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Resumo

SANTOS, Joyce Alencar. Universidade Federal da Grande Dourados,
marco de 2017. Avaliacdo farmacoldgica e toxicolégica do extrato etandlico das
folnas de Salvia lachnostachys Benth e de Fruticulina A em modelo
experimental com roedores. Orientadora: Dra. Candida Aparecida Leite
Kassuya. Co-Orientadores: Dr. Mario Mateus Sugizaki e Dr. Ubirajara Lanza

Junior.

Salvia lachnostachys Benth é endémica do sul do Brasil, a avaliacao
fitoquimica revelou a presenca dos acidos ursélico e oleandlico, além da
fruticulina A, que podem ser responsaveis pela atividade anti-inflamatoria e
antinociceptiva relatada na literatura pelo nosso grupo. Neste estudo,
investigamos as atividades farmacoldgicas: anti-hiperalgésica, antiartritica,
antidepressiva e antinociceptiva, assim como potencial genotdxico e
mutagénico do extrato etandlico das folhas de S. lachnostachys (SLEE) e de
fruticulina A, em roedores. Para tanto SLEE (100 mg/kg, v.0.) foi avaliado no
modelo de lesdo do nervo ciatico (SNI) em ratos sendo os animais submetidos
ao teste de sensibilidade mecéanica, sensibilidade ao frio e natagéo forcada 10
e 15 dias apos a cirurgia. No modelo de dor crénica (semelhante a artrite),
induzido pelo adjuvante completo de Freund (CFA), os animais receberam o
SLEE (50 e 100 mg/kg/dia) por 21 dias de tratamento sendo avaliados a
sensibilidade mecéanica e térmica (ao frio e calor) nos dias 5, 7, 10, 15 e 21. O
SLEE (100 mg/kg, v.0.) e a fruticulina A (3 mg/kg, v.0.). Foram avaliados com
relacdo a resposta nociceptiva induzido por formalina sendo que 0s animais
foram tratados 1 hora antes da injecdo de formalina na pata. No modelo de
depressao induzido pela clonidina, os animais receberam uma injecao de
clonidina (0,8 mg/kg) por 7 dias, enquanto que o tratamento foi iniciado do
quinto ao sétimo dia com SLEE (100 mg/kg/dia) e fruticulina A (3 mg/kg/dia).
Para a avaliacdo toxicogenética (genotoxicidade e mutagenicidade), apoptose
e fagocitose esplénica, os animais foram tratados por via oral com SLEE (10,
100 e 1000 mg/kg). No modelo de neuropatia (SNI), a administragéo oral do



SLEE durante 15 dias e uma dose subcutdnea de 10 mg/kg de cetamina
(controle positivo) inibiram significativamente a hiperalgesia mecanica induzida
pelo SNI e diminuiram o tempo de imobilidade no teste de nado forcado. No 15°
dia de tratamento oral, SLEE impediu o aumento da sensibilidade ao estimulo
frio induzido pela neuropatia. No modelo de dor cronica, SLEE reduziu
significativamente a hiperalgesia mecanica, térmica e o edema causado pela
injecdo de CFA, sugerindo atividade antiartritica. No teste de formalina, SLEE e
fruticulina A reduziram significativamente a resposta nociceptiva (frequéncia de
lamber a pata) na primeira e segunda fase e diminuiram a formacgéo de edema.
SLEE e fruticulina A atenuaram significativamente os efeitos induzidos pela
clonidina — aumentando a atividade locomotora espontanea (quadrados
invadidos e levantamento) e diminuindo a emocionalidade (lamber e
congelamento) em comparagcdo com o0s controles, os resultados foram
semelhantes ao grupo naive (ndo depressivos). Os resultados dos testes de
cometa e micronucleo revelaram que SLEE ndo causa dano ao DNA, mas
houve um aumento na quantidade de células apoptoticas do baco apds 72 h do
tratamento com SLEE (1000 mg/kg). Com base nos resultados, SLEE exibe
atividade anti-hiperalgésica, antiartritica, antidepressiva, e antinociceptiva e a
fruticulina A parece ser um dos compostos responsaveis pelos efeitos do
SLEE. Esses resultados reforcam as acdes antidepressivas de SLEE e
fruticulina A. Os resultados ainda revelam baixa toxicidade nos modelos

testados, porém outros testes devem ser realizados.

Palavras- chave: Terpeno, dor; clonidina, toxicidade, neuropatia; depressao.



ABSTRACT

SANTOS, Joyce Alencar. Universidade Federal da Grande Dourados,
March, 2017. Pharmacological and toxicological evaluation of the ethanolic
extract of leaves of Salvia lachnostachys Benth and of Fruticuline A in
experimental model with rodents. Adviser: PhD Candida Aparecida Leite
Kassuya. Co-Advisers: PhD. Mario Mateus Sugizaki and PhD. Ubirajara Lanza

Junior.

Salvia lachnostachys Benth is endemic in southern Brazil, the phytochemical
evaluation revealed the presence of ursolic and oleanolic acids, as well as
fruticuline A, which may be responsible for the anti-inflammatory
and antinociceptive activity reported in the literature by our group. In this study,
we investigated the pharmacological activities: antihyperalgesic, antiarthritic,
antidepressive and antinociceptive, as well as the genotoxic and mutagenic
potential of the S. lachnostachys (SLEE) leaves and the fruticuline A, in rodents.
SLEE (100 mg / kg, p.0.) was evaluated in the sciatic nerve injury (SNI) model
in rats and the animals were submitted to mechanical sensitivity, cold sensitivity
and forced swimming 10 and 15 days after surgery. In the chronic, arthritis-like,
induced pain model induced by the complete Freund's adjuvant (CFA), The
animals received the SLEE (50 and 100 mg/kg/day) all 21 days of treatment,
being evaluated the mechanical and thermal sensitivity (cold and heat) on days
5, 7, 10, 15 and 21. SLEE (100 mg/kg, p.o.) and fruticuline A (3 mg/kg, v.0.)
were also evaluated in the formalin-induced nociceptive response with the
animals being treated one hour prior to formalin injection into the paw. In the
clonidine-induced depression model, the animals received an injection of
clonidine (0.8 mg / kg) for 7 days, while treatment was started from day 5
to day 7 with SLEE (100mg/kg/day) and fruticuline A (3 mg/kg/day). For
toxicogenic evaluation (genotoxicity and micronucleus test), apoptosis and
splenic phagocytosis, the animals were orally treated with SLEE (10, 100 and
1000 mg / kg). In the neuropathy model (SNI), oral administration of SLEE for

15 days and a subcutaneous dose of 10 mg / kg ketamine (positive control)

iv



significantly inhibited SNI-induced mechanical hyperalgesia and decreased the
time of immobility in the forced swimtest. On the 15th day of oral
treatment, SLEE prevented increased sensitivity to cold stimuli induced by
neuropathy. In the pain chronic model, SLEE significantly reduced mechanical
and thermal hyperalgesia and edema caused by CFA injection,
suggesting antiarthritic activity. In the formalin test, SLEE and fruticulin A
significantly reduced the nociceptive response (paw licking frequency) in
the first And second stage and decreased the formation of edema. SLEE and
fruticuline A significantly attenuated the effects induced by clonidine - increasing
spontaneous locomotor activity  (invaded squares and  lifting) and
decreasing emotionality (licking and freezing) compared to controls, the results
were similar to the naive (non-depressive) group. The results of the comet
and micronuclei tests revealed that SLEE did not cause damage to DNA but
there was an increase in the number of apoptotic cells of the spleen after 72h of
treatment with SLEE (1000 mg / kg). Based on the results, SLEE exhibits
antihyperalgesic, antiarthritic, antidepressive, and antinociceptive activity, and
fruticuline A appears to be one of the compounds responsible for the effects of
SLEE. These results reinforce the antidepressant actions of SLEE and
fruticuline A. The results still show low toxicity in the models tested, but other

tests should be performed.

