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RESUMO

A dor oncoldgica é um sintoma associado ao paciente com cancer causando redugdo na qualidade
de vida sendo desafio no cuidado paliativo. Na busca de potenciais farmacos analgésicos, a espécie
Arrabidaea chica apresenta atividade em modelo de osteoartrite, além de pertencer a lista de plantas
medicinais de interesse do Sistema Unico de Satde. O objetivo do trabalho foi avaliar a atividade
do extrato hidroalcodlico e da fracdo acetato de etila das folhas em modelo de dor oncoldgica com
tumor solido de Ehrlich. Os animais da espécie Swiss foram inoculados com células tumorais no
coxim plantar e tratados diariamente por um periodo de 12 dias, via oral, e separados nos grupos
conforme o tratamento: com salina, Pregabalina 15mg/kg, Extrato hidroalcodlico 250mg/kg e
Fracdo Acetato de etila 1mg/kg. O peso corporal dos animais e o volume da pata com tumor foram
verificados a cada quatro dias. Nestes intervalos foram feitos os testes de comportamento para
avaliacdo de dor espontanea (escada facial de Grimace) e atividade motora (Campo aberto), bem
como, a avaliacdo de hiperalgesia mecanica e estresse térmico. Ao final do tratamento os animais
foram eutanasiados, as patas foram retiradas para analise do peso do tumor e o sangue coletado para
dosagem de citocinas séricas. Os resultados mostraram que 0s tratamentos ndo afetaram o peso
corporal. O tumor aumentou de volume, entretanto ndo houve diferenca do tratamento com extrato
e fracdo com o controle negativo. Por outro lado, o tratamento com extrato foi capaz de reduzir o
peso do tumor, comparado ao grupo controle negativo. Na expressao facial e na atividade motora,
0 extrato e fracdo ndo apresentaram efeito analgésico significativo. Para avaliacdo da atividade
motora (teste de von Frey), o tratamento com extrato apresentou um limiar préximo ao normal, mas
ndo houve diferenca significativa para o controle negativo. No teste com estimulo nocivo usando o
estresse térmico, o extrato apresentou um efeito analgésico semelhante ao controle positivo, apenas
no quarto dia de tratamento. A determinacéo das citocinas evidenciou uma reducdo das citocinas
inflamatdrias ap6s o tratamento com extrato e fracdo, reduzindo significativamente a concentracao
da proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1), comparado com controle negativo. Os resultados
evidenciaram que a presenca do tumor reduz a tolerdncia dos animais ao estimulo, causando
hiperalgesia, porém o tratamento com extrato e fragdo da Arrabidaea chica melhora a atividade
analgésica, principalmente no periodo inflamatério do desenvolvimento do tumor (4° dia). O
tratamento reduziu os mediadores inflamatérios, sugerindo o mecanismo analgésico periférico.
Assim, o trabalho demonstra de forma pioneira o potencial efeito analgésico da espécie Arrabidaea

chica em modelo de dor oncoldgica.

Palavras-chave: Analgesia; Cancer; Arrabidaea chica; Tumor de Ehrlich.



ABSTRACT

Cancer pain is a symptom associated with cancer patients, causing a reduction in quality of life
being challenge in palliative care. In the search for potential analgesic drugs, the species Arrabidaea
chica shows activity in a model of osteoarthritis, as well as belonging to the list of medicinal plants
of interest to the Unified Health System. The aim of this study was to evaluate the activity of the
hydroalcoholic extract and the ethyl acetate fraction of the leaves in a cancer pain model with a
solid Ehrlich tumor. For the in vivo test, the animals Swiss species were inoculated with tumor
cells in the plantar cushion and treated daily for a period of 12 days, orally, and separated into
groups according to treatment: with saline, Pregabalin 15mg/kg, Hydroalcoholic extract 250mg/kg
and Ethyl acetate fraction 1mg/kg. The animals' body weight and the volume of the paw with the
tumor were checked every four days. At these intervals, behavioral tests were carried out to assess
spontaneous pain using the Grimace facial ladder and motor activity (open field), as well as
assessing mechanical hyperalgesia and thermal stress. At the end of the treatment, the animals were
euthanized, their paws were removed for tumor weight analysis and blood was collected for serum
cytokine dosage. The results showed that the treatments did not affect the animals' body weight.
The tumor increased in volume, but there was no difference between treatment with the extract and
fraction and the negative control. However, at the end of the experiment, treatment with the extract
was able to reduce the weight of the solid tumor, compared to the group treated with saline. In terms
of facial expression and motor activity, the extract and fraction had no significant analgesic effect.
When assessing motor activity using the von Frey test, treatment with the species showed a
threshold close to normal, but there was no significant difference to the negative control. In the
noxious stimulus test using heat stress, the extract showed an analgesic effect similar to the positive
control only on the fourth day of treatment. The determination of cytokines showed a reduction in
inflammatory cytokines with the treatment of the extract and fraction, with a significant decrease in
monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1), compared to the negative control. The results show that
the presence of the tumor reduces the animals' tolerance to the stimulus of hyperalgesia and
treatment with Arrabidaea chica extract and fraction improves activity, especially in the
inflammatory period of tumor development (day 4). The cytokine data show that treatment reduces
inflammatory cytokines, suggesting a peripheral analgesic mechanism. The study thus demonstrates

the potential analgesic effect of the Arrabidaea chica species in a cancer pain model.

Keywords: Analgesia; Cancer; Arrabidaea chica; Ehrlich tumor.
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1. INTRODUCAO

Na busca de novos agentes terapéuticos, 0s metabolitos secundarios de algumas
espécies vegetais tem sido uma fonte promissora para novas drogas e protétipos, trazendo
entre outras vantagens, matéria prima abundante, por consequéncia diminuindo custos, e

menor efeitos adversos, melhorando a qualidade de vida do paciente.

Por ser um pais de grande extensdo territorial, o Brasil, com sua diversidade cultural e
influéncia colonizadora européia, africanos e indigena, além de uma rica flora com
imenso potencial propedéutico, destaca-se por apresentar variadas espécies com
propriedades terapéuticas comprovadas, entre as quais, a Arrabidaea chica (Humb &

Bonpl) Verlot (bignomacea) (Ibiapina et al., 2014).

A espécie Arrabidaea chica é planta arbustiva, de médio porte com o nome
vernacular de crajiru, carajiru, parir, parapari e chica, sendo usado empiricamente no
tratamento de leucemias, diarréias sanguinolentas, banho de assento e enfermidade da
pele (Behrens; Tellis; Chagas, 2012; Jorge et al., 2008). Estudos farmacoldgicos
preliminares evidenciam os efeitos cicatrizantes, antimicrobiano (Barbosa et al., 2008;
Cortez de Sa et al., 2015), anti-inflamatorio, antiangiogénico e antitumoral desta espécie
(de Carvalho Ribeiro, 2012; Gouveia et al., 2019).

E uma espécie nativa e abundante em no Estado do Maranh4o, tendo sua distribuigdo
geogréfica em grande parte do territério, destacando-se no Brasil central, com prevaléncia
desde a Regido Amazoénica até o rio Grande do Sul, incluindo regido de cerrado, mata
atlantica e floresta tropical, tornando-se uma alternativa de baixo custo, no tratamento e
controle da dor oncoldgica, inclusive constando na Relagdo Nacional de Plantas
Medicinais de interesse do SUS (RENISUS) do Ministério da Saude , agregando ainda

mais valor a espécie.

