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Resumo

A neuropatia periférica é o resultado de diversas patologias, entre essas se destacando a diabetes, as doengas autoimunes e intoxicagdes por
metais pesados como chumbo e agrotoxicos, existentes na sociedade contemporanea, e em virtude de tal fato, o estudo para a prevencao e
tratamento da mesma se faz necessario. O proposito do estudo foi comparar fatores clinicos, morfolégicos, bioquimicos e inflamatorios entre
diferentes grupos experimentais de camundongos com neuropatia periférica induzida pela compressdo do nervo ciatico e grupo controle. O
estudo busca minimizar seus efeitos por meio do uso do extrato a base da planta Sebastiana hispida, comparando a mesma com os resultados do
tratamento convencional com a gabapentina, um anticonvulsivante com o maior numero de evidéncias cientificas para dor neuropatica, porém,
de alto custo.Trata-se de um estudo randomizado com 40 camundongos isogénicos Swiss, divididos em 8 grupos com 5 individuos em cada,
sendo esses: Sham (G1), Controle (G2), Extrato a base de S. hispida via topica (G3) e Gabapentina via oral (G4), sendo que estes 4 grupos
foram observados em um periodo de 7 dias e outros 4 grupos em 14 dias. Neste estudo, avaliou-se a fitoquimica da S. hispida, evidenciando
uma concentragdo elevada de flavonoides, que demonstrou sua eficacia neuroprotetiva, na avaliagdo funcional do nervo ciatico, comparado
com a histopatologia. Concluiu-se que o tratamento topico com o extrato a base de Sebastiana hispida contribuiu para a recuperagao funcional
do nervo ciatico, além da regressdo da ferida e da cicatrizagdo do nervo ciatico.

Palavras-chave: Dor Neuropatica. Nervo Ciatico. Tratamento com Plantas Medicinais. Flavonoides.

Abstract

Peripheral neuropathy is the result of various pathologies existing in contemporary society, and because of this fact, the study for its prevention
and treatment is necessary. The purpose of the study was to compare clinical, morphological, biochemical and inflammatory factors among
different groups of mice with peripheral neuropathy, induced by sciatic nerve compression and without peripheral neuropathy. The study
seeks to minimize its effects through the use of Sebastiana hispida plant extract, comparing it with the results of conventional treatment with
gabapentin, an anticonvulsant with the largest amount of scientific evidence for neuropathic pain, but costly. This is a randomized study of
40 isogenic Swiss mice, divided into 8 groups with 5 individuals each: Sham (G1), Control (G2), S. hispida Extract based on topical (G3)
and Gabapentin via (G4), with 4 groups being observed within seven days and 4 groups within 14 days. In this study, the phytochemistry
of Sebastiana hispida was evaluated, showing a high concentration of flavonoids, which demonstrated its neuroprotective efficacy in the
functional evaluation of the sciatic nerve compared with histopathology. It was concluded that topical treatment with S. hispida extract
contributed to the functional recovery of the sciatic nerve, as well as wound regression and sciatic nerve healing.

Keywords: Neuropathic Pain, Sciatic Nerve. Herbal Medicine. Treatment with Medicinal Plants. Flavonoids.

1 Introducio de vida dos seus portadores (RIFFEL et al., 2018). Essa

. . R esta relacionada com as mudangas deletérias nos neurdnios
A dor foi definida no ano de 1986, pela Associagdo ¢

. . nociceptivos € mecanorreceptores de baixo limiar, afetando
Internacional para o Estudo da Dor e consiste em uma p p ’

experiéncia sensitiva e emocional desagradével associada  © sistema somatossensorial (BARON, 2009). E considerada

uma condicdo mal adaptativa, visto que diminui,

ou relacionada a lesdo real ou potencial dos tecidos.
Cada individuo aprende a utilizar esse termo usando suas ~ cXtensivamente, a qualidade de vida dos pacientes (WOOLF,
experiéncias anteriores (MERSKEY; BOGDUK, 1994).

A dor neuropatica surge como consequéncia direta de

2010). A neuropatia periférica ¢ uma injuria que acomete
aproximadamente 2% da populacdo em geral e 8% em

uma lesdo ou em doencas degenerativas, como o diabetes, adultos com mais de 55 anos (MARTYN; HUGHES, 1997).

amiloidose, consumo excessivo de alcool ou doencas
neoplasicas por exemplo, que afetam diretamente o sistema

somatossensorial, interferindo negativamente na qualidade
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O nervo ciatico se origina distalmente ao plexo
lombossacral, estendendo-se até os membros inferiores e
sendo responsavel por grande parte funcional desses. Esse
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nervo da origem ao apice do plexo sacral, sendo a sua
localizagdo anterior a articulagdo sacroiliaca e ao musculo
piriforme (DISTAD; WEISS, 2013). Lesdes no nervo ciatico
estdo fortemente relacionadas com dores e¢ limitagdes no
membro inferior.

