenca de 50 uL de adrenalina. Neste caso, em fungdo da
presenca de SOD nas amostras, menos adrenocromo foi formado. O ensaio proporciona uma

medida indireta da atividade enzimatica, e por isso 0s resultados foram expressos em unidades

57



de SOD por miligrama de proteina, que representa a quantidade de enzima capaz de inibir em

50% a velocidade de auto-oxidacéo da adrenalina.

Para determinacdo da atividade da enzima glutationa transferase (GST), empregou-
se técnica cujo principio baseia-se na conjugacdo da glutationa reduzida (GSH) ao 1-cloro-
2,4-dinitrobenzeno (CDNB), pela GST presente na amostra em estudo. O composto
resultante, dinitrofenilglutationa, pode entdo ser detectado espectrofotometricamente, a 340

nm, conforme descrito por Habig, Pabst e Jacoby (1974).

Em uma cubeta de quartzo, adicionaram-se 0s seguintes reagentes: 970 uL de tampéo
fosfato 0,1 M (pH = 6,5), 30 uL de amostra e 200 uL de GSH. Zerou-se o espectrofotdometro e
rapidamente adicionou-se 100 uL de CDNB (20 mM). A reacéo foi observada por um minuto,
e as absorbancias nos tempos 0 e 60 s foram anotadas, para posterior calculo da atividade

enzimatica, expressa em picomoles por minuto, por miligrama de proteina.

A enzima glutationa peroxidase (GPx) catalisa a reacdo de hidroperoxidos com a
glutationa reduzida (GSH) para formar glutationa oxidada (GSSG) e o produto da reducédo do
hidroperdxido. Logo, sua atividade pode ser determinada medindo-se o consumo de NADPH
na reacdo de reducdo acoplada & reacdo da GPx (FLOHE e GUNZLER, 1984). Para esta
determinacgdo, mediu-se a atividade da glutationa peroxidase a 340 nm, em um meio de reacao
que continha: tampéo fosfato (140 mM, pH = 7,5), EDTA (1 mM), NADPH (0,24 mM), azida
sodica (1 mM), GSH (5 mM), glutationa redutase (0,25 U/mL) e, por fim, hidroperdxido de
ter-butila (0,5 mM). A atividade da GPx foi expressa em nmoles de perdxido/hidroperdxido

reduzido /min/mg de proteina.
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4.5.3 Acido ascorbico

O ensaio de quantificacdo do &cido ascdrbico foi realizado conforme técnica descrita
por Roe e Kuether (1942), com pequenas adaptacdes. Inicialmente produziu-se uma curva
padrdo de &cido ascérbico (AA). As diferentes concentracbes de AA foram entdo misturadas
com carvao ativado, de granulometria 1-2 mm, tratado previamente com &cido cloridrico
(10%), para conversdo do AA em sua forma oxidada, o dehidroascorbato. Apds, adicionou-se
10 pL de solucédo de tiouréia (10%) e 75 uL de 2,3-dinitrofenilhidrazina (DNPH) (2%) e os
tubos ependorfs contendo essa mistura de solugbes foram colocados em banho-maria a 37 °C,
por 3 horas. Terminado este periodo de tempo, adicionou-se 375 uL de acido sulfurico (85%),
gota a gota, com os ependorfs em banho de gelo, e aguardou-se 30 minutos para leitura das
absorbancias em espectrofotdmetro, a 540 nm (Espectrofotometro T60, PG Instruments). Na
presenca de AA desenvolve-se uma coloracdo alaranjada, proporcional a concentracdo. As
amostras tiveram o mesmo tratamento, porém com a adi¢do de &cido tricloroacetico ocorre
desproteinizacao, sendo necessario centrifugar novamente os ependorfs por breve periodo de
tempo, e seguir o ensaio utilizando o sobrenadante obtido. A partir da curva padréo,
obtiveram-se as concentragdes de AA (sob a forma de dehidroascorbato) das amostras em

micromolar de AA por miligrama de proteina.

4.5.4 Peroxido de Hidrogénio

O ensaio para mensurar a concentracdo de peroxido de hidrogénio nos tecidos baseia-
se na oxidacdo do vermelho de fenol por este peroxido, mediado pela peroxidase do rabanete,
e foi conduzido conforme técnica descrita por Pick e Keisari (1980), com pequenas
modificacdes. Para tanto, fatias finas do tecido nervoso foram incubadas em tampao dextrose-

fosfato (5 mM; 10 mM, pH = 7,0), por 30 minutos, sob agitacdo. Apos este periodo, 0 meio de
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incubacdo foi coletado e adicionado a solugdo contendo vermelho de fenol (0,28 mM) e
peroxidase de rabanete (8,5 U/mL). Apds 5 minutos de espera, adicionou-se a essa mistura
hidréxido de sédio (1,0 M) e realizou-se a leitura da absorbéancia, em comprimento de onda de
610 nm (Espectrofotdmetro T60, PG Instruments). Os resultados foram expressos em

micromols de perdxido por grama de tecido.

4.5.5 Tiois Totais

A medida da concentracdo de tiois totais (T-SH) foi conduzida conforme descrito por
Aksenov e Markesbery (2001). Para tanto, 30 uL de amostra foram misturados a 1 mL de
tampao PBS/EDTA (pH = 7,5) e a 30 uL de acido 5,5’- ditiobis (2-nitrobenzoico) (DTNB, 10
mM). Apos 30 minutos de incubacéo, a temperatura ambiente, as absorbancias foram lidas a
412 nm (Espectrofotémetro T60, PG Instruments). A medida de TNB formado foi calculada

conforme a formula;

TNB = (As12 - As12 sem proteina — As12 sem pTNB)/ €412TNB, ONdE:

eqorne = 14.150 Mt.em™?, Ay, é a absorbancia da amostra; Asiz sem proteina € @
absorbancia do meio reacional sem amostra; As12 sm ptne € a absorbancia do meio sem

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

4.5.6 Hidroperoxidos lipidicos

Os hidroperéxidos sdo produtos primarios da oxidacdo dos acidos graxos
poliinsaturados. Um dos métodos para medir a concentracdo destes compostos € a técnica do
xilenol laranja, cujo método baseia-se na reacdo de oxidagdo do Fe*? a Fe™, na presenca de

lipoperé6xidos e formacéo de complexos de Fe** com xilenol laranja (JIANG; WOOLLARD:;
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WOLFF, 1991). O reagente de trabalho foi composto por metanol 90%, xilenol laranja 100
uM, &cido sulfarico 25 mM, BHT 4 mM e sulfato ferroso 250 uM. A mistura foi preparada no
dia do experimento. As amostras de tecidos foram diluidas em agua (1:10) antes do ensaio e
separadas em duas aliquotas de 90 pL cada, sobre as quais foi adicionado 10 uL de metanol
(99%) ou 10 pL de trifenilfosfina (TPP) (10 mM). Ambos os grupos foram incubados por 30
minutos, a temperatura ambiente. Apds, pipetou-se em microplaca de 96 pogos 10 uL de
amostra em quadruplicata (uma duplicata com metanol e outra duplicata com TPP) e, em
seguida, adicionou-se 90 uL do reagente de trabalho. A placa permaneceu em agitacdo por 30
minutos, a temperatura ambiente (22 + 2°C), e depois as absorbancias foram lidas a 570 nm
(Espectrofotdbmetro com leitor de microplacas Anthos Zenyth, 200rt). Os valores de
absorbancia (abs) utilizados para os célculos foram: abs = absmetanol — absTPP. Os

resultados foram expressos em nanomoles de hidroperéxidos por miligrama de proteina.