Keywords: Terpene, pain, clonidine, toxicity, arthritis, neuropathy, depression.
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1 INTRODUCAO

Segundo o Ministério do Meio Ambiente (2016), a flora brasileira
apresenta uma das maiores diversidade mundial de plantas medicinais. Muitas
dessas plantas sdo utilizadas no tratamento de diferentes fisiopatologias por
diferentes populacdes onde na maioria das vezes, suas utilizacdes com fins
terapéuticos sdo baseados no conhecimento empirico ou “medicina popular”.
Em casos onde se observa eficacia terapéutica de determinadas plantas contra
uma fisiopatologia especifica ou nédo, estes se tornam fonte de disseminacéo
de relatos sobre as propriedades terapéuticas de determinadas plantas, o que
desperta ou estimula a investigacao e realizacdo de muitos estudos cientificos
(Matias et al., 2013; Ramos et al., 2016; Leonti et al., 2017). Esses estudos
implicam na busca e obtencdo de provaveis novas substancias quimicas na
tentativa de contribuir para desenvolvimento cientifico de novas drogas.

Nesse sentido, pesquisas e estudos atuais sobre a fisiopatologia da
inflamacé&o demonstram que muitos produtos naturais sdo capazes de atuar
como anti-inflamatorios ou analgésicos inibindo a liberacédo de mediadores pro-
inflamatorios, assim, inibindo a ativacédo de fatores de transcricdo que implicaria
na expressdo de moléculas anti-inflamatoérias (Maroon et al., 2010; Bellik et al.,
2012; Barbosa et al., 2013; Jahan et al., 2017; Yoon et al., 2017).

O género Salvia (Lamiaceae) que € distribuido mundialmente e
encontrado no Brasil, especialmente na regido sul do pais (Erbano et al., 2012)
tem sido bastante estudada na atualidade (Mossi et al., 2011; Rodrigues et al.,
2012) em especial com relacdo a atividade anti-inflamatoria e antinociceptiva
de algumas espécies do género Salvia, como por exemplo, a S. officinalis
(Rodrigues et al., 2012), S. plebeia (Jung et al., 2009; Akram et al., 2015), S.
miltiorrhiza (Jiang et al., 2013), S. leriifolia (Hosseinzadeh et al., 2003) S.
sclarea (Kostic¢ et al., 2017).

Compostos isolados de S. miltiorrhizae e S. divinorum, como o
salvinorina A e o &cido salviandlico B apresentam efeitos anti-hiperalgésico em

modelo de dor neuropatica e efeito anti-inflamatorio em roedores, onde o
1



mecanismo envolvido esti relacionado com a modulacdo da ativagdo de
receptores para a morfina e efeito direto sobre a modulacdo do estresse
oxidativo respectivamente (Capasso et al., 2008; Isacchi et al., 2011).

Em contraste, informacdes cientificas sobre o uso popular medicinal de
S. lachnostachys Benth sdo escassos. Estudos fitoquimicos revelaram a
presenca de terpenos como &cido ursolico, oleandlico e a fruticulina A
anteriormente em outras espécies do género Salvia (Kassuya et al., 2009;
Erbano, Marianna et al., 2012). Consta na literatura diferentes estudos
especificos com a fruticulina A que mostram as atividades bioldgicas desse
composto tais como: atividade anti-bacteriana (Bisio et al., 2008; Schito et al.,
2011), quimiopreventiva contra o cancer (Giacomelli et al., 2013), inibicdo da
migracdo de leucécitos e extravasamento proteico na pleurisia, e anti-
hiperalgésica no modelo de carragenina em roedores (Piccinelli et al., 2014).
Piccinelli e colaboradores em 2014 demonstraram que quando administrado
localmente, a fruticulina A, apresenta efeito anti-hiperalgésico no induzido por
carragenina e no modelo experimental de hiperalgesia induzida por TNF (fator
de necrose tumoral).

O TNF é um mediador quimico produzido por varias linhagens
celulares, entre elas os leucécitos mononucleares e células neuronais. Este
mediador esta diretamente relacionado ao processo da hiperalgesia, observada
na dor inflamatdria, nos danos neuronais observado durante a fisiopatologia da
dor neuropética. Tanto em humanos quanto em animais experimentais com
artrite reumatoide, pois induz a liberacdo de outras citocinas pro-inflamatorias
e quimiocinas, modulando a atividade do endotélio vascular e aumentando a
permeabilidade vascular (Kalliolias e Ivashkiv, 2016). Dessa forma a literatura
relata que inibicdo dos efeitos evocados pelo TNF induz reducgdo rapida da
atividade neuronal nociceptiva dos neurdnios aferentes localizados na medula
espinal e no cérebro (Leung e Cabhill, 2010; Kalliolias e Ivashkiv, 2016).

A dor e a hiperalgesia podem ser produzidos por danos teciduais ou
infeccbes, caracteristicas comuns do processo inflamatorio (Hassani et al.,
2015). A inflamag&o estimula as fibras nervosas periféricas e altera o fluxo

sanguineo local e permeabilidade vascular, além disso, células ativadas
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liberam mediadores como TNF, interleucinas (IL-6, IL-8, IL-1B), fator de
crescimento dos nervos, e prostaglandinas que induzem a dor inflamatéria e
neuropatica (Sommer e Kress, 2004; Hassani et al., 2015)

A dor neuropatica é classificada como um tipo de dor crénica causada
por uma lesdo nervosa ou uma doenga no sistema somatossensorial e possui
mecanismos fisiopatolégicos que nao estdo completamente esclarecidos.
Pacientes com dor neuropatica apresentam diversos sinais e sintomas
neuroldgicos como, por exemplo, hiperalgesia, queimacéao, disestesia ou ainda
anestesia, com grande incidéncia de doencas do sistema nervoso central
(SNC), como a depresséo. Os diversos sinais e sintomas observados durante a
dor neuropatica dificulta seu tratamento clinico efetivo (Barraza-Sandoval et al.,
2012; Snedecor et al., 2013).

Neste sentido, estratégias terapéuticas para o controle da dor
neuropatica se restringem ao uso de farmacos alopaticos tais como:
antiepiléticos, antidepressivos, anti-inflamatérios e potentes analgésicos o que
determinam na maioria das vezes uma terapia parcialmente efetiva e
acompanhada de muitos efeitos colaterais. Dessa forma, terapias alternativas
gue proporcionem um tratamento mais efetivo e seguro tornam-se cruciais na
vigéncia da dor neuropatica (Xie et al., 2017).