No que se refere, ao uso da Arrabidaea chica, no controle da dor e tratamento
alternativo, podemos citar o trabalho do laboratdrio de estudo experimental da dor (LEED
/UFMA), onde foi investigado o efeito terapéutico da planta na osteoartrite, e avaliado a
resposta anti-inflamatoria e antinociceptiva do extrato e fracdes da planta, com resultados

promissores (Vasconcelos et al., 2021).


https://www.zotero.org/google-docs/?r4s0vZ
https://www.zotero.org/google-docs/?r4s0vZ
https://www.zotero.org/google-docs/?r4s0vZ
https://www.zotero.org/google-docs/?91ILC6
https://www.zotero.org/google-docs/?91ILC6
https://www.zotero.org/google-docs/?91ILC6
https://www.zotero.org/google-docs/?SuQCY8
https://www.zotero.org/google-docs/?SuQCY8
https://www.zotero.org/google-docs/?SuQCY8
https://www.zotero.org/google-docs/?SuQCY8
https://www.zotero.org/google-docs/?SuQCY8
https://www.zotero.org/google-docs/?SuQCY8
https://www.zotero.org/google-docs/?rlJkkP
https://www.zotero.org/google-docs/?rlJkkP
https://www.zotero.org/google-docs/?rlJkkP
https://www.zotero.org/google-docs/?aNv8Gb
https://www.zotero.org/google-docs/?aNv8Gb
https://www.zotero.org/google-docs/?aNv8Gb
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O controle da dor € um fator importante na qualidade de vida do paciente, de
forma particularizada em um paciente oncoldgico, onde ja se sobrepde ao impacto
psicologico e emocional do diagndstico, além de todo estigma atribuido & doenca. O
estudo brasileiro (Mendes et al., 2016), que avaliou a dor de forma qualitativa, mostrou
que a queixa algica é constante e desconfortavel afetando o bem estar dos pacientes
oncoldgicos. Desta forma, a dor € um dos fendmenos mais temidos e uma das queixas
mais frequentes entre os pacientes oncoldgicos, sendo descrita como insuportavel, em

especial nas fases mais avancadas da doenca (Henson et al., 2020; Kleeberg et al., 2005).

Assim, considerando a elevada incidéncia de cancer no mundo e a dor oncoldgica
ser um aspecto importante na qualidade de vida destes pacientes, o presente trabalho se
prop0s a estudar a eficacia terapéutica do extrato hidroalcodlico e fracdo acetato de etila

das folhas da espécie Arrabidaea chica em modelo pré-clinico de dor oncoldgica.


https://www.zotero.org/google-docs/?QmDMlA
https://www.zotero.org/google-docs/?QmDMlA
https://www.zotero.org/google-docs/?QmDMlA
https://www.zotero.org/google-docs/?yFfvqh
https://www.zotero.org/google-docs/?yFfvqh
https://www.zotero.org/google-docs/?yFfvqh
https://www.zotero.org/google-docs/?yFfvqh
https://www.zotero.org/google-docs/?yFfvqh

17

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cancer: aspectos epidemioldgicos e bioldgicos

O céncer ¢ uma doenga que apresenta um aumento progressivo a cada ano,
segundo a OMS (Organizacdo Mundial de Salde), 1 em cada 5 homens e 1 a cada 11
mulheres morrem da doenca no mundo (Singh et al., 2023). No Brasil, nas dltimas
décadas, estudos apontaram mudancas no perfil do adoecimento da populacéo brasileira,
principalmente por doencas ndo transmissiveis ao que denominamos transicao
epidemioldgica. Sobre o aspecto epidemiologico, € importante identificar e dimensionar
essas mudancas para tracar politicas publicas assertivas, subsidiando a¢des que impactam
na diminuigéo da incidéncia e prevaléncia do cancer no Brasil (Mendes; Vasconcellos,
2015).

Considerando a localizacdo primaria do tumor e o sexo do individuo, no Brasil a
maior prevaléncia no sexo masculino sdo respectivamente: cancer de prostata (29,2%),
cancer de célon retal/intestino (9,1%), cancer de pulméo (7,9%), cancer de estdmago
(5,9%) e cancer de cavidade oral (5%). Ja nas mulheres a prevaléncia € respectivamente:
cancer de mama (29,7%), cancer de colon retal/intestino (9,2%), cancer de colo uterino
(7,4%), cancer de pulméo (5,6%) e cancer de tireoide (5,4%) (de Oliveira Santos et al.,
2023; dos Santos; de Brito, 2022; Mendes; Vasconcellos, 2015).

No Maranhdo a estimativa de casos novos de cancer até 2025 é um cenério
alarmante. Estima-se que o cancer de préstata deva chegar a 56,47 casos a cada 100.000
homens e o cancer de mama 28,7 casos a cada 100.000 mulheres (Ministério da Salde,
2023). E importante lembrar que o Maranh&o € lider em casos de cancer de pénis no
Brasil e no mundo, segundo estudo realizado em trés grandes hospitais do Estado,

referéncias em tratamento e complicacdes do cancer (Coelho et al., 2018).

O cancer tem origem a partir de mutac6es na sequéncia de nucleotideos no DNA
que alteram vias cruciais responsaveis por regular a homeostase celular e tecidual
(Kirsch-Volders; Aardema; Elhajouji, 2000; Kontomanolis et al., 2020). As alteracGes
genéticas podem surgir de fatores intrinsecos, como mutagdes hereditarias e erros
aleatdrios na replicacdo do DNA. Também podem ser causadas por fatores extrinsecos,
incluindo danos provocados por radiacdo, produtos quimicos e infecgcdes por patdogenos

com potencial oncogénico (Harrington et al., 2005; Singh et al., 2019). Dessa forma,


https://www.zotero.org/google-docs/?7boVGD
https://www.zotero.org/google-docs/?7boVGD
https://www.zotero.org/google-docs/?7boVGD
https://www.zotero.org/google-docs/?FhHiZS
https://www.zotero.org/google-docs/?FhHiZS
https://www.zotero.org/google-docs/?Ugs2HB
https://www.zotero.org/google-docs/?Ugs2HB
https://www.zotero.org/google-docs/?Ugs2HB
https://www.zotero.org/google-docs/?Ugs2HB
https://www.zotero.org/google-docs/?zPiNpg
https://www.zotero.org/google-docs/?zPiNpg
https://www.zotero.org/google-docs/?zPiNpg
https://www.zotero.org/google-docs/?6QmLUE
https://www.zotero.org/google-docs/?6QmLUE
https://www.zotero.org/google-docs/?6QmLUE
https://www.zotero.org/google-docs/?TnFblh
https://www.zotero.org/google-docs/?TnFblh
https://www.zotero.org/google-docs/?TnFblh
https://www.zotero.org/google-docs/?TnFblh
https://www.zotero.org/google-docs/?TnFblh
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apenas 5 a 10 % de todos os canceres sao resultantes de defeitos genéticos hereditarios,
sendo os fatores ambientais 0s principais promotores e iniciadores do processo
neoplésico. Entre eles podemos destacar o tabagismo, alcoolismo, raios ultravioleta,
infeccBes oncogénicas e dieta ndo saudavel (Lewandowska et al., 2018; Tilburt et al.,
2011; Wojciechowska et al., 2023).

Existem diversos fatores e fendmenos moleculares e/ou ambientais que levam
uma célula normal a se transformar em uma célula neoplasica, sendo 0s processos
englobados e denominados oncogénese ou carcinogénese (Hanahan; Weinberg, 2000). O
padrdo observado é quase sempre o mesmo: células com capacidade de multiplicacao
ilimitada, evasdo de sinais supressores de crescimento, invasdo de tecidos (metastase),
resisténcia a morte celular programada (apoptose), estimulacdo da formacdo de novos
vasos sanguineos (angiogénese), manutencdo da sinalizacdo proliferativa, reprogramacéo
do metabolismo energético, evasdo da vigilancia e destrui¢do imunoldgica, instabilidade
gendmica, processo inflamatério ndo resolutivo, plasticidade fenotipica, reprogramacéao
ndo mutacional epigenética e microbioma associado polimérfico (Fouad; Aanei, 2017;
Hanahan, 2022; Hanahan; Weinberg, 2011).