4.5.7 Proteinas

A quantificacdo do conteddo proteico dos tecidos foi realizada pelo método
colorimétrico descrito por Lowry et al. (1951), em espectrofotdmetro SP-22, BIOSPECTRO,
em comprimento de onda de 625 nm. O contetddo de proteinas da amostra foi calculado com
base nas absorbancias desta e de um fator de calibracdo obtido de uma curva-padrdo de

albumina.
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4.6 Efeito da administracdo da fracdo metandlica de Schinus terebinthifolius
sobre comportamentos locomotores e do tipo ansiedade, massa corporal e parametros
plasméticos indicativos de dano hepatico em ratos controle

O campo aberto (CA) e o labirinto em cruz elevado (LCE) sdo testes largamente
utilizados para avaliar comportamentos relacionados a ansiedade e locomotores em animais
(especialmente roedores) expostos a uma situacdo naturalmente aversiva (espagos abertos,
desprotegidos e elevados) (SCHMITT; HIEMKE, 1998; PRUT; BELZUNG, 2003). Varias
substancias podem modificar estes comportamentos, e é pertinente avaliar possiveis efeitos

toxicos empregando tais testes.

Animais sem qualquer manipulacdo cirurgica (grupo controle), que receberam MeF
(20 mg/kg) ou salina, foram submetidos ao teste de campo aberto (dia 09) e ao teste de
labirinto em cruz elevado (dia 11), para avaliar possiveis efeitos toxicos da MeF sobre a
atividade locomotora e sobre comportamentos relacionados a ansiedade. Ambos 0s testes
foram realizados pela manhd (10h), em dias diferentes (9 e 11) para evitar estresse aos
animais. O namero de animais utilizados para estes experimentos foram 12 por grupo (salina e

MeF), totalizando 24 ratos.

4.6.1 Teste do Campo aberto

O campo aberto consistiu em uma arena circular (90 cm diametro, 50 cm altura) cujo
piso estava marcado em 12 setores (4 centrais 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 saber: nimero de
cruzamentos totais, periféricos e centrais; laténcia (em segundos) para o primeiro cruzamento;

laténcia para entrar nos setores centrais e tempo gasto neles (em segundos); numero de
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rearings (comportamento exploratério em que o animal fica sobre duas patas), tempo de
congelamento (freezing) e auto-limpeza (grooming) (em segundos). O numero de
cruzamentos foi avaliado como medida da atividade motora e a laténcia para entrar e o tempo
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 com dois bragos abertos, opostos
(40 cm x 10 cm) e dois bracos fechados, também opostos e de mesma medida dos abertos,
elevados a 50 centimetros do solo. No dia do teste, os animais foram ambientados na sala de
comportamento (20 minutos) e, entdo, colocados individualmente no centro do labirinto, e os
seguintes parametros comportamentais foram registrados por 5 minutos: numero de entradas e
tempo gasto nos bracos abertos e fechados. As porcentagens destas variaveis foram calculadas
posteriormente em relacdo ao numero total de entradas e do tempo gasto em ambos o0s bracos.
Também foi registrado o nimero de vezes que o animal apresentou 0s comportamentos de
rearing e head dip nos bracos abertos e o tempo (em segundos) em que realizou o

comportamento de avaliacdo de risco (risk assessment).

4.6.3 Massa corporal

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

final do tratamento, no dia 11 (Figura 6-b)
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4.6.4 Parametros plasmaticos

O efeito da administragdo de MeF e salina em animais controle, por 11 dias, foi
avaliado quanto a alguns parametros plasmaticos indicativos de dano hepatico. Para tanto, o
sangue destes animais foi coletado em tubos eppendorfs contendo heparina e prontamente
centrifugado por 20 minutos, a 1000 g (Sorvall). O plasma foi utilizado na analise das
enzimas alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), gama-
glutamiltranspeptidase (GGT) e bilirrubina total, direta e indireta (kits comerciais da In

Vitro Diagnostica, Brasil).

4.7 Analise estatistica

O célculo do ndmero minimo de animais (n) foi realizado a partir de dados de:
atividade de enzimas antioxidantes em animais com compressdo periférica (NAIK et al.,
2006), para as técnicas de estresse oxidativo; dados de ratos com lesdo nervosa periférica
submetidos ao teste da placa quente (GUEDES et al, 2006), para 0s parametros nociceptivos;
dados do labirinto em cruz elevado (SOUZA et al.; 2013), para avaliar os comportamentos do
tipo ansiedade e locomotor. Foi estabelecido nivel de significancia de 0,05 e poder estatistico
de 90%. Os dados de fenois totais e atividade antioxidante foram analisados por ANOVA de
uma via, seguida do pdés-teste de Tukey, exceto no ensaio do DPPH, onde foi conduzido o
teste de Kruskal-Wallis. Os resultados dos testes de Von Frey e da placa quente foram
analisados pelo emprego de ANOVA para amostras repetidas, seguida do pds-teste de Tukey.
Os resultados dos parametros de estresse oxidativo foram analisados estatisticamente por
meio de ANOVA de trés vias seguida do pds-teste de Holm-Sidak. Os dados bioquimicos
plasméticos, de massa corporal e labirinto em cruz elevado foram analisados pelo teste “t” ndo

pareado. Os dados do teste de campo aberto foram analisados pelo teste de Mann-Whitney.
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Em todos os testes foram consideradas diferengas estatisticamente significativas quando o
valor de P foi <0,05. Todas as andlises estatisticas foram realizadas usando os softwares

Sigma Stat 3.5 e Origin 8.0.
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5. RESULTADOS

5.1 Triagem fitoquimica e avalia¢do da atividade antioxidante das fracGes obtidas

das folhas de Schinus terebinthifolius

5.1.1 Rendimento das fracOes

As fracdes obtidas das folhas de Schinus terebinthifolius, apds remocéo do solvente,
apresentaram os seguintes rendimentos: HeF (3,84%), DcF (1,49%), EtF (1,63%) e MeF

(5,30%).

5.1.2 Triagem fitoquimica das fracdes

A partir da triagem fitoquimica qualitativa, empregando-se cromatografia em camada
delgada, alguns reveladores e padrGes de referéncia, identificou-se a presenca de
antraquinonas, triterpenos/esterdides e compostos fendlicos em todas as fracbes, embora a
intensidade da reacdo positiva tenha sido distinta entre elas (Tabela 2-c). As fracdes EtF e
MeF também apresentaram flavonoides, e apenas a MeF apresentou cumarinas. Nenhuma das
fracbes apresentou reacdo positiva frente ao reagente de Dragendorff (revelador para

alcaloides) (Tabela 2-c).

Os resultados da quantificacdo de fendis totais mostraram-se consoantes com a
intensidade de reacdo positiva na triagem qualitativa (Tabela 2-b). Obtiveram-se as maiores

concentracdes destes compostos na MeF (406,35 mg EAG/g fracdo), sequido por EtF (357,62
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mg EAG/g fracdo). As menores concentragdes foram encontradas nas DcF (32,27 mg EAG/g

fracdo) e HeF (7,49 mg EAG/g fragéo).

5.1.3 Atividade antioxidante das fragdes

No ensaio da atividade sequestradora do radical DPPH, embora a andlise ndo-
paramétrica mostrou que nao houve diferenca significativa entre os resultados de CE50 das
fracOes e padrdes antioxidantes (exceto AA x HeF, p<0,05), os valores apresentados por MeF
e EtF foram semelhantes aos dos antioxidantes acido ascérbico e BHT (Tabela 2-a), enquanto
HeF e DcF 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 EtF, com valores de CEsp similares ao do BHT. Neste
teste, as fracbes DcF e MeF apresentaram valores de CE50 maiores, indicando menor
atividade antioxidante quando comparadas as outras fracdes e ao padrédo (p<0,001) (Tabela 2-
a).