Essas lesdes se manifestam com dores na regido lombar
baixa em graus varidveis de intensidade, irradiando para
a regido posterior do membro inferior ipsilateral e regido
glutea, associa-se, também, muitas vezes, as alteracdes de
sensibilidade e prejuizos motores (AGNOLLITTO et al.,
2017). Os nervos sdo constituidos de tecido conjuntivo
e componente neural. O tecido conjuntivo dos nervos ¢
formado por trés camadas distintas: endoneuro, perineuro
e epineuro, do interior para a exterior, € sdo responsaveis
por organizar e proteger as fibras nervosas (KAPLAN et al.,
2009). O mecanismo mais importante para surgimento da
dor ¢ a lesdo das terminagdes nervosas sensitivas. A descarga
ectopica pode se originar a partir da area lesada do segmento
axonal do nervo lesionados, mas a maioria parece se originar
no corpo dos neurdnios sensoriais, que se encontram no
ganglio da raiz dorsal. Entre a multiplicidade de fatores
que tém sido responsabilizados, os canais i0nicos sdo alvos
atraentes em fung¢@o de seu papel proeminente no controle da
excitabilidade neuronal, como os canais de sodio que parecem
ter papel relevante na persisténcia de comportamentos da
dor e/ou atividade ectopicos e subtipos de canais de potassio
fortemente regulados por lesdo traumatica, que poderiam
explicar mudancgas de excitabilidade de fibras mielinizadas
e emergéncia de fendtipos de dor (FONSECA et al., 2016).

Existem poucas formas de tratamento para a neuropatia
periférica e pesquisas relacionadas a esse assunto sdo
escassas no Brasil. Os principais agentes usados no
tratamento farmacologico sdo os antidepressivos triciclicos,
anticonvulsivantes, determinados opioides e agentes topicos
como a lidocaina (MEDAWAR; MATHEUS, 2012). Dessa
forma, faz-se necessaria a investigagao de novos tratamentos
e farmacos para a neuropatia periférica, visto que a
gabapentina, a qual ¢ usada como um dos medicamentos de
primeira linha possui grande nimero de efeitos colaterais,
como sonoléncia, vertigem, distirbios gastrointestinais e
edema periférico, além de que pacientes com insuficiéncia
renal devem ter cuidados adicionais e o uso de doses menores
pode ser necessario (SANTOS; SOUZA, 2011).

A Organizacao Mundial da Saude (OMS) tem incentivado
o uso de plantas pela medicina tradicional (WHO, 2013),
visto que o extrato vegetal possui potencial para ter efeitos
colaterais brandos, além de que esse extrato tem sido
amplamente utilizado para o tratamento de diversas doengas.

O Brasil possui a maior diversidade de plantas distribuidas
em cinco biomas, entre esses estd o Cerrado, que ocupa uma
area de 204,7 milhdes de hectares e engloba parte dos Estados
da Bahia, Goias, Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do
Sul, Minas Gerais, Parana, Piaui, Sdo Paulo e Tocantins,
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além do Distrito Federal (IBGE, 2004). Em especial, o Mato
Grosso do Sul, além da diversidade de espécies botanicas
ha forte influéncia do uso deste material para a cura e
tratamento de doengas, por parte das comunidades indigenas
e tradicionais, refletindo em diferentes formas de utilizag¢do
terapéuticas desses recursos naturais (BUENO et al., 2005).

Assim, o uso tradicional de plantas medicinais com
finalidade terapéutica levou a Anvisa a conceituar plantas
medicinais como: “aquelas consumidas com a finalidade de
promover o alivio e até mesmo curar certos tipos de doencas”,
sendo necessarios estudos que possam comprovar realmente
a eficacia terap€utica da planta, antes do seu consumo,
evitando danos nocivos a saude, tais como intoxicagdes,
comprometimento da funcionalidade do organismo e até
mesmo o obito (BRUNING et al., 2012).

Entre as espécies de Mato Grosso do Sul com uso na
medicina tradicional esta a Sebastiana hispida, um arbusto,
conhecido popularmente como mercurio, deocorréncia no
Pantanal (CRISPIM et al., 2002; CARDOSOet al., 2000) e
no Cerrado de Mato Grosso do Sul (POTT; POTT, 1994).
Esta espécie ¢ empregada popularmente no tratamento de
feridas externas (POTT; POTT, 1994).

Por estas caracteristicas, essa espécie vem sendo objeto
de estudo para comprovar sua eficacia terapéutica, como em
estudos (BARROS et al., 2010), que verificaram a capacidade
do extrato etanolico em reduzir o processo inflamatorio
induzido pela inje¢@o de veneno bruto de Bothrops moojeni.
O extrato etanodlico e uma formula¢do de suas partes aéreas
(folhas e caules) da planta foiativo na cicatrizacao de feridas
induzidas em modelos experimentais comparados ao laser de
baixa poténcia (RIZZI et al., 2016). Em sequéncia, 0 mesmo
grupo de pesquisa comprovou a eficacia dos géis a base
do extrato etandlico na reparacdo tecidual no tratamento
de feridas infectadas como terapia complementar para o
fechamento de feridas infectadas e a eficacia da planta
foi relacionada ao elevado teores de compostos fendlicos,
flavonoides e triterpenos (MULLER et al., 2018).