Assim, o uso de produtos naturais contra a dor neuropatica e
concomitante depressdao do SNC, tém sido considerado uma alternativa
terapéutica nessas condicdes fisiopatologicas (Garg e Adams, 2012; Quintans
et al.,, 2013; Ghasemzadeh Rahbardar et al., 2017; Singh et al., 2017). No
entanto, € plausivel ressaltar a importancia dos estudos e testes de toxicidade
de produtos naturais, pois na populacdo geral existe um grande numero de
individuos nao tdo bem informados que assumem como verdade a falsa crenca
de que por um medicamento ser de origem natural, este é isento de efeitos
deletérios. A literatura relata que é imprescindivel avaliar a seguranca dos
produtos a base de plantas medicinais.

Corroborando essa observacdo trabalhos publicados recentemente,
mostraram que o uso indiscriminado de infusdo de plantas medicinais por

gestantes, plantas estas com atividade ansiolitica, digestiva, expectotante,
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antibacteriana entre outras, produzem efeitos deletérios ao feto e a gestante,
bem como danos inexoraveis ao DNA (De Araujo et al., 2016; Martello et al.,
2016).

Pelo exposto, percebemos a importancia de avaliar a atividade anti-
hiperalgésica, anti-nociceptiva e antidepressiva de SLEE e fruticulina A, bem
como o potencial genotdxico, mutagénico, apoptético e imunoestimulatorio de
SLEE.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Desenvolvimento de Farmacos a partir de Plantas Medicinais

Historicamente, o uso de plantas para fins terapéuticos tem os
primeiros registros com data aproximada de 2.600 a.C., na Mesopotamia, com
aproximadamente 1000 substancias derivadas de plantas catalogadas (Cragg e
Newman, 2013). O desenvolvimento de produtos naturais ainda tem sido de
grande interesse para comunidade cientifica, comercial e médica em todo o
mundo, porém, o investimento da industria farmacéutica nessa area tem
diminuido em comparacdo com investimentos em modificacfes estruturais e a
triagem de produtos sintéticos nos ultimos anos (Cragg e Newman, 2013;
Amirkia e Heinrich, 2015).

Produtos naturais s&o considerados fonte de diversidade e
complexidade quimica, sendo os metabdlitos secundarios resultados de
mecanismos de defesa que a planta produz com relacdo ao ambiente em que
ela vive (Mishra e Tiwari, 2011; Leonti et al., 2017). Estimativas apontam que
aproximadamente 500.000 espécies de plantas superiores tenham sido
investigadas do ponto de vista farmacolégico e 15% do ponto de vista
fitoquimico (Cragg e Newman, 2013).

O Brasil possui mais de 55.000 espécies catalogadas em sua
diversidade vegetal e animal e muitas delas ndo sao alvo de estudos (Fonseca,
2012). Assim como em outros paises em desenvolvimento, a populacéo
brasileira faz uso das plantas medicinais para o tratamento de enfermidades,
onde o conhecimento empirico tem contribuido significativamente para o
estudo de novas substancias biologicamente ativas a partir da flora medicinal,
porém sdo estudos complexos ja que as plantas podem ser aplicadas para
diferentes indicacdes terapéuticas (Cragg e Newman, 2013; Leonti et al., 2017).

Dessa forma pode-se afirmar que por meio do conhecimento empirico de
diferentes populagdes, estudos quimicos e farmacoldgicos séo iniciados, para
investigar a eficdcia e seguranca do uso dessas plantas ou de substancias

biologicamente ativas derivadas de plantas medicinais (Mohd Ali et al., 2012;
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Matias et al., 2013; Yang et al., 2016).

2.2 Género Salvia e sua Atividade Biol6gica na Dor e Depressao

O género Salvia, pertencente a familia Lamiaceae, compreende
aproximadamente 1000 espécies distribuidas principalmente na América
Central e do Sul (500 espécies) e na Asia (300 espécies) (Walker e Sytsma,
2007). O cultivo é voltado, especialmente, para fins ornamentais, culinarios e
medicinais, sendo, desta forma, de grande importancia econdmica e
etnofarmacologica. No Brasil, € comum na regido sul do pais e a utilizacdo para
fins medicinal tem impulsionado diversos estudos farmacolégicos e de
isolamento dos compostos quimicos de plantas desse género (Mossi et al.,
2011; Mohd Ali et al., 2012; Yue et al., 2014).

Diferentes estudos realizados com espécies do género Salvia
apresentam atividade analgésica, antinociceptiva e anti-hiperalgésica. De
acordo com Kaviani e colaboradores (2014), a aromaterapia realizada através
da infusdo das flores de S. officinalis, reduziu significativamente a dor de
mulheres em trabalho de parto, 30 minutos apds a inalacdo. Outro estudo
demonstrou a atividade antinociceptiva em ratos que foi avaliada com as
espécies S. hypoleuca , S. limbata e S. macrosiphon (Karami et al., 2013). A
atividade antidepressiva foi evidenciada em testes realizados com &cido
salvianolico isolado de S. miltiorrhizae (Feng et al, 2012), 5-O-(6-
rhamnosylglucoside)-7-hydroxy-4'-methoxyflavanone isolado de S. elegans
Vahl (Gonzalez-Cortazar et al., 2013), salvinorina A (Braida et al., 2009; Harden
et al., 2012) o dleo essencial de Salvia sclarea (Seol et al., 2010).

Dentre essas espécies, dois compostos isolados de S. miltiorrhizae e
S. divinorum, o salvinorina A e o acido salvianolico B, demonstraram seus
efeitos anti-hiperalgésico em modelo animal de dor neuropatica e efeito anti-
inflamatorio (Chen e Liu, 2006; Capasso et al., 2008; Isacchi et al., 2011). O
salvinorina A também apresentou potencial na reducéo da alodinia mecéanica e
hiperatividade neuronal espinhal induzida pela formalina, contribuindo para o
estabelecimento de disfun¢cbes associadas com a dor cronica (Guida et al.,
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2012).



2.2.1 Salvia lachnostachys Benth

Salvia lachnostachys Benth (Fig. 1) € uma espécie endémica do sul do
Brasil, considerada uma das espécies mais geograficamente restritas.
Encontrada principalmente no Estado do Parand, é caracterizada por ser uma
erva perene (Erbano et al., 2012).

Estudos fitoquimicos com S. lachnostachys Benth demonstraram a
presenca dos acidos ursolico e oleandlico, muito comuns em diversas familias
botanicas, incluindo a Lamiaceae e o diterpeno fruticulina A (Erbano et al.,
2012). Fruticulina A, foi anteriormente isolada de outras espécies como a S.
fruticulosa Benth, S. corrugata Vahl (Rodriguez-Hahn et al., 1989; Erbano et al.,
2012) e S. corrugata (Bisio et al., 2008; Erbano, M. et al., 2012).