No ensaio que avaliou a capacidade antioxidante total (TRAP), as maiores atividades
foram apresentadas pela EtF, seguida pela fracdo MeF, quando testadas nas concentracdes de
2,5 e 5 ng/mL. Nas concentracdes de 25 e 50 ug/mL, por sua vez, a MeF apresentou maior
atividade, seguida pela EtF. Os valores de equivalentes de Trolox apresentados pelas HeF e
DcF foram aproximadamente 50% menores do que os apresentados pela EtF e MeF, nas
diferentes concentracdes testadas.

Considerando a presenca de variados compostos fendlicos (antraquinonas,
flavonoides, cumarinas), a maior concentracdo de fendis totais e 0 bom desempenho nos testes
antioxidantes (DPPH e TRAP), a fracdo metandlica (MeF) foi eleita para o estudo do
potencial antinociceptivo de Schinus terebinthifolius em ratos submetidos a compressdo no

nervo isquidtico. Além disso, MeF apresentou o maior rendimento e adequada dissolugdo no
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veiculo de administragdo intraperitoneal (solugdo fisioldégica 0,9%), sem a necessidade da

adicdo de adjuvantes.

Tabela 2. Propriedades antioxidantes (A), teor de fendis totais (B) e classes de constituintes

vegetais (C) das diferentes fracOes obtidas de folhas de Schinus terebinthifolius.

FracOes de Schinus terebinthifolius

HeF

DcF

EtF

MeF

Antioxidante

padrao
A
BHT
6,23% +
6,14 (25%)
Atividade sequestradora 688,43% + 238,87+ 5,23% + 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%)
Alividade sequestradora g9 09 4 4 82 146,21+ 6,8° 32,57 +0,8° 134,09+ 7,0° BHT
do radical Hidroxil**, em ac
CEx, 46,21+0,8
_ 25ugmL 1,5+#0,03% 2,3+£0,03° 55+001° 3,2+0,04°
PEATEATE Sug/mL 1,7+£01* 24£003" 52+001° 400,07
Antioxidante a b c c
Total 10ug/mL 1,9+0,1 2,5+0,03 55+0,01 4,9 +0,08 N.D
(TRAP)**  2sugmL  13+01°  26£01°  53+002° 580,08
sougimL 1,6 0,1 29+01° 56+001° 6,9+0,06°
B
Fendis Totais** 749+1,0° 3227+84% 357,62+19° 406,35+ 16°
C
Antraquinonas ++ ++ + +
Triterpenos/Esteroides + + ++ +
Compostos fendlicos + + ++ ++
Flavonoides - - ++ ++
Cumarinas - - - +
Alcaloides - - - -

CEso: quantidade de antioxidante necessaria para decrescer em 50% a concentracao inicial do

radical em estudo.

*Dados representam a mediana e percentis 25 e 75%; **Dados representam a media £ erro
padrdo da média. Os dados que estdo na mesma linha, com letras sobrescritas diferentes, sao
significativamente diferentes (p<0.05). N.D (ndo determinado). AA (Acido ascdrbico). DPPH
(radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila). As unidades foram expressas como: TRAP, em uM
equivalentes de Trolox; DPPH e hidroxil, em pg/mL; Fendis totais, em mg equivalentes de
acido galico (EAG)/g fracdo. (++) reacdo positiva forte; (+) reacdo positiva fraca; (-) auséncia
de reacdo. HeF, fracdo hexano; DcF, fracdo diclorometano; EtF, fracdo acetato de etila; MeF,

fracdo metanol.
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5.2 Efeito da administracdo da fracdo metandlica de Schinus terebinthifolius
sobre parametros nociceptivos em ratos controle, sham e com compressdo no nervo

isquiatico

5.2.1 Sensibilidade térmica

Os animais submetidos a compressdao no nervo isquidtico, tratados com salina,
apresentaram diminuigdo no tempo de laténcia para a retirada das patas no teste da placa
quente, passados trés dias da lesdo nervosa (p<0,05). Esse resultado indica aumento na
sensibilidade térmica (hiperalgia termica) (Figura 7). Nos periodos subsequentes, os valores
apresentaram-se similares aos valores pré-cirurgia. A administracdo de MeF evitou a
ocorréncia de hiperalgesia térmica nos animais do grupo CCI, j& que estes ndo apresentaram
mudancas significativas no tempo de laténcia para a retirada da pata, em relacdo aos valores

pré-cirdrgicos, nos diferentes tempos experimentais.

Os animais dos grupos controle e sham, tantos os que receberam salina quanto MeF,
ndo apresentaram alteracdes significativas nas laténcias de retirada da pata nos diferentes
periodos experimentais, indicando que ndo houve hipersensibilizacdo térmica passivel de ser

medida pela placa quente.

5.2.2 Sensibilidade mecéanica

No teste de Von Frey, os animais submetidos a compressdo no nervo isquiatico,
tratados com salina, apresentaram diminuicdo na forca limiar para a retirada da pata, apos trés
dias da lesdo (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 mecanica (hiperalgesia

mecanica) (Figura 8). Os animais do grupo CCI tratados com MeF, por sua vez, apresentaram
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valores de forga limiar semelhantes aos valores pré-cirurgicos aos trés dias apds a lesdo. O
valor da forca limiar foi significativamente maior do que os valores pré-cirdrgicos também
aos cinco, sete e dez dias apos a lesdo (p<0,05). Estes resultados mostram que o tratamento
com MeF evitou o desenvolvimento de hipersensibilidade mecénica nos animais submetidos a

compressdo no nervo isquidtico, nos referidos tempos experimentais.

Nos animais do grupo sham tratados com salina, observou-se diminuicdo na 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 animais sham tratados com MeF, ndo se observou
a diminuicdo no limiar de forca em nenhum dos periodos experimentais, mostrando que o

tratamento evitou o fendmeno de hipersensibilizacdo também nos animais com lesdao sham.

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

alteracdes nos limiares de forca, em nenhum dos tempos analisados.

70



Sensibilidade térmica
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Figura 7 — Medidas da sensibilidade térmica em ratos sem qualquer manipulagéo cirargica

(Controle), submetidos a manipulacdo (SHAM) e compressdo no nervo isquiatico (CCI) que

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

obtida a partir de folhas de Schinus terenbinthifolius, na dose de 20 mg/kg/dia, por dez dias.

As medidas foram realizadas nos dias 0 (pre-leséo), 3, 5, 7 e 10 ap0s a intervencéo cirurgica.