AS. hispida possui metabolitos secundarios que originam
seus efeitos fitoterapicos, tais como flavonoides, taninos e
saponinas. A casticina ¢ um flavonoide extraido da planta
Croton betulaster pertencente a mesma familia da S. hispida
(Euphorbiaceae) e possui efeito neuroprotetor por diminuir
a morte neuronal e modular o conjunto de progenitores
neuronais (SPOHR et al., 2010).

Diante do exposto, evidencia-se a necessidade de dar
continuidade a comprovacao do potencial anti-inflamatorio
do extrato etanodlico de S. hispida. Assim, este trabalho tem
por objetivo avaliar a eficacia neuroprotetiva do extrato bruto
de S. hispida por meio de Testes funcionais do nervo ciatico
de camundongoss com neuropatia periférica induzida pela
compressao do nervo ciatico e avaliar o processo cicatricial
do nervo ciatico em pele dos animais tratados com extrato
da planta via topica, em comparagdo com o medicamento
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gabapentina via oral; avaliar o efeito do tratamento agudo e
cronico da gabapentina no processo inflamatorio relacionado
aneuropatia, assim como relacionar com os fitoconstituintes.

2 Material e Métodos
2.1Coleta do material boténico e preparo do extrato

As partes aéreas (folhas e caules) de S. hispidam foram
coletadas, no periodo matutino, de 10 matrizes localizadas
em areas com vegetacdo nativa de Campo Grande (latitude
-20° 26’ 34, longitude -54° 38’ 47 altitude 532 metros),
Mato Grosso do Sul. Apods a identificagdo botanica um
exemplar foi catalogado e incorporado ao acervo com o
numero 7826.

O material botanico, no mesmo estiagio vegetativo,
apos a exclusdo de folhas e caules velhos e/ou danificados,
este foi seco em estufa circuladora de ar 40 °C (Marconi®,
Modelo MA35), triturado em moinho de facas de ago
inoxidavel (Marconl®, Modelo MA048) e armazenado em
frascos hermeticamente fechados e protegidos da luz e do
calor e rotulado.

O extrato etandlico bruto foi obtido a partir de 500 g de
p6 extraidos com etanol (99,5 %), em banho de ultrassom
(Unidque®, 1450) por 60 minutos, para romper a parede
celular, em sequéncia foi submetido a maceracdo estatica
por 24 horas, o material foi filtrado e a solug¢do extratora
armazenada em frasco ambar. O método de extragdo foi
repetido por nove dias e as solucdes extratoras reunidas e
o solvente evaporado em evaporador rotativo (Tecnal®,
Modelo MA120), o procedimento foi adaptado de Muller
et al. (2018) e a secagem final do extrato ocorreu em
dessecador sob pressao reduzida e obteve-se 28 g de extrato
bruto etanolico.

2.2 Prospeccio da fitoquimica e quantificacio de fendis
e flavonoides

A prospeccdo fitoquimica do extrato etandlico para
caracterizagdo das classes de metabolitos secundarios foram:
compostos fendlicos (reagdo de precipitagdo com cloreto
férrico), naftoquinona (reagdo acido/base), flavonoides
(reacdo de cianidina e acido sulfurico), taninos (reagdo
com sais de ferro, precipitagdo de proteinas), cumarinas
(KOH/luz ultravioleta), triterpenos e esteroides (reagdo de
Liebermann-Burchard), heterosideos cianogénicos (teste
de Guignard), heterosideos cardioativos (teste de Baljet
e de Kedde), saponinas (reagdo de Lieberman-Burchard)
e aglcares redutores (reacdo de Benedict). Esses ensaios
seguiram metodologia adaptada de estudos de Simdes et al.
(2017) e Matos (2009). Especificamente, as saponinas foram
estimadas por meio do teste do indice de espuma (indice
Afrosimétrico), esse indice indica a maior dilui¢do em agua
que o extrato etandlico ¢ capaz de formar lcm de espuma
(ATHAYDE et al., 2017).

As determinagdes ocorreram por meio de reagdes
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de caracterizagdo com a visualizagdo de formagdo de
precipitado, turvacdo e/ou mudanca de cor (FONTOURA
et al., 2015), classificando os resultados em: Fortemente
positivo (+++ = 100%), moderadamente positivo (++
= 50%), fracamente positivo (+ = 25%) e parcialmente
positivo (£ = 10%), quando ocorreu apenas turvagao ou cor
parcialmente alterada. Na auséncia de cor ou precipitacdo foi
considerada negativa (-). Todas as analises foram executadas
em triplicata e comparadas com a solugdo original do extrato
etanolico.

Para quantificar os teores de fenois totais (FT) se utilizou
100 mg do extrato bruto etandlico e o método empregado
foi o de Folin-Ciocalteu’s. O acido galico (EAG 10 a 300
pg/mL) foi o padrdo para a constru¢do da curva da curva
de calibragdao (y = 0,781 x - 0,0031; R? = 0,9959). As
absorbancias foram medidas em espectrofotdmetro na regido
de 750 nm, em cubetas de quartzo e as analises executadas
em triplicatas (SOUSA et al., 2007).