Estudos anteriores de nosso grupo de pesquisa utilizando o o6leo
essencial das folhas de S. lachnostachys, evidenciaram compostos alifaticos
saturados, principalmente o acido dodecandico e terpenos (aproximadamente

3%), sendo ao todo caracterizado 27 componentes (Kassuya et al., 2009).

Figura 1 Fotografia de Salvia lachnostachys Benth.

Fonte: Acervo pessoal Dra. Elide Pereira dos Santos



Em continuidade um estudo, comprovou o potencial anti-inflamatério e
analgésico do extrato e da fruticulina A, no modelo de edema de pata e
pleurisia induzido por carragenina (Piccinelli et al., 2014).

A fruticulina A (Fig. 2) é um diterpeno que possui atividade
antinociceptiva e anti-hiperalgésica em modelo de hiperalgesia induzida por
carragenina (Piccinelli et al., 2014), bacteriostatica em bactérias gram-positivas
(Bisio et al., 2008), assim como efetividade na diminuicdo do biofilme desse
tipo de bactérias (Schito et al., 2011) e atividade preventiva contra o cancer
(Giacomelli et al., 2013).

Diterpenos sdo metabdlitos secundarios da classe dos terpenos, com
estrutura composta por pelo menos 20 carbonos. S&o substancias naturais,
comumente encontradas em plantas e tem componentes com potencial
terapéutico, como propriedades antibacteriana, antidepressiva no SNC,
antifangica, citotéxica, antiproliferativa em células cancerigenas, anti-HIV e
efeitos anti-inflamatorios (Salminen et al., 2008; Machado et al., 2013; Abréo et
al., 2015; Li et al., 2015). O carnosol, diterpeno extraido de Rosmarinus
officinalis L. (Lamiaceae), também apresenta atividade antidepressiva
(Machado et al., 2013), antinociceptiva e anti-inflamatoria (Zhai et al., 2014).

Em espécies de Salvia, os diterpenos salvinorina A e o &cido
salvianolico B, apresentaram atividade anti-hiperalgésica em modelo animal de
dor neuropatica e efeito anti-inflamatério (Capasso et al., 2008; Isacchi et al.,
2011; Lamb et al., 2012).

Figura 2. Estrutura quimica da fruticulina A.

Fonte: Oliveira e colaboradores (2016)



2.3 Dor

A dor é definida pela Associacao Internacional para o Estudo da Dor
(lasp — International Association for the Study of Pain) sendo “uma experiéncia
sensorial e emocional desagradavel associada com um dano tecidual real ou
potencial” (IASP, 1979). E um fenémeno de dificil aceitagdo ou convivéncia,
essa percepcdo da dor tem grande importancia e € fundamental para a
sobrevivéncia (Khuong e Neely, 2013).

Em geral, a dor recebe classificagao pelo tempo de duragéo (agudo ou
cronico) ou pelo mecanismo fisiopatoldgico (nociceptiva, neuropatica ou mista).
Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2012), a classificacao pelo
tempo de duracdo pode ser aguda (ocorre quando estimulo excessivo gera
uma sensacgdo intensa e desagradavel) e a cronica, associada a alteracdes
fisiol6gicas dando origem a hiperalgesia (aumento da intensidade da dor
associada a um estimulo nocivo leve), alodinia (dor provocada por um estimulo
nao nocivo) ou dor espontanea (sem qualquer estimulo definida por dor
continua ou recorrente que persiste além do tempo normal esperado de cura).
No entanto, essa classificacdo ndo € essencial para a determinacdo do
tratamento.

A classificacdo pelo mecanismo fisiopatoldgico diferencia em dor

nociceptiva, neuropatica ou mista.

2.3.1 Dor Nociceptiva

A dor nociceptiva resulta da ativacdo direta de nociceptores da pele e
outros tecidos em resposta a uma lesao tecidual, inflamacgédo ou cancer. Esses
sdo responsaveis por conduzir a informacdo sensorial ao sistema nervoso
central alertando sobre um dano tecidual periférico que precisa ser reparado
(Geffeney e Goodman, 2012; Khuong e Neely, 2013).

Esta dor também pode originar sem nenhuma causa Obvia, como € o
caso da neuralgia do trigémeo, ou até mesmo persistir quando ndo ha mais a

lesédo, como o exemplo da dor do membro fantasma (Rang et al., 2012).
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Um dos fatores mais importantes que afetam a percepcao e aceitacéo
da dor séo fatores psicologicos e caracteristicas individuais, incluindo os tragos
de personalidade (Yadollahi et al., 2014), tornando-se uma experiéncia
multidimensional que envolve processos sensoriais, emocionais, sociais e
culturais (Romédo et al.,, 2011). Neste contexto, o reflexo apresentado
estabelece reacfes motoras, vocalizacdo, reajuste postural e até mesmo
mudanc¢a comportamental (Rijavec e Grubic, 2012; Ben Boujema et al., 2015).

O estado emocional temporario e/ou a exposicdo ao estresse tém
relacéo direta com o processo sensorial da dor, podendo ser capaz de provocar
desconfortos e reacdes negativas ao tratamento ou recuperacao, implicando no
aumento da sensibilidade a dor (Zautra et al., 2001; Sibille et al., 2012).

Os mecanismos de acdo centrais no desenvolvimento da dor, bem
como as alteracdes emocionais negativas, se devem a uma perturbacéo
limbica e um desequilibrio biolégico patoldogico (Neugebauer, 2015). Dessa
forma a dor pode ser gerada mesmo que nao exista a nocicepc¢ao, ou seja,
ainda que uma leséo real ndo exista. Isto acontece quando o sistema nervoso,
central ou periférico, é lesionado.

Essa situacédo, que transcende a resposta natural do organismo, pode,
a partir de entdo, se tornar uma patologia crénica, com longa duracdo e sem
funcdo de defesa, caracterizada por hipersensibilidade nociceptiva ou dor
espontanea, trazendo consequéncias negativas para o cérebro, traduzidas em
reagbes como a depressdo, ansiedade, medo, entre outras alteracoes,
somadas a propria incidéncia da dor (Lumley et al., 2011; Liang et al., 2015;
Simons et al., 2015).

2.3.2 Mecanismos de Inducao da Dor

O principal desencadeador da dor € o estimulo nociceptivo,
responsavel por ativar as terminacfes dos neurdnios aferentes nociceptivos.
Estas terminagfes séo ativadas quando existe um estimulo de alta intensidade,
causando dano ou potencial dano tecidual. A especificidade do nociceptor

(térmica, mecéanica ou quimica) € estabelecida pela expressdo de canais
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i6nicos (Woolf e Ma, 2007).

Em condi¢Ges normais, a dor associa-se a atividade de impulsos em
fibras aferentes primarias de pequeno diametro dos nervos periféricos, ativados
por estimulos mecanicos, térmicos e quimicos. Os nervos periféricos incluem
as fibras aferentes mielinizadas, fibras Ad, Aa e AB e C, esta ndo mielinizada. A
maioria das fibras nociceptivas é do tipo Ad e C. As fibras Ad de pequeno
diametro geram uma dor latejante bem localizada. As fibras C de pequeno
diametro, que levam a uma baixa velocidade de conducéo do impulso, geram
uma dor em gqueimacéo e difusa (Rang et al., 2012).