De modo geral, as células cancerosas, por sofrerem novas mutagdes, sdo0 menos
especializadas que as células saudaveis, ou seja, ndo exerce normalmente sua funcdo
original. Com a evolucdo da doenca estas células que sofreram novas mutacGes, vdo
substituindo as células normais e desta forma os tecidos invadidos ndo desempenham
adequadamente sua funcéo, levando o paciente a faléncia do érgdo (Fouad; Aanei, 2017;
Hanahan, 2022).

2.2 Dor oncolégica

O céncer diferencia-se das demais doencas, em virtude de impactar fortemente na
vida do individuo desde 0 momento do seu diagnostico, levando a sentimentos negativos,
mutilagcOes e sobretudo dor (Salci; Marcon, 2009). Os diagnosticos precoces e avangos
no tratamento do cancer tém proporcionado uma maior possibilidade de cura ao paciente
oncol6gico, muitas vezes com terapias combinadas como cirurgia, radioterapia,
quimioterapia, hormonioterapia e imunoterapias. No entanto, diversos fatores devem ser

considerados em seu planejamento, como caracteristicas individuais do paciente,
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estadiamento clinico da doenca, tipo e localizagdo do tumor, presenca ou ndo de implantes

secundarios (Soares; Silva, 2010).

Sdo muito comuns efeitos colaterais ou reagdes de toxicidade do tratamento do
cancer, como por exemplo, efeitos gastrintestinais, hematoldgicos, cardiotoxicidade,
hepatotoxicidade, nefrotdxico, reacGes dermatoldgicas e reacdes alérgicas, e esse efeitos
muitas vezes podem ser potencializados com a terapéutica instituida no controle da dor
(Celeste; Maia, 2021).

A dor do cancer ou dor oncoldgica é definida por qualquer dor sentida em estreita
relacdo com a doenca. Ela pode estar associada a inumeros aspectos do adoecimento, tais
como o tumor em si e 0s sintomas advindos do tratamento e da proliferacdo da doenga no
organismo por meio das metastases e do surgimento de novos canceres interligados aos
processos de recidivas (Freire et al., 2018). Esta presente em cerca de 60% a 80% dos
pacientes, acometendo-os em todas as fases do adoecimento, em 20% a 30% dos pacientes
em estagio inicial e em 75% dos pacientes em estagio avancado (Costa et al., 2017;
Mantyh et al., 2002).

A dor resulta do desequilibrio entre o sistemas nociceptivos e antinociceptivos e
para ocorrer a percepc¢do da dor, estdo envolvidos trés processos: traducdo do estimulo
em potencial de acdo pelo receptor, transmissdo dos dados do sistema nervoso e por fim,
interpretacdo dos dados (Wandner et al., 2012). De acordo com a forma de variacéo ao
longo do tempo, a dor oncoldgica pode ser progressiva, persistente ou disruptiva,
rompendo o controle da dor oferecido pelos analgésicos (Hao et al., 2021; Mercadante,
2014; Voscopoulos; Lema, 2010; Zeppetella, 2011).

2.2.1 Fisiopatologia da dor

Os neurdnios do sistema nervoso periférico, chamados de nociceptores, sdo 0s
responsaveis pela deteccdo e transmisséo de estimulos dolorosos. Revisando a anatomia
do neurdnio sensitivo sensorial, este possui um corpo celular, localizado nos ganglios das
raizes dorsais da medula espinhal. A partir do ganglio medular parte um prolongamento
que se bifurca em um prolongamento central que se dirige e termina no corpo dorsal da
medula espinhal e um segundo prolongamento chamado de prolongamento periférico que

percorre 0S nervos sensitivos e vai em direcdo aos diversos oOrgdos periféricos,
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constituindo assim, a fibra sensitiva. Quando ocorre o estimulo doloroso aos neurénios
nociceptores, este estimulo percorre todo o eixo neuronal e finaliza na percepcéo da dor,
interpretada pelo cortex cerebral (Figura 1) (Mantyh et al., 2002; Teixeira, 2009).

Inflammatory

DRG Post-synaptic
\ dorsal column
tract

csssnseP

Spinothalamic
tract

— Blood vessel Spinal cord

Nature Reviews | Cancer

Figura 1: llustracdo da via de sinalizacdo associada a dor. A presenca de células tumorais recruta
a células imunes para 0 ambiente tumoral que por sua vez acionam e liberam substancias pré-inflamatorias.
O desenvolvimento do tumor aumenta ainda mais a presenca de células do sistema imune, pois a
proliferacdo celular aumenta o metabolismo das células envolvidas no processo inflamatério,
sensibilizando o neurbnio nociceptivo, percorrendo todo prolongamento neuronal e levando o estimulo
doloroso em dire¢éo ao ganglio dorsal da medula espinhal. ATP: Adenosina Trifosfato; VEGF: Fator de
Crescimento do Endotélio Vascular; DRG: Génglio da Regido Dorsal; CGRP Peptideo Relacionado ao
Gene da Calcitonina. (Fonte: Mantyh et al., 2002).

A partir do ganglio dorsal, parte um prolongamento que se bifurca, em um
prolongamento central que se dirige e termina no corpo dorsal da medula espinhal e um
prolongamento periférico que percorre 0s nervos sensitivos e vai em direcdo aos diversos
orgaos periféricos, constituindo assim a fibra sensitiva. assim , quando ocorre 0 neurénio
nociceptivo recebe um estimulo doloroso, este estimulo percorre todo o eixo neuronal
e finaliza na percepgédo da dor ,interpretada pelo cortex cerebral concomitante a este
processo 0s neurdnios sensibilizados liberam ainda outras substancias pré-inflamatérios,
em um ,mecanismo de feedback configurando um ambiente de retroalimentacao da dor.
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2.2.2 Classificacdo da dor

Quanto a sua duracdo pode ser classificada como aguda ou crénica. A dor aguda
possui um quadro de duracdo de até 30 dias, é geralmente causada por uma leséo do
tecido, de causa geralmente identificada, comeca repentinamente e diminui com o tempo
e com 0 processo de cicatrizacdo tecidual. Pode trazer beneficios ao organismo,
funcionando como alerta, que algo estd em sofrimento e & um sintoma muito importante
no diagndstico de algumas patologias. E tratada com bloqueio das vias nociceptivas

durante a cicatrizacdo (Mercadante, 2014; Zeppetella, 2011).

A dor crdnica é considerada uma dor com dura¢do igual ou maior a 3-6 meses,
podendo persistir além da cura das lesbes precipitantes, se mantendo ou se tornando
recorrente. A génese da dor crénica também inclui claramente fatores comportamentais,
com ativacdo de mecanismos como a sensibilizacdo de neurénios, exigindo uma

abordagem terapéutica mais complexa (Zeppetella, 2011).