Na quantificagdo de flavonoides 100 mg do extrato
bruto etandlico foi utilizado nas analises ¢ o método
empregado foi o Cloreto de aluminio e como padrio a
quercetina, para construir a curva de calibragdo (y = 0,132
x + 0,0353 R? = 0,9949). As analises foram desenvolvidas
em espectrofotometro no comprimento de onda de 425 nm,
em cubetas de quartzo, e executadas em triplicata, o calculo
das médias foi acompanhado do desvio padrdo (PEIXOTO
et al.,2008).

Parte deste extrato foi utilizado para elaborar uma
formulacdo a base de gel carbopol (Formulagdo 1) e da
formulagdo a base do extrato enriquecido com quercetina
(Formulagao 2).

2.3 Gabapentina

A gabapentina tem sido empregada com sucesso na
dor neuropatica de varias doengas. E um firmaco com
acdo anticonvulsivante, liberagdo
de neurotransmissores excitatorios na fenda sinaptica
(KRAUSE, 2016), sendo muitas vezes o tratamento de
escolha para essas patologias. Neste estudo, a gabapentina

atua diminuindo a

foi usada como base para comparacdo em relacdo ao
fitoterapico a base de S. hispida. Foi administrado via oral
por meio de gavagem, sendo a dose de gabapentina 0,2mL de
12/12h. O periodo de tratamento se estendeu desde a cirurgia
até a eutanasia, seguindo os grupos de 7 e 14 dias.

Foram utilizados 40 camundongos isogénicos Swiss,
machos (pesando aproximadamente 35-40g), em periodos
de 7 e 14 dias os quais foram mantidos em condi¢des
controladas de luminosidade (12 horas de luz/12 horas
de escuro) e temperatura (média de 23 °C) recebendo
agua e ragdo comercial (Nuvital®) a vontade. O trabalho
foi submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Anhanguera Uniderp-CEUA 3082.

Para realizar o esmagamento do nervo ciatico, os animais
foram anestesiados com cloridrato de Ketamina + Xilazina
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a (0,1 mL/100g), via intraperitoneal. O nervo ciatico direito
foi abordado através de uma incisdo cutdnea longitudinal
retilinea de 1,0 cm de comprimento na face lateral da coxa,
indo desde o trocanter maior até o joelho. Uma vez exposto,
o nervo foi submetido a uma lesdo por esmagamento com
auxilio de uma ping¢a ndo serrilhada por 10 segundos até o
primeiro estagio da gramalheira da pinga (BAPTISTA et al.,
2007). Em seguida, o nervo era, cuidadosamente, destacado
da pinga e reposto em seu leito original, a ferida cirrgica
sendo fechada por planos com pontos isolados de nylon de
calibre 5/0 (Mononylon, Ethicon®), (MONTE-RASO et al.,
2006). A eutanésia dos animais foi realizada por meio do
uso do anestésico cloridrato de Ketamina + Xilazina (0,4mL
a cada 100g) em dose letal. Esta técnica esta documentada
e aceita pelo Comité de Etica no Uso de Animais, niimero
3082 e esta de acordo com o Anexo a Resolugdo n® 37, de 20
de setembro de 2018.

Os animais foram organizados em 4 grupos, nos quais o
grupo 1 (grupo sham; n=5): foram submetidos a exposi¢do
do nervo ciatico; grupo 2 (grupo controle; n=5): submetidos
a constri¢do do nervo ciatico; grupo 3 (grupo extrato; n=>5):
submetidos a constrigdo do nervo ciatico e tratados, via topica
1 vez ao dia, com o extrato etanolico a 0,2 % de Sebastiana
hispida, 20 mg/dia. O grupo 4 (n=5): foram submetidos a
constricdo do nervo ciatico e tratados com o medicamento
gabapentina por meio de gavagem 0,2 mL de 12/12h.

2.4 Cicatrizacao

A eutanasia foi realizada apos 7 e 14 dias de tratamento,
as amostras dos nervos e envoltérios foram retiradas e
imersas em solugdo de formol 10% tamponado e apds
processadas em concentragdes crescentes de alcool, de
xilol, incluidas em parafina e cortados em micréotomo com
aproximadamente Spm de espessura. Os cortes obtidos
foram corados pela técnica de Hematoxilina-Eosina (LUNA,
1968), para posterior analise em microscopio optico.

2.5 Teste funcional do nervo ciatico

Os animais foram avaliados a cada sete dias através
do Indice Funcional do Nervo Ciatico. Para obtencio dos
parametros necessarios, os animais foram posicionados em
uma plataforma de vidro, com 50 cm de comprimento, 4,5
cm de largura e 10 cm de altura para as protegdes laterais, o
qual o fundo ¢ feito de vidro e abaixo desse hd um espelho
em um angulo de 45° de inclinagdo (BAPTISTA et al., 2007).
Sendo colocados entre barreiras com espago delimitado por
10 cm que impedia deambulagdo e fotografados com camera
digital de 12 megapixels, resolugdo 4608x2592 a distancia
constante de 15 cm. As imagens obtidas foram utilizadas para
o calculo do Indice Funcional do Nervo Ciatico seguindo a
metodologia aplicada por Possamai ef al. (2012). A partir das
imagens coletadas, os seguintes parametros foram obtidos:
comprimento da pegada (PL), a distancia entre os dedos
intermediarios (TS) e a medida entre o primeiro e quinto
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dedo (IT), os quais dependem da ativacdo dos musculos
gastrocnémio, extensores ¢ intrinsecos da pata (CIDRAL
FILHO, 2011). As imagens obtidas foram, posteriormente,
analisadas por planimetria digital, mediante aplicacdo do
software “Image-J”. As imagens foram coletadas no lado
operado (EPL), (ETS), (EIT), quanto no lado ndo operado
(NPL), (NTS) e (NIT).