Os corpos celulares das fibras aferentes nociceptivas situam-se nos
ganglios da raiz dorsal e na cadeia ganglionar trigeminal. Ambos possuem
ramificacdo axonal central e periférica responsavel pela inervacdo do 6rgao-
alvo e da medula espinhal, respectivamente (Basbaum et al., 2009). Os
impulsos sensoriais sdo transformados e transmitidos aos centros cerebrais
através de diversos caminhos, por meio dos quais é gerada a percepcao da
dor, juntamente com seus componentes emocionais e aversivos (Woolf e Ma,
2007; Gangadharan e Kuner, 2013).

2.3.3 Dor Espontanea

A dor espontanea pode surgir a partir de moléculas de sinalizacdo
continuamente lancadas ap6s dano tecidual ou inflamacdo que atuam nos
terminais periféricos nociceptores, conduzindo uma despolariza¢do suficiente
para iniciar potenciais de acdo ou produzir uma reducao no limiar de dor, de tal
forma que as temperaturas ambientes normais ou a pulsacdo dos vasos
sanguineos ativara os nociceptores (Costigan e Woolf, 2000).

Os nociceptores sdo projetados para iniciar a atividade apenas no
terminal periférico. Quaisquer potenciais de acdo que se originam a partir do
axbnio ou corpo celular representam disparo ectépico patologico e produzem
uma entrada sensorial na auséncia de estimulos sensoriais ou de inflamacéao
periférica, resultando em uma hiperexcitabilidade anormal da membrana
(Hadley, Bahia e Taylor-Clark, 2014).

Em alguns modelos experimentais em roedores, apos a inflamacéo
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periférica e lesdes dos nervos periféricos, ocorre o levantamento espontaneo
da pata. Esta situacao correlaciona-se com a atividade espontanea em fibras
C, mas nao com alodinia, o que implica que a dor espontanea é impulsionada a
partir da periferia e difere mecanicamente de dores evocadas por estimulo
(Bennett e Xie, 1988; Djouhri et al., 2006).

Alteragcdes na expressao, alosteria, plasticidade de canais iGnicos
podem determinar leséo neural periférica, gerando potencial de acdo que pode
estimular as fibras vizinhas intactas e ocasionar uma fonte ainda maior de tal
atividade espontanea (Djouhri et al., 2006). Uma explicacéo para isto, é que as
fibras intactas sdo expostas a moléculas de sinalizagdo produzidas pelas

células de Schwann, tais como TNF.

2.3.4 Modelos Experimentais de Dor Nociceptiva

Os estudos experimentais de dor sdo geralmente realizados com
roedores. Entre os modelos, podemos encontrar na literatura o teste de
formalina, pelo qual € possivel evidenciar as duas fases da sensibilidade
dolorosa, a primeira fase caracterizada pela dor neurogénica e a segunda
acompanhada por inflamacdo (Hunskaar et al., 1985; Holanda et al., 2015),
contor¢cdes abdominais induzidas pela injecdo intraperitoneal de acido acético
(Leite et al., 2014), placa quente (Van Eick, 1967; Barbosa, et al., 2013) e
retirada da cauda (Zhang et al., 2016).

2.3.5 Dor Neuropatica

Estimativas indicam que a dor neuropatica afeta entre 3,3% a 8,2% da
populacdo em geral (Haanpaa, 2011) e a depresséo afeta, aproximadamente,
300 milhdes de pessoas (WHO, 2017), sendo estas condi¢cdes consideradas
problemas de saude publica.

As estratégias terapéuticas para controle da dor neuropatica e

alteracdes comportamentais atualmente se restringem a falta de medicamentos
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especificos para essas alteracdes. Sendo a abordagem farmacoldgica a forma
mais importante de tratamento em casos de dor neuropética, porém, com
resultados insatisfatorios quando se trata do alivio da dor. Esse fato ocorre,
pois as recomendacdes farmacoldgicas se baseiam apenas na intensidade da
dor do paciente e nos sintomas, além disso, fatores sociais, psicoldgicos,
contextuais e experiéncias prévias do individual estdo envolvidos na resposta
terapéutica a analgeésicos (Carlino, Frisaldi e Benedetti, 2014).

Uma observacao plausivel é que deve-se ser levada em consideracéo
a heterogeneidade dos mecanismos responsaveis pela dor neuropatica e os
aspectos emocionais e psicoldgicos coexistentes (Baron et al., 2010; Finnerup
et al., 2010).

2.3.6 Mecanismos de Inducado de Dor Neuropatica

O surgimento da lesdo nervosa pode ocorrer devido a um trauma
mecanico, doencas metabdlicas (diabetes), uso cronico de medicamentos
neurotoxicos (quimioterapicos), infec¢cdes (HIV) ou até mesmo por invasao
tumoral (Costigan e Woolf, 2000; Dworkin et al., 2003).

A lesdo de nervos periféricos € frequentemente acompanhada de
inflamacéo local transitoria, a qual contribui para o inicio da sensacao de dor.
Sendo assim, na dor neuropatica estdo envolvidos mudltiplos mediadores
inflamatorios (Woolf, 2010a; Ji e strichartz, 2004). A lesdo de nervo periférico
pode resultar em muitas alterac¢des, incluindo disfungdo motora, dor e co-
morbidades cognitivas e emocionais associadas.

Estudos mostram que a extensdo da hiperalgesia esta diretamente
relacionada com a extensdo da resposta inflamatéria no sitio da lesdo do
nervo. Além disso, drogas anti-inflamatdrias aliviam a hiperalgesia em modelos
animais de dor neuropatica, com lesdo de nervos periféricos (Bennett et al.,
2000; Woolf, 2010).

A dor crbnica pode ser prejudicial para o bem-estar geral e o
funcionamento do organismo, pois esta associada as alteracdes estruturais e

funcionais no cérebro (Tajerian et al., 2013) e assim como moleculares
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induzidas por leséo persistente apés a fase de recuperacao inicial, tornando-se
de dificil reversdo. Isto € devido, em parte, a alteracbes moleculares e
funcionais que tém lugar na periferia, bem como o sistema nervoso central
(Tajerian et al., 2013). Portanto, ndo surpreende que a lesdo muitas vezes seja
acompanhada de alteragOes locais ou sistémicas na expressao génica.
Pesquisas recentes identificaram interacbes entre lesdo e alteragcbes
transcricionais no sistema nervoso. Estas alteracdes podem ocorrer em
diferentes niveis: moléculas individuais, sinapses, funcdo celular, no sangue e
no cérebro (Grace et al., 2012, Poh et al., 2012).

A sensibilizagéo periférica e central do sistema nervoso, que causam
alodinia e hiperalgesia em casos de dor neuropatica, sdo fendémenos
dependentes de uma variedade de processos neuromodulatérios, como a
ativacdo dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA (N-metil D-Aspartato)
do corno dorsal, vigorosa ativacdo da resposta inflamatoria na medula espinhal,
microglia e astrocitos, bem como a producdo de TNF, interleucinas (Swartjes et
al., 2013).