Quanto a patogénese da dor, podemos classifica-la em dois grupos (Mantyh et al.,
2002):

a) Nociceptiva: decorrente devido a estimulos especificos aos receptores da
dor, que por sua vez pode ser classificada em dor visceral e dor somatica.
A dor visceral tem sua origem em 6rgaos internos e pode ser decorrente
de patologias, entre elas, neoplasias ou ainda, representar sofrimento do
orgdo, como isquemia. E a dor somatica pode ser superficial ou profunda
proveniente da pele, masculos, 0ssos e articulacBes. A dor superficial
ocorre a nivel da pele ou membranas mucosas e a dor profunda, ao nivel
dos musculos, ligamentos, tenddes ou vasos sanguineos.

b) Neuropatica: definida como dor causada por lesdo ou disfuncédo do sistema
nervoso, tende a responder de forma menos eficiente as drogas padrdes e

analgesicos usuais.
2.2.3 Terapéutica farmacologica

No controle e tratamento da dor temos principalmente trés grupos de farmacos.
Analgésicos ndo opidides, entre eles os anti-inflamatérios ndo esterdides (AINES) e

analgésicos simples cujo mecanismo de a¢do ndo é bem conhecido, mas presumidamente
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tem acdo central. Os AINEs atuam por inibicdo da ciclooxigenase (COX), inibindo a
sintese de prostaglandinas (PG) envolvidas no processo inflamatorio e na dor. Os
Analgésicos opidides, que sdo os analgésicos mais indicados na dor moderada a grave
atuam ligando-se aos receptores , k € 8, amplamente distribuidos no sistema nervoso
central e periférico, podendo ser classificados de acordo com a sua atividade intrinseca
em agonistas, agonista parcial/antagonista, agonista/antagonista. Entre estes encontram-
se a morfina, fentanil, oxicodona e tramadol. Os analgésicos adjuvantes sdo drogas
desenvolvidas para outras indicac@es clinicas, no entanto sdo utilizados na pratica médica
com acdo analgésica. Entre estes encontram-se o0s antidepressivos, anticonvulsivantes,

corticosteroides e bifosfonatos (INCA; Ministério da Saude, 2001).

A pregabalina é classificada como analgésico adjuvante e se caracteriza como um
composto anéalogo estruturalmente ao neurotransmissor Acido gama-aminobutirico
(GABA), com propriedades anticonvulsivantes, antihiperalgésicas e ansioliticas
(Aydogan et al., 2014). Segundo as diretrizes farmacoldgicas para o tratamento da dor
neuropatica a pregabalina € um dos medicamentos de primeira escolha para o tratamento

desse tipo de dor (Finnerup et al., 2015).

A pregabalina, embora tenha relacdo estrutural com o GABA, néo liga-se a este
neurotransmissor, seu principal mecanismo de acdo consiste na ligagdo da subunidade
alfa-delta dos canais de calcio voltagem-dependente do sistema nervoso central,
bloqueando o influxo do ion e a despolariza¢do do neurénio, bloqueando a liberacdo de
neurotransmissores excitatorios (Jaeln Lee et al., 2020). Além disso, inibe a expressao
da enzima ciclo-oxigenase 2 (COX-2) e suprime outros componentes imunes com
impacto sobre a neuropatia periférica, como na atividade de células natural killer ativadas
e na proliferacdo de linfécitos que acompanham a lesdo cronica no nervo (Jaeln Lee et
al., 2020; Kremer et al., 2016).

2.3 Modelo de dor oncoldgica

Os modelos pre-clinicos para o estudo da dor sdo relevantes para compreender 0s
mecanismos fisiopatologicos responsaveis pela geragcdo da dor inflamatoria crénica e
permite identificar e validar numerosos farmacos analgésicos candidatos (Muley;
Krustev; McDougall, 2016). Em condi¢Ges normais, a inflamagéo aguda é essencial para

proteger 0 nosso organismo dos agentes patogénicos invasores, bem como para promover
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a remodelacéo e a reparacao dos tecidos. Pelo contrario, a inflamacao crénica, que se
prolonga por 6 semanas ou mais, ndo tem qualquer efeito benéfico e resulta em danos nos
tecidos e dor (Su; Sun; Chen, 2014).

Um dos modelos mais estabelecidos para o estudo do cancer é feito através do tumor
de Ehrlich. Trata-se de um tumor murino agressivo e de rapido crescimento, facilmente
transplantavel que apresenta a forma ascitica, quando as células s&o inoculadas no
peritonio, ou a forma solida quando inoculada por via subcutanea. Na forma ascitica, o
processo inflamatdrio costuma gerar um aumento da permeabilidade vascular, evoluindo
para um quadro anémico, aumento progressivo do tamanho do peritonio, insuficiéncia
cardiaca e morte (Radulski et al., 2023). A administracdo das células do tumor de Ehrlich
pode representar um novo modelo para o estudo da dor oncoldgica através dos
mecanismos de proliferacdo tumoral, bem como das respostas inflamatorias e oxidativas
que formam o microambiente tumoral (Calixto-Campos et al., 2013; Radulski et al.,
2023).

O tumor de Ehrlich é um adenocarcinoma mamario murino, transplantavel pela
inoculacdo intraperitoneal que desenvolve o tumor na forma ascitica (Ahmed; Chatterjee;
Debnath, 1988; Klein; Révész, 1953). A ascite do tumor tem sido usada como modelo
experimental para avaliar a influéncia de drogas com potencial antiproliferativo e a
resposta do hospedeiro contra as células tumorais (Kumar et al., 2009). Ja a inoculagdo
subcutanea forma um tumor sélido. Este modelo é caracterizado por ser um tumor bem
definido, de crescimento rapido, com hiperalgesia mecanica e térmica e evidente
comportamento de dor no animal, sendo um modelo adequado para o estudo dos
mecanismos na dor oncoldgica e para testes de novos tratamentos (Calixto-Campos et al.,
2013; Lucia Zaidan Dagli; Luiz Guerra; Hilario Nascimento Saldiva, 1992; Singh et al.,
2023).

Mediadores pro-inflamatorios como as prostaglandinas, citocinas, quimiocinas,
proteases, neuropeptideos e fatores de crescimento séo liberados nos locais de inflamacéo

e sdo capazes de sensibilizar os neurénios periféricos que detectam a dor.

Por outro lado, modelos de dor associados a articulagdo, como modelo de
osteoartrite com administracdo intra-articular de adjuvante completo de Freund (Shuang

etal., 2014), degradacéo de colageno (Rogart; Barrach; Chichester, 1999) ou lodoacetato
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monossodico (MIA) (Liu et al., 2011) causam hipersensibilidade a aplicagdo aguda de

estimulos nocivos (hiperalgesia) e ndo nocivos (alodinia).
2.4 Arrabidaea chica (Humb & Bonpl)

A espécie Arrabidaea chica (Humb & Bonpl) pertence a familia Bignoniaceae
onde estdo compreendidos mais de 100 géneros e 800 espécies (Behrens; Tellis; Chagas,
2012). Sua classificacdo taxonémica consiste conforme Cronquist (1981) segue descrita:

Divisdo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Subclasse: Asteridae
Ordem: Scrophulariales
Familia: Bigononiaceae
Género: Arrabidaea

A espécie apresenta como sinonimia os termos Crajiru, Carajeru, Chica, Cipo

Cruz, Cuica, Pariri, Parapari (Barros, 2018; Silva-Silva et al., 2021).

Arrabidaea chica apresenta-se como uma liana lenhosa, arbustiva ou arborea e
também trepadeira (Behrens; Tellis; Chagas, 2012). Possui folhas compostas, bi ou
trifolioladas, penaticompostas do tipo imparipenadas, de foliolos glabros, oblongo-
lanceolados, com glandulas esparsas e com fitotaxia tipo oposta distica. Sua cuticula é
estriada e os estbmatos sdo anisociticos. As flores sdo campanuladas rdéseo-lilacinas
dispostas em paniculas terminais, medindo entre 18 e 20 cm de comprimento. O fruto tem
0 aspecto de uma cépsula linear, alongada, aguda em ambos os lados, glabra e castanho-
ferruginea, com uma nervura média saliente nas valvas e sementes ovoides. A fixacdo ao
substrato € feita através de folhas modificadas denominadas gavinhas, consideradas
orgaos de suporte do vegetal (Do Nascimento et al., 2022).