Para o calculo do Indice Funcional do Nervo Ciatico (IFC)
foi utilizada a seguinte formula:

SFI = (-38.3 x PLF) + (109.5 x TSF) + (13.3 x ITF) - 8.8

PLF = (EPL-NPL)/NPL

TSF = (ETS-NTS)/NTS

ITF = (EIT-NIT)/NIT

Em ambos os indices, um valor de 0 corresponde a fungéo
e um valor de -100 corresponde a completa perda de fungao
de um lado.

Figura 1 - indice funcional do nervo ciatico. Esquema da foto e
avaliacdo do indice funcional do ciatico. Preto: comprimento da
pegada (PL). Vermelho: distancia entre os dedos intermedidrios
(TS). Azul: medida entre o primeiro e quinto dedo (IT)

T

Fonte: Os autores.

2.6 Acompanhamento da regressio da ferida

Todos os animais tiveram suas lesdes fotografadas apds a
cirurgia e apds a eutandsia por camera digital 12 megapixels,
resolucao 4608x2592 a distancia constante de 15 cm. Os dados
assim obtidos do processo de cicatrizagdo foram registrados
em protocolo para posterior comparagdo, por planimetria
digital, mediante aplicagdo do software “Image-J” (CIDRAL
FILHO, 2011). A avaliagdo da cicatrizag¢ao foi realizada em
todos os animais mediante a mensuragdo da area de retragdo
do ferimento a cada 7 dias, desde o dia da cirurgia até o dia da
eutanasia. Apos capturar a imagem da lesdo através da camera
digital, estas foram importadas para o programa “Image-J”,
que foi desenvolvido no National Institutes of Health (EUA).
O calculo da area tomou como referéncia a medida do maior
diametro, medido com paquimetro digital, e a formatagdo
da figura geométrica em que se transformou o ferimento,
expresso em medida decimal.

3 Resultados e Discussao
3.1 Analise Quimica

Na prospeccdo fitoquimica do extrato etandlico de S.
hispida foi evidenciado a presenca de compostos fenolicos,

flavonoides, flavonois, taninos, esteroides, triterpenos
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saponinas e agucares redutores. Estes resultados estdo de
acordo com outros trabalhos de Muller et al. (2018); Rizzi et al.
(2016), exceto para os flavonois e aglicares redutores presentes
em achados e a auséncia de heterosideos cardiotOonicos, mostra-

se como um resultado promissor, uma vez que 0s compostos

fenolicos simples e os polifendis como os flavonoides, flavonas
€ taninos sdo grupos importantes com potencial antioxidante e
anti-inflamatorio e adicionalmente os taninos sdo importantes
na cicatrizagdo, pois interagem com a proteinas, acelerando o

processo de regeneragao seguido de cicatrizagdo.

Figura 2 - Grafico da frequéncia (%) de Metabdlitos Secundarios detectados no extratoetandlico das
folhas e caules de S. hispida, Campo Grande—MS, Brasil

Classes de Metabolitos Secundérios

Saponinas

Taninos

Acucares redutores
Esteroides
Triterpenos
Flavonois
Compostos Fenolicos

Flavonoides

=]

20

Fonte: dados da pesquisa.

Em relag@o ao contetido de compostos fendlicos totais de
199,5 + 7,8 mg/100 g estes foram inferiores aos encontrados
por Muller et al. (2018) (238,8 = 0,9mg/100g) e superiores
aos achados de Rizzi et al. (2016) (160,4 + 0,2 mg/100g).
Os flavonoides ndo seguiram o mesmo perfil dos compostos
fenolicos, valor obtido de 176,7 + 0,85 mg/100 g foi superior
os citados por Rizzi et al. (2016) (160,4 = 0,2 mg/100g) e
Muller et al. (2018) (168,6 £1,2 g/100g). Para a S. hispida
ndo foi encontrado registro do isolamento dos constituintes
quimicos, apenas a caraterizagdo quimica dos extratos ¢ a
determinagdo de fenois e flavonoides totais (RIZZI et al,
2016; MULLER et al., 2018).