* Indica diferenca significativa quando comparado ao tempo 0 (pré-lesdo), do mesmo grupo

experimental (P<0,05, ANOVA para amostras repetidas, seguida do pos-teste de Tukey). CCl,

do inglés chronic constriction injury.
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Figura 8 — Medidas da sensibilidade mecanica em ratos sem qualquer manipulacao cirargica
(Controle), submetidos a manipulacdo (SHAM) e compressdo no nervo isquiatico (CCI) que
receberam administracGes intraperitoneais de solucdo salina ou fracdo metandlica (MeF)
obtida a partir de folhas de Schinus terenbinthifolius, na dose de 20 mg/kg/dia, por dez dias.
As medidas foram realizadas nos dias 0 (pre-leséo), 3, 5, 7 e 10 ap0s a intervencéo cirurgica.
* Indica diferenca significativa quando comparado ao tempo 0 (pré-lesdo), do mesmo grupo
experimental (P<0,05, ANOVA para amostras repetidas, seguida do pos-teste de Tukey). CCl,

do inglés chronic 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,

sham e com compressdo no nervo isquiatico

Inicialmente serdo apresentados os resultados dos parametros de estresse oxidativo na
medula espinal, e ap6s no cortex cerebral. Para uma 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 superoxido dismutase (SOD) aumentou significativamente na
medula espinal dos animais tratados com salina e submetidos a cirurgia sham e CCI, quando
comparada aos valores do grupo controle. Esse acréscimo estava presente aos trés dias e aos
dez dias apos a cirurgia (p<0,05). Nos animais tratados com MeF, observou-se situacdo
semelhante. A atividade da SOD aumentou na medula espinal dos ratos sham e CClI, nos dois

periodos avaliados (p<0,05) (Figura 9-A).

A atividade da catalase (CAT) apresentou-se elevada na medula espinal dos animais
sham tratados 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 grupos sham e CCI tratados com 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 apresentou-se elevada, em mesma magnitude,
na medula espinal do grupo sham (p<0,05). Aos dez dias, entretanto, diferente do que se
observou no tratamento com salina, apenas o grupo sham apresentou atividade da CAT

diminuida na medula espinal (p<0,05) (Figura 9-B).
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A atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx) mostrou-se diminuida na medula
espinal dos grupos sham e CCI salina, quando comparados ao seu controle, tanto aos trés dias
como aos dez dias (p<0,05). Nos animais que receberam MeF, uma diminui¢do na atividade
da GPx da medula espinal foi observada no grupo CCI, aos trés dias, e nos grupos sham e

CCl, aos dez dias (p<0,05) (Figura 9-C).

A concentracdo de peroxido de hidrogénio apresentou-se elevada na medula espinal
dos ratos sham tratados com salina, tanto aos trés dias (p<0,001) quanto aos dez dias
(p<0,05), quando comparada aos valores dos grupos CCI e controle dos respectivos periodos.
Os animais tratados com MeF ndo apresentaram diferencas significativas nas concentracoes

de peroxido de hidrogénio da medula espinal (Figura 9-D).

A atividade da enzima glutationa transferase (GST), a semelhanca do que se observou
na atividade da GPx, mostrou-se diminuida na medual espinal dos grupos sham e CCI salina,
quando comparados ao seu controle, tanto aos trés dias como aos dez dias (p<0,001). A
atividade da GST também apresentou-se diminuida na medula espinal dos ratos sham e CCI

tratados com MeF, aos trés dias e aos dez dias (p<0,001) (Figura 10-A).

A concentracdo de tiois totais (T-SH), assim como a atividade da GPx e GST,
mostrou-se diminuida na medula espinal dos grupos sham e CCI que receberam administracao
de salina, quando comparados ao seu controle (p<0,001). Essa reducdo foi observada tanto
aos trés dias como aos dez dias. Nos animais tratados com MeF, a concentracdo de T-SH da
medula espinal aumentou no grupo sham e diminuiu no grupo CCI, aos trés dias (p<0,001).
Aos dez dias, a concentracdo de T-SH apresentou-se diminuida na medula espinal dos grupos
sham e CCI (p<0,001). Aqui é importante salientar que o grupo controle tratado com MeF,

por dez dias, apresentou maiores concentracdes de T-SH na medula espinal, quando
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comparado aos grupos controle que receberam salina por trés dias e dez dias, e ao proprio

grupo controle tratado com MeF por trés dias (p<0,05) (Figura 10-B).

A concentracdo de &cido ascorbico (AA), na forma de dehidroascorbato, mostrou-se
aumentada na medual espinal dos animais do grupo CCI salina, tanto aos trés dias quanto ao
dez dias, quando comparados aos grupos sham e controle de seu respectivo periodo (p<0,05).
Nos animais tratados com MeF, o aumento de AA na medula espinal do grupo CCI foi
abservado aos trés dias (p<0,05), mas ndo aos dez dias, quando as concentracdes de AA nesse
tecido ndo apresentaram modificagdes significativas entre 0s grupos experimentais (Figura

10-C).

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

controle, sham e CCI, de mesmo tratamento e periodo (Figura 10-D).
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Figura 9 — Parametros de estresse oxidativo em medula espinal de ratos sem qualquer

manipulacdo cirargica (Controle), submetidos a manipulacdo (Sham) e compressdo no nervo

isquiatico (CCI) que receberam administracGes intraperitoneais de solucao salina ou fracédo

metanolica (FM) de Schinus terenbinthifolius, na dose de 20 mg/kg/dia, por dez dias. Estdo

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

peroxidase (C) e concentracdes de perdxido de hidrogénio (D). Os dados representam a média

+ 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 pos-teste de Holm-Sidak).
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Figura 10 — Parametros de estresse oxidativo em medula espinal de ratos sem qualquer
manipulacdo cirargica (Controle), submetidos a manipulacdo (Sham) e compressdo no nervo
isquiatico (CCI) que receberam administracfes intraperitoneais de solucdo salina ou fracdo
metanolica (FM) de Schinus terenbinthifolius, na dose de 20 mg/kg/dia, por dez dias. Estdo
representadas a atividade da enzima glutationa transferase (A) e concentracdes de tidis totais
(B), acido ascorbico (C) e hidroperéxidos lipidicos, produtos de lipoperoxidacdo (D). Os
dados representam a média + 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 pos-teste de
Holm-Sidak).

77



5.3.2 Cértex cerebral

No cortex cerebral, a atividade da SOD ndo variou significativamente em nenhum dos
tempos nos animais dos grupos sham e 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 cortex cerebral dos animais sham, aos trés dias, e nos animais CCl,

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

A atividade da CAT ndo apresentou modificacdes signiticativas no cértex cerebral,
quando comparados os grupos controle, sham e CCI de mesmo tratamento e periodo (Figura

11-B).

Aos trés dias, a atividade da GPx ndo mudou significativamente no cortex cerebral dos
ratos controle, sham e CCI tratados com salina e MeF. A atividade dessa enzima, por sua vez,
apresentou-se diminuida no cortex cerebral dos ratos sham e CCI tratados com salina e MeF

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

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

sham e CCI tratados com salina e MeF aos dez dias (Figura 11-D).

A atividade da GST, por sua vez, ndo apresentou modificacdes signiticativas no cortex
cerebral, quando comparados os grupos controle, sham e CCI, de mesmo tratamento e periodo

(Figura 12-A).
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A concentragdo de T-SH também ndo apresentou modificagBes signiticativas no cortex
cerebral, quando comparados os grupos controle, sham e CClI, de mesmo tratamento e periodo

(Figura 12-B).

J& a concentracdo de AA, tanto aos trés dias como aos dez dias, apresentou-se
diminuida no cortex cerebral dos animais sham salina, 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 os valores dos ratos sham
mantiveram-se diminuidos (p<0,001). Aos dez dias, a semelhanca do ocorrido no grupo salina
para o periodo, apenas o cortex cerebral do grupo sham apresentou menores concentracoes de

AA (p<0,001) (Figura 12-C).