O caule apresenta estruturacdo reticulada de parénquima e esclerénquima junto
aos tecidos condutores e aos cristais prismaticos na medula (Puhl et al., 2007). O corte
transversal do caule evidencia as porcbes da casca e cilindro central em estrutura
secundaria. Ambos se apresentam envoltos por uma periderme que contém algumas

lenticelas em sua superficie além de um felogénio bem caracteristico e feloderme. Estdo
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presentes ainda algumas fibras isoladas e calotas de fibras no parénquima cortical externo,
enquanto o parénquima cortical interno apresenta faixas esclerenquimaticas continuas
entre as células do parénquima. O floema secundario apresenta-se estreito, comprimido
entre o0 parénquima cortical interno e o xilema secundario. O cambio vascular mostra
grande diferenciacéo entre o floema e a camada mais externa de crescimento do xilema.
As folhas em corte transversal apresentam peciolo com formato plano-convexo ou
levemente coOncavo-convexo em toda a sua extensdo, epiderme uniestratificada
apresentando tricomas e cuticula delgada. O coléngquima angular é observado subjacente
a epiderme em toda a extensao do peciolo. As folhas sdo hipoestomaticas e dorsiventrais,
com mesofilo heterogéneo, formado por dois estratos de parénquima pali¢adico abaixo
da epiderme adaxial e por seis estratos de parénquima lacunoso abaixo da epiderme
abaxial (ALVES, 2008).
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Figura 2: Imagem aérea da espécie Arrabidaea chica (Fonte: Fitoterapia Brasil).

Na distribuicdo geogréfica, a espécie destaca-se no Brasil central com prevaléncia
desde a regido Amazonica até o Rio Grande do Sul, incluindo a regido de cerrado e mata
atlantica. A parte medicinal da planta sdo as folhas e podem ser usadas frescas ou secas,
podem ser utilizadas na forma de infusdes, tinturas ou capsulas O seu uso popular sdo
empregadas em cdlicas intestinais, diarreias sanguinolentas, anemias e feridas na pele. O
género Arrabidaea contém compostos quimicos como flavonoides, particularmente as
antocianinas e desoxianticianidinas. Nas espécies também foram encontrados outros

fenolicos, atraguinolonas, esterdides, triterpenos e saponinas (Barbosa et al., 2008; Braga;
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Schiozer; Barata, 2005; Gemelli et al., 2015). A Figura 2, ilustra imagem aérea da

Arrabidaea chica, exibindo suas folhas e flores.

Descrito na revisdo de Behrens (2012), os primeiros a estudarem as folhas da
Arrabidaea chica, Chapman e colaboradores (1927), isolando dois pigmentos
denominados carajurina e carajurona, cuja estrutura foi elucidada completamente por
Zorn e colaboradores (2001). Estes pigmentos sdo responsaveis pela coloracdo
avermelhada caracteristica dos extratos (Behrens; Tellis; Chagas, 2012). Posteriormente,
Takemura e colaboradores isolaram das folhas de Arrabidaea. chica, o flavonoide

thevetiaflavona e posteriormente carajuflavona e luteolina (Takemura et al., 1995).

As suas propriedades farmacolégicas tém acdo anti-inflamatoria e adstringente,
usado também no tratamento de inflamacdes uterinas, além do controle da pressdo
arterial. Entre outra propriedade terapéuticas destaca-se a acdo anti-hipertensiva e vaso
relaxante em testes in vitro, sugerindo que este efeito seja mediado por via independente
do endotélio, que parece envolver o blogueio de influxo de calcio na membrana
citoplasmatica com atividade dos receptores de rianodina (Cartagenes, 2010; Takemura
etal., 1995).

Outros estudos apontam ainda propriedades do extrato e fracfes da Arrabidaea
chica com atividade anti fangica, anti-bacteriana (Mafioleti et al., 2013), anti-leishmania
(Cortez de Sa et al., 2015), cicatrizante (Jorge et al., 2008), anti-angiogénica e diurética
(Do Amaral et al., 2012; Michel et al., 2015) e anti-tumoral (Ribeiro et al., 2012). No
contexto da dor, extrato hidroalcodlico e fracGes obtidas de A. chica mostraram efeito

analgésico em modelo de osteoartrite (Vasconcelos et al., 2019, 2021).

Desta forma a presente proposta tem como hipdtese que o extrato hidroalcodlico
e a fracdo acetato de etila originados das folhas da espécie Arrabidaea chica podem tratar
a dor oncoldgica por mecanismos diretos e indiretos, eliminando as células tumorais e
modulando as vias nociceptoras, respectivamente. Para isso, foi aplicado o modelo
murino de tumor de Ehrlich, ja validado como um ensaio in vivo para estudo da dor

associada ao cancer.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar da atividade analgésica do extrato hidroalcoolico e fracdo acetato de etila das folhas
Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) Verlot (Bignoniaceae) em modelo de dor oncoldgica de

tumor sélido de Ehrlich.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar o desenvolvimento do tumor sélido de Ehrlich em animais tratados com extrato e
fracdo de acetato de etila das folhas de Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) Verlot
(Bignoniaceae).

- Determinar o efeito analgésico do extrato e fracdo acetato de etila das folhas Arrabidaea
chica (Humb. & Bonpl.) Verlot (Bignoniaceae) em modelo murino de dor oncol6gica com o
tumor de Ehrlich.

- Avaliacdo das citocinas inflamatdrias no soro dos animais tratados com extrato e fracdo de
acetato de etila das folhas de Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) Verlot (Bignoniaceae).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Extrato de Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) Verlot (Bignoniaceae)

O estudo utilizou o extrato hidroalcoolico padronizado e a fracdo acetato de etila
descrito por Vasconcelos et.al 2019 e 2021, respectivamente, gentilmente cedidos pelo
Laboratdrio Experimental da Dor (LEED). Brevemente, as folhas de Arrabidaea chica foram
coletadas na area urbana da cidade de S&o Luis - MA, localizada sob as coordenadas: 2° 33J29"
S, 44° 18 J30" W, no més de maio de 2016, entre 5 e 6 horas da tarde. A exsicata da planta foi
depositada no Herbario "Atico Seabra" da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA), sob
registro 1.067. As folhas coletadas foram secas a 40 -C em estufa de circulagdo de ar e
pulverizadas em moinho elétrico para obtencdo do po, que foi macerado em etanol 70% na
proporcédo de 1:4 (m/v), sob agitacdo manual diaria, com trés mudancas sucessivas do veiculo
extrator a cada 72 h, com a renovacdo do solvente. No final deste processo, os extratos foram
reunidos, filtrado em gaze e concentrado em rotaevaporador sob pressdo reduzida e a uma
temperatura de 40° C. O extrato hidroalcodlico (70% v/v) foi depois dissolvido em
metanol/agua (80:20 v/v), sob agitacdo, e a solucdo extractiva foi depois submetida a uma
particdo liquido-liqguido com acetato de etila. A solucdo foi filtrada e concentrada em
evaporador rotativo a 40 °C sob vacuo para obtencdo da fracao que foi liofilizada antes do uso.
O trabalho é parte de um projeto maior que esta cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do
Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) sob o codigo
AAF93D3. Em anexo, o cromatograma do extrato hidroalcoolico utilizado no estudo e

gentilmente cedido pelo grupo (Anexo A) descrito por Vasconcelos et.al (2021).