Para outras espécies do Género, como exemplo para
as partes aéreas de Sebastiania schottiana Muell. Arg.
foi relatado a ocorréncia de acetofenona (xantoxilina)
(CALIXTO et al., 1990; YUNES et al., 1990), nas folhas
de Sebastiania brasiliensis Spreng., Penna et al. (2001),
isolaram os flavondides quercetina, kaempferol e quercitrina
e o acido galico, metilgalato e acido protocatecuico,
compostos fenolicos simples. Das partes aéreas e raizes
de S. schottiana Muell. Arg. os terpendides glutinol, a-
e P-amirina, moretenona, campesterol, estigmasterol e
B-sitosterole (YUNES et al., 1990; GAERTNERet al., 1999,
BRANCO; PIZZOLATTI, 2002). Das partes aéreas de
Sebastiania argutidens Pax & Hoffm. Branco e Pizzolatti
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(2002) determinaram os Hidrocarbonetos, carboxilicos
acidos, ésteres metilicos e triterpenos (lupeol, glutinol, a- e
b-amirina, olean-13 (18) - en-3-o0l, moretenona). Sebastiania
corniculata (Vahl) Muell. Arg., foi isolado das partes aéreas
por Machado et al. (2005) os alcaldides quinolina. Para
Sebastiania commersoniana (Baill.) L.B. Sm. & B.J., foram
isolados do extrato etanolico das partes aéreas, os flavonoides
quercetina, kaempferol, isorhamnetina, isoquercitrina e os
compostos fenolicos acidos gallicin, gélico, singeo e cafeico
e a escopoletina, uma cumarina (HNATYSZYN et al., 2007).
Com base nestas informagdes e nos achados desse estudo
(Figura 2) ¢ possivel constatar que as espécies do género
Sebastiania, possuem uma diversidade de fitoconstituintes
e que dentre os compostos mais frequentes estdo os os
compostos fendlicos e derivados como os flavonoides,
esteroides e triterpenos e em se tratando da S. hispida a
predominancia de compostos fenolicos e flavonoides, uma
fonte promissora para ser utilizada em formulagdes como as
empregadas nos ensaios com os modelos experimentais.

O indice de espuma foi <100, o que é considerado de baixa
toxicidade e, também, encontrado pot Rizzi et al. (2016), no
extrato etandlico de S. hispida com efeito cicatrizante, com
isto € possivel inferir que o efeito cicatrizante da planta esta

associado ao sinergismo dos fitoconstituintes.
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3.2 Cicatrizac¢ao do Nervo Ciatico

As analises morfologicas do nervo cidtico dos animais
no periodo de 7 dias apo6s a lesdo, no grupo G1 a morfologia
do epineuro estava levemente separado do endoneuro por
acdo mecanica do esmagamento, ja o perineuro ¢ endoneuro
apresentava aspecto normal (Figura 3A), entretanto, no
grupo G2 houve descolamento do perineuro, presenca de
algumas células nervosas degeneradas com lesdo no axénio
e macrofagos (Figura 3B).

No grupo G3, foi verificada uma leve diminui¢do das
fibras nervosas degeneradas em seu segmento axonal,
assim como uma discreta recuperagdo das fibras nervosas,
mas ainda com um leve descolamento do perineuro (Figura
3C). Observou-se no grupo G4 um aumento de fibras
nervosas degeneradas, infiltrado inflamatdério mononuclear,
representado por macrofagos e, também, descolamento do
perineuro (Figura 3D).

Figura 3 - A a D. Fotomicrografias de corte transversal do
segmento distal do nervo ciatico de camundongos Swiss periodo
7 dias, grupo G1, coloragdo hematoxilina e eosina (HE). Ax6nio
mielinizado (Circulo), Epineuro (Seta vermelha), Nucleo de
possiveis células de Schwann (Seta amarela), Macrofago (Seta
Verde). Aumento de 10x

«’f 2

Esses achados indicam que o grupo de sete dias G3
(S. hispida) obteve melhor efetividade terapéutica nas
caracteristicas cicatriciais em comparagao com os grupos de
sete dias G2 (Controle) e G4 (Gabapentina). Comparando
com os tratamentos de neuropatia periférica a base de solugao
salina e extratos hidroalcoolico e aquoso de Caesalpinia ferrea
que resultaram em grande aumento do espago do endoneuro
(FREITAS, 2013), enquanto os achados no tratamento
utilizando extrato a base de Sebastiana hispida, apresentaram
menor descolamento do perineuro. Diante disso, ¢ enfatizado
que a Sebastiana hispida beneficiou o processo cicatricial do
nervo ciatico pelos achados histologicos.

Com relacdo aos grupos eutanasiados de 14 dias, o
grupo G1 revelou o aspecto morfolégico normal, com seus
envoltorios conjuntivos integros, epineuro, perineuro ¢
endoneuro (Figura 4A). No grupo lesdo G2, eutanasiados
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no 14° dia, foram evidentes areas com degeneracdo nervosa
e manutencao da resposta inflamatdria, com a presenca de
macrofagos e células gigantes multinucleadas (Figura 4B). No
grupo G3 e G4, o perineuro estava deslocado do endoneuro,
ainda por consequéncia do esmagamento mecanico das
células nervosas, com presenga de células degeneradas em
menor propor¢do se comparado aos axdnios do grupo G4,
que apresentava maior quantidade de axdnios com sua bainha
integra.

Figura 4 - A a D. Fotomicrografias de corte transversal do
segmento distal do nervo ciatico de camundongos Swiss periodo
14 dias, grupo G2, coloragiao hematoxilina e eosina (HE). Ax6nio
mielinizado (Circulo), Células degeneradas (*), Epineuro (Seta
vermelha), Nucleo de possiveis células de Schwann (Seta
amarela). Aumento de 10x

Fonte: os autores.