Os valores de hidroperoxidos lipidicos ndo apresentaram modificacGes signiticativas
no cortex cerebral, quando comparados os grupos controle, sham e CCI, de mesmo tratamento

e periodo (Figura 12-D).
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Figura 11 — Parametros de estresse oxidativo em cdrtex cerebral de ratos sem qualquer

manipulacdo cirargica (Controle), submetidos a manipulacdo (Sham) e compressao no nervo

isquiatico (CCI) que receberam administracfes intraperitoneais de solucdo salina ou fracdo

metanolica (FM) de Schinus terenbinthifolius, na dose de 20 mg/kg/dia, por dez dias. Estdo

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

peroxidase (C) e concentragdes de perdxido de hidrogénio (D). Os dados representam a média

+ 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 pos-teste de Holm-Sidak).
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Figura 12 — Parametros de estresse oxidativo em cdrtex cerebral de ratos sem qualquer
manipulacdo cirargica (Controle), submetidos a manipulacdo (Sham) e compressao no nervo
isquiatico (CCI) que receberam administracGes intraperitoneais de solucdo salina ou fracdo
metanolica (FM) de Schinus terenbinthifolius, na dose de 20 mg/kg/dia, por dez dias. Estdo
representadas a atividade da enzima glutationa transferase (A) e concentracdes de tiois totais
(B), acido ascorbico (C) e hidroperdxidos lipidicos, produtos de lipoperoxidacdo (D). Os
dados representam a média + 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 poOs-teste de
Holm-Sidak).



Na figura 13 encontra-se um esquema mostrando uma sintese dos resultados dos parametros

de estresse oxidativo avaliados nesse estudo.
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Figura 13 — 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 (Sham) e compressdo no
nervo isquiatico (CCI) que receberam
administracbes intraperitoneais de
solucdo salina  (A) ou fracdo
metandlica  (MeF) de  Schinus
terenbinthifolius (B), na dose de 20
mg/kg/dia, por trés dias e dez dias.
Para abreviaturas, ver texto ou lista de

abreviaturas e siglas.
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5.4 Efeito da administracdo da fracdo metandlica de Schinus terebinthifolius
sobre comportamentos locomotores e do tipo ansiedade, massa corporal e parametros

plasmaticos indicativos de dano hepatico em ratos controle

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

Os parametros plasmaticos analisados (y-GT, AST, ALT, bilirrubina e suas fracfes)
ndo diferiram significativamente entre 0s animais que receberam salina e MeF por onze dias
(Tabela 4). A administracdo de MeF também ndo modificou, de forma estatisticamente
significativa, a massa corporal dos animais tratados por onze dias (inicial: 234 + 7g; final: 256
+ 5¢), quando comparado ao grupo que recebeu salina pelo mesmo periodo (inicial: 245 +

11g; final: 287 + 149).
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Tabela 3. Efeitos da administracdo de fracdo metandlica (MeF) das folhas de Schinus

terebinthifolius e salina sobre comportamentos do tipo ansiedade e locomogdo em ratos sem

qualquer intervencgéo cirdrgica.

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 bracos 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
Rearings nos bracos abertos 0,00 0,00 0,00 0,00 -
Head dips 7,42 2,36 7,42 1,82 1,0
Risk assessment (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
Cruzamentos totais 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

Resultados estdo expressos como media + erro padrdo da média (Teste do labirinto) e
mediana e percentis (Teste do campo aberto); n = 12 ratos. Ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os grupos (Teste t de Student, para Labirinto em Cruz Elevado; Teste de
Mann-Whitney, para o0 Campo Aberto; P<0,05).
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Tabela 4. Efeitos da administracdo de fracdo metandlica (MeF) das folhas de Schinus

terebinthifolius e salina sobre pardmetros plasmaticos indicativos de dano hepético em ratos

sem qualquer intervencdo cirurgica.

Grupos experimentais

Parametros
Salina MeF
AST (UI/L) 32,49 + 1,65 27,16 + 3,10
ALT (UI/L) 5157 +141 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 a média * erro padrdo da média. n = 6 ratos/grupo. AST = aspartato
aminotransferase, ALT = alanina aminotransferase, GGT = y-glutamiltranspeptidase. N&o
foram encontradas diferencas significativas entre os grupos (Teste t-Student, P<0.05).
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivos inicialmente selecionar uma fracéo
antioxidante, com grande concentracdo de compostos fendlicos, a partir de folhas de Schinus
terebinthifolius, uma planta nativa e tradicionalmente usada em quadros dolorosos para,
posteriormente, avaliar os efeitos antinociceptivos da administracdo da mesma, por dez dias,
em ratos com compressdo 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 decorrentes da administracdo da
MeF, por onze dias, em ratos sem qualquer intervencdo cirurgica, avaliando nesses
comportamentos locomotores e do tipo ansiedade, marcadores plasmaticos indicativos de
dano hepatico e massa corporal. Apds triagem fitoquimica qualitativa das fracGes obtidas,
para observar a presenca de classes de compostos vegetais, inclusive fenolicos, e realizacdo da
quantificacdo dos fendis totais em cada fracéo, selecionou-se a fracdo metandlica (MeF) para

a continuidade do estudo.

Os resultados mostraram que os animais submetidos a CClI, e que receberam solucéo
salina, desenvolveram hiperalgesia mecanica e térmica, o que estd de acordo com estudos
prévios (MUTHURAMAN; SINGH, 2011; HORST et al., 2014) e demonstra que a aplicacdo
do modelo foi efetiva em promover alteracBes 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 cirurgia, enquanto em outros trabalhos mostrou-se que este

fendmeno pode durar varios dias (ZUROWSKI et al., 2012; THIAGARANJAN et al., 2012).
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Considerando o que é comumente descrito na literatura, é improvavel que tenha ocorrido
recuperacio dos animais nesse curto periodo de tempo. E provavel que a auséncia de
alteracOes estatisticamente significativas na sensibilidade térmica dos animais CCI, ap06s 0s
trés dias da intervencdo cirdrgica, seja decorrente de uma limitacdo no teste utilizado. Um
exemplo de limitacdo no teste da placa quente é a impossibilidade de se estabelecer o lado
corporal do animal que estd dando menor sustentacdo ao seu peso. Provavelmente os ratos
com lesdo no nervo isquiatico estavam com menor sustentacdo de seu peso corporal no lado
lesionado, mas isto ndo pode ser medido no teste empregado. Apesar dessa limitagéo, o teste
da placa quente € um teste muito utilizado em estudos com modelos experimentais em
condicdes de dor neuropatica (GUEDES ET AL., 2006; MUTHURAMAN; SINGH, 2011,

HORST ET AL., 2014).

O aumento na sensibilidade mecéanica também foi observado nos animais com leséo
sham que receberam administracdo de salina por trés dias apds a cirurgia. Estes dados
mostram que a lesdo sham também resulta em hipersensibilizacdo nos primeiros dias apods a
injaria. Provavelmente essa hipersensibilizacdo seja consequéncia da incisdo nos tecidos
cutaneo e muscular. Sabe-se que a lesdo tecidual provoca liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias, fatores de crescimento e outros mediadores, ocasionando maior excitabilidade
em neurdnios aferentes primarios e sensibilizacdo 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, 2013). Entretanto, a hiperalgesia
decorrente de lesdes teciduais em animais sham é observada de forma transitoria, como
relatado em estudos anteriores deste grupo de pesquisa (GUEDES et al., 2006; SCHEID et al,

2013; HORST et al., 2014).
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A administragdo intraperitoneal da MeF, por sua vez, evitou o desenvolvimento de
hiperalgesia (térmica e mecénica) nos animais submetidos a CCl. Além disso, evitou a
hiperalgesia mecanica nos animais com lesdo sham. Estes resultados sugerem que os efeitos
antinociceptivos, nos dois tipos de lesdes, possivelmente se devem a efeitos modulatérios de
componente(s) da fracdo, como sera discutido a seguir, sobre moléculas com importante papel

no processo de sensibilizacdo periférica e/ou central.