4.2 Desenho Experimental in vivo de tumor murino de Ehrlich

Foram utilizados 34 camundongos da espécie Swiss adultos (+45 dias de idade), machos
e fémeas, obtidos do Biotério Central da UFMA (Certificado/CEUA N°29/2022, Processo
N°23115.000923/2022-93/UFMA, Anexo B). Estes animais permaneceram no bioteério setorial
da pds-graduacédo durante o periodo experimental, onde foram alimentados com racéo padrdo
e gua ad libitum e mantidos sob condic¢des controladas de luz e temperatura, respeitando todos

0s parametros éticos do CONCEA.
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Neste estudo, os animais foram divididos em 5 grupos experimentais, como descrito a
seguir: 1) Sham: Animais inoculados com células inviaveis tratado com salina, (n=6); 2)
Controle negativo (CN): Animais inoculados com células viéveis e tratado com salina (n=6);
3) Controle positivo (CP): Animais inoculados com células viaveis e tratado com pregabalina
na concentracdo de 15mg/kg (n=6); 4) Grupo Extrato (E): Animais inoculados com células
viaveis e tratado com extrato hidroalcodlico de Arrabidaea chica na concentracéo de 250mg/kg
(n=8); e 5) Grupo Fracao (F): Animais inoculados com células viaveis e tratado com fracao
acetato de etila de Arrabidaea chica na concentracdo de 1mg/kg (n=8). As doses utilizadas
seguiram trabalhos anteriores realizados pelo grupo de pesquisa conforme descrito por
Vasconcelos et.al (2021).

Para a inducdo do tumor solido de Ehrlich, as células tumorais foram obtidas através
coleta e centrifugacdo da ascite mantida no Laboratorio de Imunologia Aplicada ao Céancer.
Parte das células foram fixadas em etanol P.A. na concentragdo de 1x10° células/mL para
inviabilizacdo,ou seja, os animais inoculados com estas células ndo desenvolveram o tumor.
Este procedimento mantém a integridade da estrutura celular, sem manter a viabilidade. A
viabilidade e a contagem das células foram feitas na cAmara de Newbauer, utilizando o corante
Azul de Tripan 0,04%, onde os animais inoculados com células viaveis desenvolveram o tumor.
A inoculacdo do tumor foi realizada por via subcutanea com 20uL da suspensao de células
viaveis (ndo coradas) ou inviaveis (coradas) na pata direita na concentragdo 2.108/mL de células
em Solucdo tampao de fosfato (PBS) (Dagli; Guerra; Saldiva, 1992) (Figura 3).


https://www.zotero.org/google-docs/?00ZbBe
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Figura 3: Imagem das células obtidas do tumor ascitico de Ehrlich para inoculagdo nos animais. (A)
Imagem do campo em aumento de 20x para contagem das células viaveis, caracterizadas por ndo corarem com o
Azul de Tripan. (B) Imagem do campo em aumento de 20x para contagem das células inviaveis, apds incubagédo
com etanol, caracterizadas por incorporarem o corante. (C) Imagem da pata inoculada com tumor viavel, apos 12
dias. (D) Imagem do pé inoculada com tumor inviavel, apés 12 dias.

Apo6s 24h de inoculacdo, os animais foram tratados diariamente, por via oral (gavagem),
conforme o grupo experimental. Apds o tratamento foi avaliado 0 comportamento para analise
de dor e realizada a medicao das patas por paquimetria, com registro da largura, espessura e
comprimento, para acompanhamento do crescimento tumoral. No 13° dia, os animais foram
eutanasiados e as patas coletadas para pesagem. O sangue foi obtido por puncdo cardiaca e
adicionado em tubo contendo EDTA a 5%, posteriormente, foi centrifugado por 10 minutos a
1200 rpm, para separacao e coleta do plasma. A figura 4 representa o desenho experimental do
trabalho.
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Figura 4: Desenho experimental do tratamento dos animais para avaliacdo de dor em modelo murino de
tumor sélido de Ehrlich (Fonte: software BioRender).

4.3 Avaliacéo do desenvolvimento tumoral

A avaliacdo do desenvolvimento tumoral foi determinada com a medida do volume da
pata, a cada 4 dias, com o uso de paquimetro digital, mensurando a largura, o comprimento e a
espessura da pata imaculada com tumor (direita) e da pata controle (esquerda). Os valores foram
expressos em mm? pela diferenca do volume entre a pata direita e a pata esquerda expressa em

gréficos cinéticos durante o periodo experimental (Tilburt et al., 2011).

4.4 Avaliacdo de comportamento de dor esponténea (Grimace Scala)

Os animais foram colocados em compartimentos de vidro transparente a temperatura
ambiente. Apds um periodo de aclimatagdo de 15 min, os animais foram observados por 10
minutos através da alteracdo na expressdo facial da escala de Grimace: aperto orbital,
protuberancia do nariz, protuberéncia da bochecha, posi¢do da orelha e alteracdo do bigode,
adotando o protocolo adaptado por Sotocinal et al (Sotocina et al., 2011) (Anexo C). As

avaliacdes foram realizadas de forma independente por dois observadores.
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4.5 Campo aberto na avaliacdo da atividade motora

O teste do campo aberto pode ser avaliado a capacidade motora, associada aos campos
percorridos em um tempo definido e a emocionalidade do animal avaliada pelas regiGes do
campo mais percorridas. Os animais foram avaliados a cada quatro dias, no periodo da manha,
em local climatizado e silencioso. Os animais eram posicionados na periferia do campo e
registrado por video durante um minuto, antes de cada procedimento o campo era higienizado
com alcool etilico 70%. Para o teste de atividade motora, foram contabilizados os quadrantes

invadidos durante o tempo marcado de um minuto (Gould; Dao; Kovacsics, 2009).

4.6 Avaliacéo da hiperalgesia mecanica

Para esta avaliacdo os animais foram colocados em caixas individuais de acrilico
transparente sobre plataforma elevadas para permitir acesso a parte inferior. A hiperalgesia
mecanica foi realizada em camundongos através do reflexo de flexdo da pata traseira com um
transdutor de forca manual (anestesidbmetro eletrénico von Frey: Insight, Ribeirdo Preto, SP,
Brasil) adaptado com uma ponta de polipropileno com &rea de contato de 0,5 mm?. Foram
realizados dois estimulos na pata direita e na pata esquerda para calculo da média/pata. A pata
esquerda, que ndo foi inoculada, teve o valor considerado normal. Os resultados foram
expressos por delta (A) limite de retirada (em g), que foi calculado subtraindo o valor médio da
pata direita, inoculada com as células inviaveis ou viaveis do tumor de Ehrlich das medidas

médias da pata esquerda, de cada animal apds o estimulo (Ribeiro et al., 2012).

4.7 Hiperalgesia térmica

A hiperalgesia térmica foi avaliada mediante contencdo dos camundongos em um
becker de vidro mantido sobre uma placa quente a temperatura de 55 ° C. O tempo de reacao
foi contado quando o animal manifestava salto, estremecimento e/ou lambedura das patas. Uma
laténcia méxima (ponto de corte) foi definida em 1 minuto para evitar danos aos animais
(Ribeiro et al., 2012).
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4.8 Dosagem de citocinas por cytometric beads array (CBA)

A anélise foi realizada conforme as orientagdes do fabricante, que resumidamente
consiste no uso do kit CBA (BD) (cytometric beads array) inflamatdrio para camundongo,
quantificando as citocinas IL-12p70, INFy, TNF, IL-6, MCP-1 e IL-10 em uma mesma amostra.
As seis populagOes de beads com distintas intensidades de fluorescéncia séo conjugadas com
um anticorpo de captura especifico para cada citocina, misturadas para formar o CBA e lidas
no canal FL3 do citémetro de fluxo FACScalibur (BD). O mix de beads foram misturados com
aliquota da curva padrao (concentracdes de 0-5.000pg/mL) e com as amostras de plasma dos
animais, que foram obtidas por puncéo cardiaca realizada no altimo dia do experimento. Apos,
foram adicionadas a curva e as amostras o anticorpo de deteccao conjugado com o fluorocromo
PE, e incubadas por duas horas, a temperatura ambiente e protegidas da luz. Os resultados

foram gerados em graficos e tabelas utilizando-se o software CellQuest (BD).