A presenga de axdnios mielinizados em maior propor¢ao
nos grupos G3 (S. hispida) e G4 (Gabapentina) aos 14 dias
apontam que ocorreu maior preservagdo dos axonios nesses
grupos. Comparando o tratamento com extratos hidroalcodlico
e aquoso de Caesalpinia ferrea Martius observou grande
nimero de axonios preservados semelhante com o grupo
Sham (FREITAS, 2013). Isso evidencia que o tratamento com
a S. hispida e a gabapentina apresentaram conservagdo dos
axonios frente ao processo de neuropatia periférica. A agdo
neuroprotetora da planta estd diretamente relacionada com
seus componentes flavonoides e seus descritos mecanismos
de antioxidag¢do, prote¢do mitocondrial e regulagdo do
metabolismo astrocitario (FERREIRA, 2016).

Os resultados histologicos obtidos do grupo de 14 dias
tratados com a gabapentina estdo de acordo com experimentos
previamente realizados. Um estudo de neuropatia periférica
tratada com 2mL/kg (p/v) de Gabapentina via gavagem durante
cinco dias em ratos demonstrou uma elevagio na expressio da
proteina basica de mielina (CAMARA, 2009). Tal resultado
sugere que o tratamento da neuropatia pela gabapentina em
concentragdo de 0,2mL de 12/12horas seja realizada em um
maior periodo de tempo, em fun¢do de maior quantidade de
axonios mielinizados no grupo de 14 dias, quando comparado
ao grupo de 7 dias.
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3.3 Teste Indice funcional do cidtico (IFC)

A comparagdo intragrupos revelou significancia de p=
0,0230, tendo em vista que os grupos G1 (p=0,0266) ¢ G4
(p=0,0286) no periodo experimental de 7 dias apresentou
diferenca significativa enquanto a comparagio intragrupos do
periodo de 14 dias que apresentou diferenga significativa de
p=0,0014 e o grupo G4 mostrou diferenca no periodo de 7 e
14 dias (p=0,0286).

A lesdo por compressdo do nervo ciatico (ENC), vem
sendo amplamente utilizado nas ultimas décadas para
avaliar a restauragdo da fung@o motora, porém, estudos mais
recentes enfatizam a dor neuropatica causado por essa lesdo
(COBIANCHI et al., 2013). O nervo lesionado, com o tempo
e tratamento, tem sua fungdo motora restaurada gradualmente
(DING et al., 2015).

Figura 5 - Comparagdo intergrupo do Indice funcional do ciatico
no momento avaliado para o grupo 7 dias (Kruskal-Wallis, p =
0,0266, “a” p<0,05 em rela¢do ao G2; “b” p<0,05 p = p=0,0286,
em relagdo ao G2)
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Fonte: dados da pesquisa.

Com base nos dados apresentados pelo grafico, o grupo
tratado com a gabapentina mostrou uma variagdo significativa
(p=0,0286) no periodo de eutanasia de 7 e 14 dias (Figura
6) com valores variando entre -10 a -40, demonstrando uma
melhor resposta funcional quando comparado ao grupo
controle. Comparando os grupos de 7 e 14 dias, tratados
com o extrato a base de S. hispidam nao ocorreu diferenga
estaticamente  significativa, mas apresentaram baixas
variagdes quando comparadas ao grupo controle, variando os
valores de -20 a -40, em comparagdo aos grupos do periodo
de 14 dias (Figura 6), que houve uma maior redugéo do Indice
Funcional do Ciatico, demonstrando a necessidade de um
tempo maior de periodo experimental para a total recuperagdo

funcional nervosa.
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Figura 6 - Comparacio intergrupo do Indice funcional do ciatico
no momento avaliado para o grupo 14 dias (Tempo 01 e 02:
Kruskal-Wallis, p=0.0286, “a” p<0,05 em relagdo ao G2).
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Fonte: autores.
Estudos recentes utilizando extrato etandlico de

Combretum leprosum para tratamento da neuropatia periférica
induzida por compressao do nervo ciatico, em camundongos,
constataram que o extrato (100mg/Kg) também foi capaz
melhorar, significantemente, o déficit funcional (KRAUS et
al., 2017). Porém, estudos que utilizaram terapias alternativas,
como a terapia por diodo emissor de luz (LEDT), podem
ndo ser eficazes para uma total recuperacdo funcional do
nervo conforme o ocorrido no trabalho (CIDRAL FILHO,
2011). Diante desses dados, sugere-se que o uso do extrato
a base de Sebastiana hispida mostrou bons resultados na
regeneracdo da resposta funcional quando comparada ao
grupo controle, sham e ao tratamento convencional a base
de Gabapentina, principalmente, quando tratados no periodo
de 14 dias. Esta a¢@o neuroprotetora se deve as propriedades
anti-inflamatorias e antioxidantes presentes nos flavonoides,
composto encontrado em alta concentracdo no extrato.
Como demonstrado em estudos (ROCHA, 2015) em que o
flavonoide quercetina demonstrou efeito protetor das células
neuronais contra os danos oxidativos induzidos pelo estresse
na Doenga de Alzheimer.