A literatura relata que perifericamente, as lesbes neuropéaticas evocam
uma sensibilizagdo que induz uma atividade anormal em longo prazo nas vias
aferentes primarias, o que esta associado a alteracdes na excitabilidade dos
nociceptores (Taylor, 2009; Xu et al., 2012). Na medula espinhal, ocorre uma
potenciagcdo de longo prazo (PLP) na transmissédo excitatdria sensorial. A
regulacdo positiva dos receptores AMPA poés-sinapticos recruta sinapses
silenciosas que contribuem para a PLP. No coértex, por sua vez, a dor
neuropatica esta ligada a inducédo da PLP de fase tardia em sinapses corticais,
pelas quais a modulacdo facilitatoria descendente reforca a transmissao
sensorial no corno dorsal da medula (Xu et al., 2012).

Modelos animais tém sido de grande importancia para que as
alteracdes moleculares e celulares que ocorrem na dor neuropatica sejam
identificadas. Em uma compressao do nervo ciatico, por exemplo, sabe-se que
existe uma PLP das sinapses das fibras C aumentando a atividade da coluna
vertebral para que esta configure a dor crbnica, conduzindo potenciais de acao
nos neurdnios do corno dorsal (Taylor, 2009; Xu et al., 2012). Apesar das
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particularidades de cada modelo experimental, todos eles apresentam
alteragbes inflamatodrias pos-lesdo, além de recrutamento de macréfagos e
neutrofilos, o que indica que o microambiente inflamatorio e a liberacdo de
mediadores estdo diretamente ligados ao desenvolvimento da dor neuropatica
(Leung e Cabhill, 2010)

Uma observacdo importante é que durante a resposta
neuroinflamatoria, citocinas sao expressas como TNF, IL-1-beta, IL- 6 e
interferon-gamma, podem ter um efeito deletério na funcdo cerebral. A
inflamacgéo é processo intimamente relacionado a depressao do SNC (Zunszain
et al., 2012). Existem dados na literatura sugerindo a participacdo de citocinas
na depresséao, sendo inclusive proposta uma teoria citocinérgica da depressao
do SNC. O aumento nos niveis de citocinas inflamatérias durante a infeccéo
pode levar a um estado em que o individuo ndo se envolve com o mundo (sinal
depressivo), apresentando anedonia, fadiga e dor. Esta condi¢cdo, denominada
comportamento doentio “sickness behavior”, pode ter um valor evolutivo em
que ele estabelece um periodo de retirada durante o qual o organismo pode
recuperar de infeccdo (Zunszain et al., 2012). Os dados que suportam esta
hipétese citocinérgica derivam tanto da clinica como da pesquisa pré-clinica
(Dantzer e Kelley, 2007). Estudos de doencas humanas mostram uma estreita
ligagéo entre a elevagdao de TNF no SNC e sintomas depressivos (Zunszain et
al., 2012).

2.3.7 Modelos Experimentais de Neuropatia

Entre os modelos de dor neuropatica com uma ou multiplas lesdes
neuronais, estdo a ligagdo dos nervos L5 e L6 (SNL), ligadura do nervo ciético
e corte de nervos (SNI) (Bennett e Xie, 1988; Decosterd e Woolf, 2000), sendo
que o animal desenvolve alodinia mecéanica na pata. As vantagens destes
modelos € que tém um inicio de dor neuropatica conhecido e os limites de

duracao de retirada de pata sao reprodutiveis.

2.4 Artrite Reumatoide
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A artrite reumatoide (AR) é uma doenca crbnica, sistémica,
inflamatoria, dolorosa e incapacitante de etiologia desconhecida,
provavelmente complexa e multifatorial (Farzaei et al., 2016; Hernandez-
Hernandez e Diaz-Gonzalez, 2016). Como a fisiopatologia central da AR ocorre
na membrana sinovial, a limitagdo articular € uma manifestacéo tipica da
doenca, que resulta na destruicdo da articulacdo, com deformacao, deficiéncia
e diminuicdo da expectativa de vida (Alvarez-Nemegyei et al., 2016). Isso, além
do fato de que a maioria dos pacientes com AR também sofrem de perda
muscular, que contribui para a diminuicdo da func¢éo fisica e qualidade de vida
nesses pacientes (Hernandez-Hernandez e Diaz-Gonzalez, 2016). A
prevaléncia global estimada de AR é de 0,3 a 1,0%, representando uma das
doencas inflamatérias crénicas mais prevalentes (Brodszky et al., 2017).

A doenca afeta o sistema sinovial, tecido presente nas articulagdes, 0os
sinoviocitos e o0s macrofagos produzem mediadores inflamatérios (TNF,
Interleucinas 1B, IL-6 e IL-17, enzimas proteoliticas (metaloproteinases e
colagenases) que promovem a destruicdo de cartilagem (Farzaei et al., 2016).
Citocinas pré-inflamatérias, como Interleucina-1b (IL-1b), IL-6 e TNF, estimulam
as manifestacdes articulares da AR através de aumento da infiltracdo de
células inflamatérias, particularmente células T, células B, e macréfagos e
erosao 0ssea. A ativacdo de células T resulta na producéo de autoanticorpos e
no langamento de TNF e IL-6, levando a lesbes articulares e extra-articulares
(Farzaei et al., 2016).

Atualmente o tratamento medicamentoso é realizado com farmacos
antirreumaticos modificadores da doenca (ARMD), geralmente melhoram os
sintomas e podem reduzir a atividade da doenca na AR, porém sao
medicamentos de inicio de acao lenta (meses), e que leva a desisténcia do
tratamento, para amenizar essa situacado é prescrito em conjunto analgésicos
ou anti-inflamatdérios, para diminuicdo dos sintomas (Fernandez-Llanio Comella
et al., 2016; Brodszky et al., 2017). Entretanto o paciente deve ser monitorado
mensalmente devido aos efeitos adversos (nauseas, diarreia, mielossupressao,

hepatotoxicidade, leucopenia, hipertensdo arterial, insuficiéncia cardiaca
17



congestiva e trombose).

Por outro lado, terapias alternativas podem representar uma
oportunidade para melhorar a qualidade de vida dos pacientes com AR e, no
futuro, podem ser integrados ao tratamento (Fernandez-Llanio Comella et al.,
2016). A literatura relata que os diterpenos possuem propriedades anti-
inflamatorias e imunossupressoras, podendo melhorar o progndstico da doenca
(Farzaei et al., 2016; Zhao et al., 2017).

As plantas sédo fontes de agentes anti-inflamatorios e antiartriticos,
como exemplo a Uncaria tomentosa e Harpagophytum procumbens
popularmente conhecida como unha de gato e garra do diabo (Castilhos et al.,
2015; Gusman et al., 2015; Parenti et al., 2015; Elisha et al., 2016), podendo
ser atribuida essas propriedades farmacologicas a presenca de fendis,
flavonoides, taninos, flavondis, prontocianidinas, compostos nitrogenados,
vitaminas e terpenoides (Chi et al., 2016; Lee et al., 2016). O principal efeito
observado apds os testes com as plantas medicinais € a inibicdo de TNF e/ou
oxido nitrico, gerando assim a melhora no quadro de AR (Wang et al., 2011;
Gusman et al., 2015; Farzaei et al., 2016).