As propriedades medicinais da espécie Schinus terebinthifolius na dor e inflamacéo
ainda sdo pouco estudadas. Entre os estudos que existem a respeito deste tema, a maioria
empregou extratos da planta em modelos de dor inflamatéria aguda. Nesses estudos, a
administracdo de extratos de Schinus terebinthifolius mostrou efeito anti-inflamatério
(MOURELLE, 1993; JAIN et al., 1995; CAVALHER-MACHADO et al., 2008; HERINGER,
2009; KASSUYA, 2012), propriedade também demonstrada por outros membros da familia
Anacardiaceae (MORUCCI et al., 2012; ONASANWO et al., 2012; DAS et al., 2013). Como
a CCl e a lesdo sham induzem inflamacdo no local da lesdo nos primeiros dias apos a
intervencdo cirargica (PATHAK et al.,, 2013; MIFFLIN; KERR, 2013), e esse quadro
inflamatério contribui para a sensibilizacdo e desenvolvimento de hipersensibilidade a
estimulos nocivos e indcuos (VON HEHN; BARON; WOOLF, 2012), é provavel que o efeito
antinociceptivo da MeF tenha sido proporcionado pela acdo anti-inflamatéria de
componente(s) da fracdo. Esta demonstrado que a reducdo no processo inflamatério contribui
para o efeito antinociceptivo observado em estudos com modelos de dor neuropética
(CAMARA et al., 2013). Infelizmente, ndo foram determinados fatores pro-inflamat6rios no
presente estudo. Esse €, sem duvida, um tema interessante que sera abordado em futuros

estudos desse grupo de pesquisadores.
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Quanto as moléculas envolvidas neste efeito anti-inflamatorio e/ou antinociceptivo,
estudos mostraram que compostos fendlicos e triterpenos/esteroides possuem efeitos
benéficos em quadros de dor neuropética e inflamacdo (CALIXTO et al., 2000; QUINTANS
et al., 2014). Como os resultados da triagem fitoquimica por CCD do presente estudo
mostraram a presenca de compostos fendlicos, como flavonoides, cumarinas e antraquinonas,
assim como tripernos/esteroides na MeF de Schinus terebinthifolius, é plausivel considerar
que essas moléculas tenham contribuido para o efeito antinociceptivo observado neste estudo.
Ainda, alguns flavonoides, como quercetina, miricetrina e miricetina, foram identificados em
extratos de Schinus terebinthifolius, e 0s 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 é parcialmente mediado por modulacdo na atividade da proteina cinase C
(PKC) e de canais de calcio, ambos envolvidos nos processos de sensibilizacdo periférica e
central em condigdes dolorosas (VON HEHN; BARON; WOOLF, 2012). Apesar do presente
estudo ndo ter realizado a identificacdo de componentes individuais nas fracoes, é possivel
que tais moléculas estejam presentes na MeF, ja que os flavonoides mencionados podem ser
extraidos com solventes alcodlicos (CERUKS et al., 2007). Nesse caso, ndo se pode descartar
a contribuicdo destes flavonoides no efeito antinociceptivo dessa fracdo. Todavia, como
alguns triterpenos presentes nos frutos e folhas da aroeira apresentaram efeito inibitorio in
vitro sobre a fosfolipase A2 (JAIN et al., 1995), enzima que tem sua atividade aumentada em
condicBes de dor neuropéatica (MA et al., 2013), também é possivel que estes compostos

estejam participando dos efeitos apresentados por MeF.

Além da contribui¢do de moléculas inflamatdrias no desenvolvimento de hiperalgesia
em modelos de dor, como a CCI, este fendmeno também parece relacionar-se a presenca de

peroxinitrito, formado a partir da reacdo do radical superéxido com o 6xido nitrico (NO), no
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sistema nervoso central (TRACHOOTHAM et al.,, 2008; SALVEMINI, 2011). Pode-se
sugerir a formacdo de peroxinitrito em regides do sistema nervoso central dos ratos
lesionados, e contribuicdo dessa molécula no quadro de hiperalgesia dos animais, uma vez
que a CClI induz acréscimo na formagdo de metabdlitos de 6xido nitrico (HORST et al., 2014)
e superoxido (PATHAK et al., 2014) na medula espinal. Além disso, a reacdo entre essas
moléculas, para formacdo do peroxinitrito, é favorecida em detrimento a dismutacdo do

superoxido pela SOD (LITTLE; DOYLE; SALVEMINI, 2012).

O peroxinitrito € uma das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERONSs), assim
como o superoxido e o peroxido de hidrogénio (H,0,), as quais também estdo envolvidas no
processamento da informacdo dolorosa (WANG et al. 2004; JANES; NEUMANN;
SALVEMINI, 2012; NISHIO et al., 2013). Essas ERONs estdo envolvidas tanto na dor
neuropatica como na inflamatoria (SALVEMINI; DOYLE; CUZZOCREA, 2006). De fato,
estudos com modelos de dor neuropatica mostraram aumento na producdo de ERONS, tanto
perifericamente (KIM et al., 2004; PATHAK et al., 2014) como no sistema nervoso central
(SCHEID et al., 2013, KIM et al., 2010). Como compostos fenolicos e triterpenos/esteroides
sdo moléculas com potencial antioxidante (ASSIMOPOULOU et al., 2005; SOOBRATTE,
2005), e antioxidantes vem sendo estudados como novas op¢oes terapéuticas no tratamento da
dor neuropédtica (AZEVEDO et al.,, 2013; YOWTAK et al., 2013), no presente estudo
postulou-se que o efeito antinociceptivo da MeF poderia envolver sua acao antioxidante no
sistema nervoso central, pois, como mencionado na introducdo, em condi¢des de dor
neuropatica hd mudancas em parametros de estresse oxidativo nesse tecido (GUEDES, 2006;
2008; 2009; 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 formacdo de superdxido e peroxinitrito provavelmente foi importante
para a hiperalgesia observada nos animais CCI e sham que receberam administracdes de
salina. Uma maior formacdo de superoxido provavelmente foi responsavel pela maior
atividade da enzima SOD na medula espinal desses ratos, tanto aos trés dias como aos dez
dias ap0s a intervencdo cirurgica, situacdo nao modificada pela administracdo de MeF. Na
medula espinal dos animais sham, esta maior atividade da SOD resultou em aumento no
H,0,. A inexisténcia deste aumento na medula espinal dos ratos CCIl provavelmente foi
consequéncia de uma maior ativacdo de mecanismos que rapidamente degradaram o H,O, em
excesso, como a acgdo das peroxirredoxinas (MARTIN; CAO; BULLEID, 2014; SIES, 2014),
ndo medidas nesse trabalho. O controle das concentracfes de H,0, é necessario, ja que esta é
uma molécula neuromoduladora e seu aumento pode ocasionar inibicdo na transmissdo

sinaptica (RICE, 2011) e liberacao de calcio intracelular (NISHIO et al., 2013).