3.4 Variacio do peso dos animais

As comparagdes par a par foram realizadas utilizando-
se o teste t de Student para amostras independentes ou teste
de Mann-Whitney, conforme a normalidade das amostras. A
dor tem influéncia direta no apetite dos camundongos, sendo
o peso do animal, portanto, um importante pardmetro na
avaliagdo da melhora dos sintomas da neuropatia periférica.
O aumento de peso sugere a auséncia de dor, e a diminuigdo
do mesmo sugere a persisténcia da nocicep¢ao (ANDRADE
et al., 2002). Com isso se observa perda ponderal nos grupos
G1 e G3 em 7 dias. Aos 14 dias apenas o grupo G4 apresentou
perda de peso (Quadro 1). Logo, o uso do Extrato reduziu
a algia dos camundongos em 14 dias de tratamento, tendo
melhor resultado que o grupo com tratamento convencional
a base de gabapentina. No entanto, a perda de peso nao foi
estatisticamente significativa.
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Quadro 1 - Comparagdo dos pesos dos animais em gramas (teste t de Student; média+DP) no pré-operatorio e no momento da eutandsia

Pré-operatorio 7 dias p-valor Pré-operatorio 14 dias p-valor
Gl 44,6 3,5 433+3,4 0,5661 373+25 38,7+3,2 0,4550
G2 40,3+ 1,1 43,7+1,7 0,0050 36,7 +3,6 37,9+4,0 0,6847
G3 44,0+ 1,5 41,0+1,2 0,0078 35,0£2,2 36,0+ 1,8 0,4671
G4 39,7+24 43,4+6,8 0,2851 383+2,2 35,5+ 1,6 0,0695

Fonte: dados da pesquisa.

3.5 Teste de Regressao da Ferida

Quando observada a normalidade nos dados se optou
pela comparag@o entre os grupos utilizando-se a Analise de
Variancia (ANOVA) com post hoc test de Bonferroni. Nos
casos de ocorréncia de distribuicdo ndo normal dos dados,
utilizou-se o teste de Friedman. As comparagdes par a
par foram realizadas utilizando-se o teste t de Student para
amostras relacionadas. A normalidade foi avaliada através
do teste de Liliefors. Consideraram-se significantes as

comparagdes com p<0,05. A analise foi realizada no programa
GraphPad Prism 5.0.

De acordo com a Figura 7 (A; B; C), € possivel inferir que
todos os grupos apresentaram taxas de regressao significativa
aos 7 e 14 dias, além de que o uso do extrato de S. hispida
mostrou efeito positivo na cicatrizagdo em relagdo aos demais
grupos, como demonstrado em trabalhos anteriores realizados
por Rizzi et al. (2016) e Muller et al. (2018).

Figura 7 - (A) Comparagdo intergrupos das regressdes das feridas aos 14 dias de eutanasia (ANOVA, p = 0,0024, “a” p<0,05 em
relagdo ao G3; “b” p<0,05 em relagdo ao G4). (B) Comparagao intragrupos das regressdes das feridas aos 7 dias de eutandsia (G1 p =
0,0864; G2 p=0,2522; G3 p=0,0066; G4 p =0,0060). (C) Comparagdo intragrupos das regressdes das feridas aos 14 dias de eutanasia
(G1: ANOVA, p=0,0021, “a” p<0,05 em relagdo a medida inicial, “b” p<0,05 em relagdo ao dia 7. G2: teste de Friedman, p=0,0183,
“a” p<0,05 em relag@o a medida inicial. G3: ANOVA, p = 0,0003, “a” p<0,05 em rela¢do a medida inicial, “b” p<0,05 em relacdo ao

dia 7. G4: teste de Friedman, p = 0,0468)

(A)

100+

%

G4

Fonte: dados da pesquisa.

Esse efeito positivo se deve pela presenga dos
constituintes presentes nas partes aéreas da planta, em especial
aospolifenois, os compostos fenolicos e flavonoides, classes
estas que favorecem o processo de cicatrizagdo, por meio do
sequestro de radicais livres, atuagdo como vasodilatador e
reducdo da agregacao plaquetaria (HAVSTEEN, 2002). O uso
da gabapentina demonstrou o potencial cicatricial esperado
no grupo de 7 dias, porém, no grupo de 14 dias houve pouca
melhora da cicatrizagdo. De maneira geral, ¢ possivel concluir
que esta pesquisa apresentou resultados semelhantes ao de
outros estudos, utilizando extratos herbais para acelerar o
processo de cicatrizagdo (JAIN et al., 2011).
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4 Conclusao

Conclui-se que o extrato a base de Sebastiana hispida
apresentou boa eficacia na regeneragdo funcional do nervo
ciatico, embora insignificante do ponto de vista estatistico.
Em relacdo aos achados histologicos foi evidenciado que o
tratamento de 7 dias com o extrato da planta foi mais efetivo
para evitar as degeneragdes das fibras nervosas do que o
tratamento com gabapentina. No caso do tratamento feito
durante 14 dias, foi demonstrado que em ambos ocorreu a
preservacao majoritaria dos axonios, porém a gabapentina foi

mais efetiva na conservagdo dos axonios mielinizados.
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A acdo neuroprotetora pode estar relacionada com os
constituintes, que compdem o extrato etandlico das folhas
e caules S. hispida, principalmente, pela presenca dos
polifenois, flavonoides e compostos fenolicos.
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