2.4.1 Modelos Experimentais de Artrite

Espécie de camundongos C57BL/6 sao as mais utilizadas nos modelos
de artrite, com a incidéncia no desenvolvimento de artrite de 100%, baixa
variacao e inicio sincronizado (Béacklund et al., 2013; Atkinson e Nansen, 2017).

Entre os métodos podemos citar a inducdo por injecdo de CFA
(Adjuvante Completo de Freund contendo Mycobacterium tuberculosis)
intraplantar (Fig. 3) ou na articulacéo do joelho (Matthys, 2005; Ito et al., 2017).
A resposta inflamatéria nesse modelo é dependente de células T e compartilha
algumas caracteristicas com AR humana como: edema das extremidades,
infiltracdo de linfécitos, destruicdo das cartilagens, reabsorcéo 0ssea e perda
de funcdo das articulagdes. As duas macromoléculas principais na cartilagem
normal sdo o colageno do tipo 2 e as glicosaminoglicanas, na técnica de

inducao de artrite por injecdo intra-articular de CFA contendo colagenase tipo
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II (Nirmal et al., 2017), a enzima pode levar a destruicdo das articulagdes por
degradar o colageno do tipo 2, que s esta presente na cartilagem articular das
articulagcbes. Na clinica médica a fase inicial da artrite reumatoide é
caracterizado por aumento na prevaléncia de anticorpos de colageno tipo 2 e
de células T (Cho et al., 2007)

Outro método experimental consiste na utilizacdo de linhagens com
modificacdo genética caracterizados por aumento na expressao génica do
gene de transcricdo de TNF, o que leva ao desenvolvendo de artrite autoimune
espontaneamente até o0os 2 meses de idade, apresentando infiltrado
leucocitario, e hiperplasia sinovial (Sardar e Andersson, 2016). H& também
outra linhagem SKG/Jcl, que sdo modificados geneticamente e desenvolvem
espontaneamente artrite cronica autoimune mediada por células T, os animais

desenvolvem sinovite severa, deformacéo de joelho.
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Figura 3. Pata direita com artrite, apos a inducdo por CFA (Mycobacterium
tuberculosis), em A o animal controle, em B o animal controle positivo tratado

com dexametasona, 21 dias apos a inducéao.

Fonte: Joyce Alencar Santos

2.5 Toxicidade

E preocupante e negligente o uso de plantas para fins medicinais, sem
o prévio conhecimento de sua seguranca e eficacia terapéutica. A fim de
garantir a populacdo brasileira o0 acesso seguro e racional de plantas
medicinais bem como dos fitoterapicos, promover o uso sustentavel da
biodiversidade e o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria
nacional, o Ministério da Saude implantou a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterdpicos, através do Decreto n° 5.813, de 22 de junho de
2006 (Brasil, 2006).

Para que uma planta medicinal seja utilizada de maneira segura pela
populacdo, uma série de testes toxicologicos deve ser realizada. A ANVISA
propds um roteiro para os estudos toxicologicos de fitoterapicos, publicado em
31 de janeiro de 2013: GUIA PARA A CONDUCAO DE ESTUDOS NAO
CLINICOS DE SEGURANCA NECESSARIOS AO DESENVOLVIMENTO DE
MEDICAMENTOS, com base nas diretrizes internacionais da OECD
(Organisation for Economic Co-operation and Development) e outras agéncias
regulatérias que normatizam os estudos de toxicidade pré-clinicos para novos
farmacos. Estes guias contém os parametros minimos para realizacdo de

toxicologia pré-clinica evidenciando a necessidade de melhoria da qualidade
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técnica dos fitoterapicos (Brasil, 2013; OECD., 2015; OECD, 2016).

Em termos toxicoldgicos, qualquer substancia pode apresentar
caracteristica toxica que é dependente da dose, concentracdo, via de
administracdo ou exposicéo e a frequéncia de administracdo dessa substancia
(Pantano et al., 2016; Yates et al., 2017). Corroborando com essas
informacgdes, varias analises toxicoldgicas ja foram realizadas em plantas de
uso medicinal, e muitas destas analises revelaram a presenca de efeitos
toxicos em diversas espécies vegetais (Chen et al., 2016; De Araujo et al.,
2016; Yang et al., 2016). Como exemplo, pode-se citar o caso da Aloe vera L.
(babosa) que apesar da acao cicatrizante, antibacteriana, antifungica e
antivirotica, também pode apresentar acdo nefrotoxica em doses altas (Matos,
2000). O Phyllanthus amarus (quebra-pedra) também pode ser considerado
toxico em altas doses, devido a presenca dos alcaloides pirrolizidinicos (Matos,
2000).

E importante salientar que o envenenamento provocado pelo
tratamento com S. plebeia, segundo a literatura chinesa a planta pode ser
utilizada para o tratamento de doencas infecciosas, porém neste relato de caso
0 paciente fez o uso para o tratamento de gripe, sem saber a dose adequada
ou a interacdo com outros medicamentos, o que gerou disfuncdo de multiplos
orgdos (Yang et al., 2016). Este fato demonstra a importancia da avaliagédo e

divulgacao sobre os riscos que uma planta pode gerar.

2.5.1 Modelos Experimentais de Toxicogenética

2.5.1.1 Cometa

O teste do cometa ou teste de eletroforese em gel de célula Unica, é
uma técnica rapida e quantitativa que possibilita a visualizagcdo de danos no
DNA e/ou na eficacia no mecanismo de reparo do DNA em células eucarioticas
(Mgller, 2006), o aumento dos niveis de dano do DNA e mecanismos de
reparacdo ineficazes sao o0s eventos biomoleculares subjacentes na

patogénese da maioria das doencas que ameacam a vida, como cancer e
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doencas degenerativas (Mgller, 2006; Gunasekarana et al., 2015; Bonassi et
al., 2016). Esse ensaio € baseado na quantificacdo de fragmentos de DNA que
migram para fora do nucledide da célula durante a eletroforese e permite
avaliar danos que podem ser reparados(Kang et al., 2013). Foi padronizado
pela OECD (Oecd, 2016), e pode ser realizado in vitro ou in vivo, no entanto, os
resultados in vivo podem refletir absorcdo, excrecdo, distribuicdo e
metabolismo das substancias avaliadas, enquanto o in vitro é ideal para
resultados prévios minimizando o nimero de animais no teste (Kang et al.,
2013).

Em suma, as suspensdes de células individuais sdo incorporadas em
gel de agarose e lisadas. Considerando que as amostras de sangue s&o
suspensdes de células individuais por natureza, os tecidos precisam ser
rompido por tratamento mecéanico ou enzimatico. O tratamento de lise remove
membranas celulares e nucleares e proteinas, o que deixa o DNA embutido em
gel na forma de nucledides, seguindo o tratamento alcalino e eletroforese, e
entdo o DNA migra para o anodo de uma maneira que € dependente do
namero de lesBes nos nucledides. A extensdo da migracdo é visualizada num
microscépio de fluorescéncia apos coloracdo do DNA. Na forma simples do
ensaio cometa, o DNA migra porque contém quebras que podem surgir da
acao direta de compostos genotoxicos e locais de reparo transitorios e por este
teste € quantificado os danos no DNA (Mgller, 2006; Oliveira et al., 2013;
Oliveira et al., 2015).