4.9 Analise estatistica

A comparacdo das médias de diferentes grupos experimentais foi realizada com teste t
de Student ou analise de variancia univariada (One-way ANOVA), seguida pelo teste de Tukey.
Na avaliacéo de duas fontes de variabilidade foi utilizada anélise de variancia bivariada (TWO-
way ANOVA). O valor de p<0,05 foi considerado como indicativo de significancia e os dados
obtidos foram analisados através do software “Graphpadlnstat® (GraphPad software, San

Diego, CA).
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5. RESULTADOS
5.1 Avaliacéo do peso corporal e desenvolvimento do tumor sélido

Durante os doze dias de experimento, os animais foram pesados e tiveram as patas
medidas, a cada quatro dias. Os resultados mostraram que a presenca do tumor e o tratamento
ndo alteraram o peso corporal dos animais ao longo do tratamento, ndo diferindo do grupo

controle negativo.

Quanto ao desenvolvimento do tumor, o extrato hidroalcoodlico e a fracdo acetato de
etila da espécie Arrabidaea chica ndo apresentou diferenca no volume do tumor quando
comparado com o controle negativo, ao longo dos 12 dias de tratamento. Mesmo havendo uma
tendéncia na reducdo da medida do tumor, os grupos tratados com a droga padréo e extrato ndo
apresentam diferenca significativa quando comparado ao grupo controle (Figura 5A).
Entretanto, ao final do tratamento, os dados mostraram uma reducéo significativa do peso do
tumor nos animais tratados com extrato, de forma semelhante ao controle positivo. Apesar de
uma tendéncia a reducdo, o tratamento com a fracdo ndo apresentou diferenca quando

comparado com controle negativo (Figura 5B).
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Figura 5: Analise dos animais quanto ao peso do tumor e desenvolvimento do tumor. (A) Grafico de
linha com a evolugdo cinética do volume médio do tumor durante doze dias. (B) Média do peso do tumor ap6s
os doze dias de tratamento. O grupo tratado com salina foi considerado o controle negativo (CN), o grupo tratado
com Pregabalina foi identificado como controle positivo (CP), e os grupos experimentais foram tratados com
extrato hidroalcodlico (E) ou com a fracdo acetato de etila (F). Os valores foram analisados usando o teste One-
way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey com **p<0,001, ***p<0,0003 e ****p<0,0001.

5.2 Analise do comportamento de dor esponténea e atividade motora no Campo aberto

Os dados obtidos na escala de Grimace permitiram avaliar em uma escala de 0 a 10
expressdes que caracterizam presenca ou auséncia de dor no animal. Ao longo do experimento,
0s animais foram avaliados a cada quatro dias e observado conforme as expressoes da tabela
para determinagéo do escore. Os dados mostram que o tratamento e a presenga ou ndo do tumor
ndo influenciaram as expressdes dos animais. Assim, o desenvolvimento do tumor né&o foi
suficiente para determinar dor espontanea, bem como, os tratamentos utilizados n&o
influenciaram o comportamento dos animais. Foram observados escores maiores de 1 e 2 ao

final do periodo experimental no grupo controle positivo (CP) e fracdo acetato de etila (F), no
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entanto ndo foi estatisticamente significante, mas pode sugerir maior incbmodo dos animais

com a manipulacdo durante todo o experimento.

Na analise da atividade motora pelo teste de campo aberto, os resultados mostraram que
0 desenvolvimento do tumor na pata dos animais ndo impediu o deslocamento no campo. Antes
da inoculagdo do tumor, ndo houve diferenca entre 0s grupos, apresentando valores médios de
campos percorridos semelhantes. Apos 4 dias, foi observado que o controle que desenvolveu o
tumor solido (Controle negativo) teve menor atividade motora comparado ao animal normal
(Sham), ambos tratados com salina. Entretanto, essa diferenca ndo foi observada nos demais
grupos tratados com Pregabalina, extrato hidroalcoolico e fragdo, sugerindo que mesmo
desenvolvendo o tumor, os tratamentos melhoraram a atividade motora, sem diferenga para o
animal normal.  No décimo segundo dia, 0s animais com tumor que receberam salina
apresentaram uma menor atividade motora comparados ao grupo Sham. Por outro lado, apenas
0S animais do grupo controle positivo tiveram aumento significante da atividade motora,
qguando comparado ao controle negativo. O tratamento com extrato e fracdo apresentaram

numero de campos que nao diferiu de ambos os controles (Figura 6).
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Figura 6: Grafico com a média de campos invadidos nos diferentes tratamentos durante os doze dias de
tratamento. As médias foram analisadas aplicando o teste t student ndo-pareado e consideradas significantes com
* p<0.05 quando comparado com o grupo Sham (sem tumor tratado com salina) e # p<0.05 quando comparado
com o grupo Controle negativo (com tumor tratado com salina).
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5.3 Avaliacao da hiperalgesia mecanica

No teste de Von Frey foi determinada a gramatura (g) do transdutor de forca manual,
os valores indicam o limiar mecanico frente ao estimulo ndo doloroso. Ao longo do
experimento, foi observada uma reducdo do limiar mecénico no grupo com tumor tratado com
salina, apresentando uma reducéo significativa no 12° dia, quando comparado com o0 grupo sem
tumor que recebeu salina (Sham). Em presenca do tumor, os tratamentos mostraram uma
tendéncia a manter o limiar proximo ao grupo Sham, apenas 0 grupo controle positivo

apresentou aumento do limiar quando comparado com o controle negativo (Figura 7).
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Figura 7: Limiar mecénico dos animais tratados com extrato e fracdo de Arrabideae chica. As médias
foram analisadas aplicando o teste t student nédo-pareado e consideradas significantes com * p<0.05 quando
comparado com o grupo Sham (sem tumor tratado com salina) e # p<0.05 quando comparado com 0 grupo
Controle negativo (com tumor tratado com salina).

5.4 Determinacao da sensibilidade & dor por estresse térmico

O teste de hiperalgesia térmica permite avaliar a sensibilidade a dor através do estimulo
térmico. No quarto dia, 0 grupo com tumor tratado com extrato apresentou um aumento da
resisténcia a dor por estresse termico, quando comparado com controle negativo. Com 8 dias
de tratamento, apenas o controle positivo mostrou aumento da tolerancia ao estresse térmico,
comparado ao controle negativo, que se manteve no décimo segundo dia de tratamento. O grupo
com tumor tratado com salina se mostrou mais sensivel a dor, quando comparado com o grupo
Sham, sugerindo que a presenca do tumor neste estdgio de desenvolvimento aumenta a

sensibilidade a dor (Figura 8).
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Figura 8: Tempo de permanéncia dos animais em contato com o estimulo algésico de estresse térmico
durante o tratamento com extrato e fracdo de Arrabidaea chica. As médias foram analisadas aplicando o teste t
student ndo-pareado e consideradas significantes com * p<0.05 quando comparado com o grupo Sham (sem tumor
tratado com salina) e # p<0.05 quando comparado com o grupo Controle negativo (com tumor tratado com salina).