Em seguimento ao exposto, postula-se que a atividade da CAT mostrou-se aumentada
na medula espinal dos ratos sham que receberam salina e MeF, por trés dias, pela maior
formacdo de H,0, oriundo da maior atividade da SOD. Entretanto, a maior atuacdo da CAT
ndo impediu o aumento do H,O, nos animais que receberam salina. A administracdo de MeF,
por sua vez, evitou a elevacao dos teores de H,0O,. Isto provavelmente se relaciona com a
presenca de moléculas com potencial antioxidante nessa fracdo, as quais podem ter
contribuido para o acréscimo no valor dos tiois totais (T-SH) aos trés dias. Os 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). Assim, os T-SH também
podem ter contribuido para a manutencdo da atividade da GPx, uma das principais enzimas
neutralizadoras do H,0O,, na medula espinal dos ratos sham tratados com MeF por trés dias. A
participacdo direta de moléculas da MeF na eliminacdo do H,O, também deve ser considerada

(KAINDL et al., 2008; RODRIGO; MIRANDA, VERGARA, 2011).Essa acdo direta pode ter
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tido um papel importante na manutencdo da concentracdo de H,O, frente a reducdo na
atividade das enzimas GPx e GST, e T-SH aos dez dias. Além disso, é provavel que o
aumento no H,O, na medula espinal dos ratos sham salina, aos trés dias e dez dias, tenha sido
a causa da diminuicdo dos T-SH nesse tecido. Ademais, o H,0,, frente a interacdo com
metais, também contribui na formagdo de um radical altamente reativo, o radical hidroxil, o
qual é neutralizado principalmente pela GSH, o que corrobora o papel do H,O, no consumo
de T-SH (RICE, 2011). Como consequéncia, a atividade das enzimas GST e a GPx, que
utilizam esses tidis como cofatores, também foram reduzidas. A reducdo na atividade da CAT
na medula espinal dos ratos sham, aos 10 dias, ndo parece se relacionar com a concentracao
de H,0,, mas resultar de mecanismos modulatorios oriundos da condi¢cdo dolorosa. Outros
autores também relataram reducdo na atividade dessa enzima em medula espinal de ratos com

dor neuropatica (GUEDES et al., 2006).

Curiosamente os ratos CCI que receberam salina também apresentaram diminuicao
nos T-SH, aos trés e dez dias, apesar de ndo terem o H,O, elevado nesses periodos. Neste
caso, o consumo dos T-SH pode estar ocorrendo pela maior sensibiliza¢do decorrente da CCI,
que resulta em maior formacdo dos ERONSs, superdxido, 6xido nitrico e peroxinitrito, na
medula espinal desses animais, como sugerido anteriormente. A elevacdo nos teores de 0xido
nitrico, frente a presenca de radicais tidlicos 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 reducéo dos T-SH. Além disso, 0s
T-SH podem estar diminuidos pelo incremento na liberacdo de glutamato nos animais

submetidos a CCl, como seré explicado a seguir.

A sintese de GSH, um dos principais T-SH, ocorre no citoplasma, e depende da

captacdo de cisteina, que em neurénios é 90% mediada por transportadores de amino&cidos
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excitatorios (EAAT) (ROBERT et al., 2014). Os neurdnios obtém grande parte da cisteina do
meio extracelular, a partir da liberacdo de GSH das reservas dos astrdcitos, os quais mantém
concentragdes desta molécula em torno de 8 mM, enquanto em neurdnios a concentracao é de
2-3 mM. A GSH liberada por células gliais, incluindo os astrdcitos, € clivada em cistina e
cisteina, sendo esta ultima usada pelos neurdnios para formar nova GSH. Os astrécitos podem
usar tanto a cisteina quanto a cistina, e a captacdo desta Ultima ocorre pelo trocador
glutamato-cistina (X.). O sistema X." promove a captura de cistina e a liberacdo de glutamato
para fora da célula. Entretanto, elevadas concentracfes de glutamato extracelular poderiam
inibir o x.. Porém, a concentracdo extracelular de glutamato é regulada pela atividade de
EAAT, que removem este glutamato deste meio. Assim, a cooperacdo dos astrocitos na
formacdo da GSH neuronal se mostra fundamental e est4 diretamente relacionada a dindmica
glutamatérgica (ROBERT et al, 2014). Ja se demonstrou que a neurotransmissdo
glutamatérgica esta aumentada em modelos de dor neuropatica (AL-GHOUL et al., 1993), e
que a expressao de um dos transportadores de glutamato (EAAT-2) (CHANG et al., 2013) e
da subunidade catalitica do Xx. estdo diminuidos na medula espinal ap6és a CCI
(BERNABUCCI et al., 2012). Este panorama possivelmente esta contribuindo para os baixos
valores de T-SH na medula dos animais submetidos a CCI que receberam salina, e
consequente reducdo nas atividades da GPx e GST. Diante dessa reducdo nos T-SH, é
provavel que o AA passou a desempenhar importante papel na manutencdo das condicdes
intracelulares de células da medula espinal, inclusive nos valores de H,O,. Um apoio a essa

hipdtese é o aumento no valor de AA na medula espinal dos ratos CCl, aos trés e dez dias.

A administracdo de MeF ndo foi capaz de modificar esse quadro relacionado ao tiois,
mas resultou em mudancas no AA e CAT, aos dez dias. A manutencdo dos valores de AA e

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

prazo.

Alguns dos parametros de estresse oxidativo também se mostraram alterados no cortex
cerebral de ratos sham e CCI que receberam administracfes de salina e MeF. Porém, diferente
da medula espinal, a CCI provocou aumento significativo nos valores de H,O, no cortex
cerebral dos ratos tratados com salina por trés dias apds a lesdo nervosa periférica. E possivel
que esse acréscimo se relacione também com o processo de sensibilizacdo, tal como foi
inferido para os resultados da medula espinal. Diversos estudos mostram que 0 processo de
sensibilizacdo na medula espinal se estende as regides superiores do neuroeixo (SAADE;

JABBUR, 2008; OHSAWA; YAMAMOTO, ONO, 2013).

Nesse contexto, os valores aumentados de H,O, podem se relacionar com a atividade
da SOD, cujo valor foi levemente superior ao encontrado no cértex cerebral de ratos sham e
controle que receberam administracdes de salina por trés dias, embora a media nos trés grupos
ndo diferisse significativamente nesse periodo. Porém, o pequeno acréscimo na atividade da
SOD ndo explica o grande aumento no H,0,. Considerando que as principais enzimas
envolvidas em sua detoxificacdo (CAT, GPX) apresentaram atividade sem alteracGes
significativas, provavelmente o aumento no H,O, esta relacionado a outros mecanismos que
favoreceram sua formacdo. Uma das fontes de geracdo de H,0, a qual se tem atribuido papel
nos quadros de dor é 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 resultou em maior
expressdo da NOX pelas células gliais no SNC, e que isto estava relacionado a maior
sensibilizacdo. Desta forma é possivel que a ativacdo glial e maior atividade da NOX estejam

contribuindo para elevar a formacéo de H,O, no cortex cerebral dos animais com CCI.
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A administracdo de MeF, por sua vez, evitou este aumento no H,O,, e promoveu o
incremento na concentracdo de AA. Embora o mecanismo pelo qual a fragcdo estimulou este
aumento seja desconhecido, possivelmente estas maiores concentraces de AA tenham

contribuido para a manutencdo do H,O, em valores semelhantes aos do grupo controle.

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

enzima no coértex cerebral dos ratos sham que receberam MeF.