2.5.1.2 Micronucleo em sangue periférico

O teste de micronucleo foi desenvolvido para testes de genotoxicidade
e deteccdo de mutagenicidade de agentes quimicos que induzem a formagéao
de pequenos fragmentos de DNA ligados a membrana célular (conhecidos
como micronucleos) (Oliveira et al., 2009; Bonassi et al., 2016; Dar et al., 2016;
Hayashi, 2016). Uma vantagem deste teste em relagdo ao cometa € a
estabilidade e persisténcia do dano ao DNA, pois o teste do cometa mensura
apenas danos primarios que podem ser reparados (Bonassi et al., 2016).
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A técnica de micronucleo utilizando sangue periférico baseia-se em
depositar uma gota de sangue sob um lamina previamente corada com
alaranjado de acridina, que é um agente intercalante de DNA, como as
hemacias ndo possuem nucleo, a fluorescéncia emitida é vermelha, devido a
presenca de RNA, ja os micronucleos que possuem DNA em sua constituicdo
emite a fluorescéncia amarela (Fig. 4).

Figura 4. Imagem de microscopia de epifluorescéncia, imagem apresenta o
micronucleo (verde) em uma hemacia (vermelho), na seta, em uma amostra de

sangue periférico.

Fonte: Joyce Alencar Santos

A avaliacdo de micronucleo é um procedimento amplamente utilizado
em pesquisas toxicogenéticas, para avaliagdo da capacidade cancerigena de
um composto. A literatura apresenta técnicas diferentes; utilizando sangue
periférico corado com alaranjado de acridina e a técnica que utiliza a medula
Ossea, corada por Giemsa, sendo ambas adequadas para este tipo de
avaliacdo, no entanto, a técnica que utiliza o sangue periférico, proporciona
varias amostras de material em um mesmo animal sem a necessidade de
eutanasia a cada coleta, permitindo avaliar o animal ao longo de um tratamento

e /ou a recuperacao do animal durante o teste (Oliveira et al., 2016).

2.5.1.3 Fagocitose Esplénica

O baco € um orgao linfoide, constituido por uma polpa branca
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circundada pela polpa vermelha, ele possui uma grande quantidade de células
fagocitarias, que atuam na remoc¢do de hemacias defeituosas ou senescentes
da circulacéo, atuando também na defesa do organismo contra microrganismos
presentes na circulacdo sanguinea, sendo de grande importancia na resposta
imunitaria antifingica e antibacteriana. Evidenciando seu envolvimento nos
processos de imunomodulacdo. O teste de fagocitose esplénica foi realizado
para identificar possiveis efeitos imunomodulatérios de S. lachnostachys
(Oliveira et al., 2015).

Para este teste um fragmento do baco (aproximadamente 1/3 do
tamanho do 6rgdo) € macerado com solucéo fisiologica — salina (0.9% NacCl),
100 pyL de da suspensao celular, € colocado sobre uma lamina, previamente
corada com alaranjado de acridina, as laminas sdo analisadas em microscopio
de epiflourescéncia para avaliar presenca ou auséncia de fagocitose (Fig. 5)
(Oliveira et al., 2015).

Figura 5. Microscopia de epifluorescéncia, em uma amostra de baco. Em A,
células normais e em B células com indicio de fagocitose (sombra

avermelhada), apds o tratamento com ciclofosfamida.

Fonte: Joyce Alencar Santos

2.5.1.4 Apoptose
A apoptose € um processo natural de morte celular programada, e €
caracterizada pela clivagem da cromatina e um colapso nuclear, seguido da

condensacdo do citoplasma e suas mudancgas na membrana plasmatica com a
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auséncia de inflamagcdo, sendo uma forma fisiologica responsavel pelo
balanceamento da proliferacdo celular e manutencdo das células que sofrem
constantemente renovacao celular, funciona também como um mecanismo de
defesa por meio do qual células lesadas ou potencialmente perigosas podem
ser eliminadas para o bem do organismo como um todo.

Muitos xenobibticos podem desencadear alteracdes no DNA e as
células que apresentam dano ao DNA podem ser eliminadas do organismo
através da apoptose (Navarro et al., 2014; Carvalho et al., 2015; Oliveira et al.,
2015), no teste a morte celular por apoptose pode ser investigada em
diferentes 6rgdos, como o figado, rim e baco. Para tanto é realizado um
macerado com o tecido alvo, e colocado sobre uma lamina, fixado e corado
com alaranjado de acridina, as células apoptoticas sao de facil visualizacéo,
pois apresentam tamanho aumentado e fragmentacdo de nucleo (Fig. 6)
(Navarro et al., 2014).

Figura 6. Células de figado em apoptose, apresentando a célula em tamanho

aumentado e nucleo fragmentado (seta), em microscopia de epiflourescéncia.

Fonte: Joyce Alencar Santos
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Avaliar a atividade farmacoldgica e toxicoldégica do extrato etandlico

das folhas de S. lachnostachys (SLEE) e a fruticulina A in vivo.

3.2. Objetivos Especificos

. Verificar a atividade antinociceptiva de SLEE e a fruticulina A no
teste de formalina em camundongos;

. Analisar o potencial anti-hiperalgésico de SLEE frente ao estimulo
mecanico e ao frio em modelo de lesdo de nervo ciatico avaliada com filamento
eletrbnico de von Frey em ratos;

. Avaliar o potencial anti-hperalgésico e antidepressivo apos a
inducao de dor crénica em modelo de artrite;

. Avaliar acdo antidepressiva de SLEE através do teste de nado
forcado em modelo de leséo de nervo ciatico em ratos e no modelo de inducéo
por clonidina;

. Determinar a atividade mutagénica de SLEE por meio do ensaio
do micronucleo em sangue periférico;

. Avaliar a atividade apoptética de SLEE através do ensaio de
apoptose em baco, rim e figado;

. Avaliar a atividade genotdxica de SLEE pelo teste do cometa in

Vivo;
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ANEXO

Anexo 1 -
Este trabalho deu origem ao artigo “Antidepressive and

antinociceptive effects of ethanolic extract and fruticuline A from Salvia
lachnostachys Benth leaves on rodents’ publicado no periddico “Plos One”

(Fator de impacto 3.54, Qualis Al na area Biotecnologia) em Fevereiro de
2017.

Anexo 2 —
Este trabalho deu origem ao artigo “Genetic toxicological
assessment and anti-arthritic effects of an ethanolic extract obtained from

Salvia lachnostachys leaves’ Submetido ao periodico “Regulatory

Toxicology and Pharmacology” (Fator de impacto 2.24, Qualis B1 na area

Biotecnologia) em Janeiro de 2017.
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