A manutencdo da atividade da GST, tanto aos trés dias quanto aos dez dias,
provavelmente se deve aos T-SH, cofatores para essa enzima, 0s quais ndo mostraram
alteracdes significativas no cortex de ratos sham e CCI que receberam salina, nesses periodos.
Essa pode também ser a causa da manutencdo da atividade da GPx, aos trés dias, no cortex
desses ratos. A manutencdo da atividade da GPx e CAT, nesse periodo, provavelmente
contribuiu para manter baixos os valores de H,O,. A diminuicdo na atividade da GPX, aos dez
dias, no cértex cerebral de ratos sham e CCI que receberam salina provavelmente se relaciona
ao valor baixo de H,0,, pois os T-SH ndo mudaram nesse periodo. Ademais, a atividade da
CAT se manteve sem alteracGes, a qual também deve ter contribuido para manter baixo o

valor de H,0,. A administracdo da MeF ndo alterou esse quadro.
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Um achado intrigante do presente estudo foi a reducdo no valor de AA no cdrtex
cerebral de ratos sham salina, tanto aos trés como aos dez dias. E possivel que isto se
relacione com o uso diferencial de lactato ou glicose pelo neurdnio. Castro et al. (2009)
mostraram que 0 aumento na neurotransmissdo glutamatérgica resulta em maior ativacao glial
e uso preferencial de lactato pelo neurénio em detrimento da via glicolitica. Em situacdes de
menor atividade prevalece o uso da rota glicolitica. E possivel que nos animais sham esteja
mais ativada a rota glicolitica. Como 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. 1sso pode ser a explicacdo para os valores reduzidos de AA no cortex cerebral
dos ratos sham tratados com salina. Esse provavel mecanismo ndo é alterado pela

administracao da MeF.

Comparando-se os resultados bioquimicos da medula espinal e cortex cerebral de ratos
com e sem CCI no nervo isquiatico, que receberam administracdes de salina e MeF por trés
dias e dez dias, observou-se que as alteragcdes diferiram nesses tecidos em muitos dos
parametros de estresse oxidativo estudados. Isto pode sugerir diferentes mecanismos de
regulacdo desse sistema nessas regides do sistema nervoso central. Entretanto, apesar de nao
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 o segmento lombossacral da medula espinal. Isto permitiu a obtencdo de
resultados locais na medula espinal, pois é no segmento lombossacral que entram, e de onde
saem, as informacdes que trafegam no nervo isquiatico (SAADE; JABBUR, 2008). O uso de
todo o cértex cerebral, porém, pode ter proporcionado certa limitacdo na aquisicdo de
resultados locais. Apesar de essa limitacdo ndo 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 regulacdo similares no cdrtex cerebral e medula espinal nos pardmetros de estresse

oxidativo abordados no presente estudo.

Ainda, as mudancas nos parametros de estresse oxidativo oriundas da lesdo periférica
parecem indicar que as mesmas contribuem para a sinalizag&o intracelular em condicéo de dor
neuropatica, ja que nenhuma alteracdo significativa ocorreu na medida de lipoperoxidacédo
realizada, tanto no cdrtex cerebral como na medula espinal. Guedes et al. (2006) também
mostraram que a formacdo das espécies reativas ao acido tiobarbitdrico, outra medida de
lipoperoxidagédo, ndo mudou na medula espinal de ratos em uma condi¢do de dor (GUEDES
et al., 2006). Entretanto, outras medidas de dano as macromoléculas devem ser realizadas para

complementar esses dados.

A administracdo 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 fracdo. Assim, ndo se descarta que esse efeito central da
MeF pode estar contribuindo para seu efeito antinociceptivo, embora ndo se observe uma
relacdo direta entre estas alteracGes e tais efeitos. Possivelmente estes, e outros mecanismos
relacionados a atividade anti-inflamatéria ja descrita para componentes de Schinus
terebinthifolius, estejam ocorrendo conjuntamente. Além disso, compostos fendlicos e
triterpenos, moléculas presentes na MeF, possuem diversas a¢6es no tecido nervoso, inclusive
efeitos protetores sobre a barreira hematencefalica (KAM et al., 2012), a qual é alterada em
condicdes de dor neuropéatica (RADU et al., 2013). Assim, diferentes mecanismos devem

estar atuando na promocao do efeito antinociceptivo da MeF.

Em relacdo ao potencial toxico da espécie Schinus terebinthifolius, relatos antigos
descreveram que o contato com a planta pode causar reacdes alérgicas em algumas pessoas

(BURTON, 1869), e que ingestdo de maiores quantidades dos frutos pode causar indigestao e
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vomitos (MORTON, 1978). Diante destas informagdes, e dos poucos estudos sobre a
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
modificacbes em pardmetros comportamentais e bioquimicos nos animais tratados com a
fracdo, por onze dias. Os comportamentos relacionados a ansiedade e locomotores foram
avaliados porque se postulou que MeF poderia ter agfes sobre 0 SNC, ja que sua composi¢do
incluia a presenca de classes de compostos vegetais sobre 0s quais existem relatos de efeitos
centrais (YOUDIM; SHUKITT-HALE; 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 de campo
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 extrato de Schinus
terebinthifolius (17,6 mg/kg), por oitenta e trés dias, ndo modificou a locomoc¢éo dos animais,

frente ao teste de Rota Rod.

Os parametros plasmaticos indicativos de dano hepéatico (AST, ALT, GGT e
bilirrubina) foram medidos porque o figado é fundamental na metabolizacdo de xenobioticos
e, por conseguinte, deve participar da metabolizacdo 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 administracdo
da MeF pela via intraperitoneal possivelmente deu as diversas moléculas presentes nesta
fracdo, largo acesso ao sistema portal hepatico, e ao figado, antes de outros 6rgaos (LUKAS;
BRINDLE; GREENGARD, 1971). Quanto ao potencial hepatoxico da MeF, os resultados do
presente trabalho mostraram que a administracdo desta fracdo ndo provocou modificagdes 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 os resultados descritos por Lima et al. (2009), os quais estudaram os efeitos
da administracdo de um extrato de Schinus terebinthifolius, na dose de até 5,0 g/kg, por
quarenta e cinco dias. Estes autores avaliaram estes mesmos parametros plasmaticos e
realizaram analise histolégica do figado dos animais tratados, e também ndo encontraram

modificagOes significativas nos mesmos.

Entretanto, apesar da auséncia de alteracbes nos parametros comportamentais,
plasmaticos e sobre a massa corporal, apds a administracdo da 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 avaliagdes
sobre sua toxicidade. Afinal, ndo apenas o uso tradicional, mas a literatura cientifica, mesmo

gue escassa, aponta para possiveis efeitos toxicos de Schinus terebinthifolius.
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7. CONCLUSAO

Estes resultados permitem concluir que a fracdo metandlica (MeF) obtida das folhas de
Schinus terebinthifolius apresenta efeito antinociceptivo frente a um modelo de leséo nervosa
periférica, e também frente a lesdo de tecidos cutaneos e musculares (lesdo sham), em ratos.
Além disso, a administracdo de MeF foi capaz de modificar variados parametros de estresse
oxidativo no sistema nervoso central destes animais, e isto pode estar relacionado ao potencial
antioxidante desta fracdo. Entretanto, ndo é possivel saber em que medida estas propriedades
antioxidantes e as modificagdes nos parametros de estresse oxidativo estdo contribuindo para
os efeitos antinociceptivos. E possivel que tanto estas acdes centrais quanto propriedades anti-
inflamatdrias j& descritas para a espécie participem destes efeitos sobre a nocicepgdo. A
presenca de classes de compostos quimicos em MeF, com acGes sobre a inflamagéo e dor,
reforca esta ideia. Por fim, a administracdo desta fracdo ndo resultou em efeitos adversos aos
animais, em relacdo aos parametros estudados. Assim, a MeF, fracdo obtida da planta nativa
Schinus terebinthifolius, pode ser considerada um candidato no tratamento nos quadros de

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