5.5 Dosagem de citocinas inflamatorias

A anélise sérica de citocinas inflamat6rias mostrou a presenca da citocina IL12p70 em
concentracdo significativamente maior nos animais inoculados com tumor sem tratamento,
quando comparado com o grupo Sham. Os animais tratados com extrato e fracdo acetato de
etila apresentaram uma reducdo na concentracdo, junto com o grupo controle positivo,
entretanto sem significAncia. A presenca de TNF foi menor no grupo tratado com a fragéo
acetato de etila quando comparado ao controle negativo, com valores semelhantes ao grupo
Sham. Outra citocina inflamatoria relevante foi a MCP-1 que, de forma semelhante, apresentou
um aumento com a presenca do tumor no grupo controle negativo. Entretanto, neste caso, o

tratamento com extrato e fragdo acetato de etila mostrou uma reducdo significativa na
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concentracdo desta citocina quando comparado ao grupo controle negativo. A presenca de IFN-
y ndo mostrou diferenca significativa, mas os grupos tratados com extrato e fragdo mostraram
uma tendéncia de reducdo dos valores. Na anélise das concentraces de IL-10 os animais
inoculados com tumor apresentaram concentragfes superiores ao grupo Sham, mas sem

diferenca estatistica. Nao foi detectada a presenca de IL-6 nas amostras (Figura 9).
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Figura 9: Perfil de citocinas séricas ap0s o tratamento com extrato e fragdo de Arrabidaea chica. As
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6. DISCUSSAO

O cancer é uma doenca com impacto mundial e a evolucdo no tratamento tem
aumentado a expectativa de vida dos pacientes, nesse contexto, a dor surge como um sintoma
que define a presenca e evolucdo da doenga, ja que 30-50% dos pacientes oncoldgicos tém
experiéncia de dor moderada a severa e 75-95% dos pacientes com metastase relatam dor
(Mantyh et al., 2002). Por outro lado, na busca de novos farmacos, a espécie Arrabidaea chica
tem mostrado um potencial anti-inflamatério, analgésico e antitumoral (Michel et al., 2015;
Ribeiro et al.,, 2012). Assim, o presente estudo buscou avaliar o potencial do extrato

hidroalcodlico e da fragdo acetato de etila de Arrabidaea chica no modelo de dor oncoldgica.

Inicialmente, o trabalho evidenciou que ndo houve alteracdo no peso corporal e no
desenvolvimento do tumor, por outro lado, o tratamento reduziu o peso do tumor. A atividade
antitumoral da espécie Arrabidaea chica foi previamente descrita em modelo de tumor sélido
de Ehrlich com tratamento de extrato aquoso e hidroalcodlico, na dose de 30 mg/kg (Ribeiro et
al., 2012). Considerando que existe um grande potencial para o desenvolvimento de
medicamentos antitumorais partindo de espécies vegetais, como descrito por Tarik et al. (2017)
e Khan et al. (2019), o presente estudo ratifica o potencial antitumoral da espécie Arrabidaea
chica. Além disso, a composi¢do quimica encontrada no extrato estudado e ja descrita na
literatura, os flavonoides podem ser metabodlitos secundarios relevantes. Os flavondides
apresentam uma atividade como antioxidantes em condi¢des normais e sdo potentes pro-
oxidantes nas células cancerosas, desencadeando as vias apoptéticas e desregulando as vias de
sinalizacdo pro-inflamatdrias (Kopustinskiene et al., 2020).

Mesmo existindo evidéncias sobre o potencial antitumoral do extrato de Arrabidaea
chica, ndo existem dados sobre seu potencial no estudo da dor oncoldgica. Nesta perspectiva,
o trabalho avaliou através dos testes de comportamentos sinais de dor sem estimulo (Escala de
Grimace e Campo aberto), com estimulo ndo doloroso (Alodinia mecéanica) e com estimulo

doloroso (Estresse térmico).

A escala de Grimace é um método usado para mensurar a dor através de escalas de
nocicepgdo por expressdo facial e comportamento dos animais (Sotocina et al., 2011). Os
animais foram observados nos doze dias de experimento e ndo foi observada mudanca
significativa na expressdo ou comportamento. Os valores de escores foram baixos mesmo
qguando o tumor estava bem desenvolvido, sugerindo que neste modelo a expressao facial ndo

foi capaz de medir sinais de dor. As expressoes faciais como leitura da neurobiologia da dor
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surgiu das escalas de codificacdo facial humana (LeResche, 1982, 1982) e aplicacdo da escala
de Grimace se baseia no reconhecimento de um ndmero limitado de sinais por diferentes
avaliadores, que podem estar sujeitos a um certo grau de variabilidade relacionado com
diferencas de percecgdo, experiéncia clinica e conhecimento do comportamento da espécie
(Weary et al., 2006). Assim, aspectos relacionados a experiéncia subjetiva da dor e sua
adaptacéo (Langford et al., 2010) podem ser fatores que influenciam a percepcao dos sinais na

andlise e no tempo do experimento.

Outro aspecto do comportamento que esta associado a dor é a atividade motora, alguns
estudos recentes comecaram a empregar a utilizacdo de movimentos voluntarios como forma
de quantificar o comportamento da dor (Gould; Dao; Kovacsics, 2009; Smeester; Lee; Beitz,
2017). Na analise do campo aberto foi observado que os animais com tumor tendem a se
locomover menos que o0s animais sem tumor, havendo diferencas significativas entre o grupo
controle negativo, comparado com o Sham. Todos os grupos tratados apresentaram melhora na
movimentagio no campo aberto no 4° e 12° dia. Em estudo com o campo aberto em modelo de
dor associada a osteoartrite com adjuvante de Freund, Matson e colaboradores mostraram que
areducdo da atividade espontanea estava associada a dor inflamatdria nas articulagdes do joelho
(Matson et al., 2007). A inflamag&o periférica reduz a corrida voluntaria sobre rodas ou os
movimentos voluntarios em camundongos ou ratos (Cobos et al., 2012; Zhu et al., 2012). Essas
analises colaboram para o entendimento do efeito no 4° dia, pois neste periodo, o tumor de

Ehrlich tem um aspecto inflamatério (Fecchio et al., 1990; Dagli; Guerra; Saldiva, 1992).

Para avaliar a resposta reflexa dos animais evocados por estimulos ndo nocivos ou
nocivos foram usados o teste de von Frey e do estresse térmico, respectivamente. No teste do
von Frey os animais do grupo controle positivo mostraram uma maior sensibilidade ao limiar
mecanico. Estudos mostram que o tumor de Ehrlich induz inflamacdo que colabora com a
imunomodulacdo gerando um microambiente favoravel ao tumor (Fecchio et al., 1990; Feitosa
et al., 2021; Fernandes et al., 2015). Os animais tratados com extrato e fracdo de Arrabidaea
chica apresentaram uma tendéncia a aumento do limiar mecanico apresentando valores
proximos aos grupos Sham e controle positivo, que apresentou um limiar estatisticamente maior
que o grupo controle negativo. O teste de von Frey tem relevancia no estudo da atividade
motora, isto €, a dor que ocorre como resposta a um estimulo que, normalmente, ndo provocaria

dor, sendo associado ao mecanismo de dor neuropética (Deuis; Dvorakova; Vetter, 2017).
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A experiéncia da dor humana engloba multiplas modalidades de estimulo, mecanismos
moleculares distintos e componentes sensoriais, motores, vegetativos, emocionais e
motivacionais que implica na sua complexidade e tratamento. No presente trabalho, foi feita
também a analise da dor sob estimulo doloroso aplicando o teste de estresse térmico. Os
resultados mostraram que o extrato e a fracdo proporcionaram maior tolerancia ao estimulo
doloroso, principalmente no 4° dia de tratamento, com valores significantes comparado com o
controle negativo. Devido a natureza do teste que aplicam estimulos térmicos as patas traseiras,
o teste integra vias supra-espinhais, uma vez que 0s ratos com transec¢do espinhal nao retiram
0s membros traseiros no teste da placa quente (Deuis; Dvorakova; Vetter, 2017). Esses dados

sugerem 0 mecanismo da acdo alvo do extrato, nas vias de conducéo do sinal doloroso.

Considerando que mediadores inflamatdrios sdo responsaveis pela sensibilizacdo dos
neurdnios periféricos na percepcdo da dor, as citocinas séricas foram dosadas. Os resultados
mostraram que as citocinas inflamatdrias apresentam concentragcGes menores quando realizado
o0 tratamento com extrato e fracdo das folhas de Arrabidaea chica, destacando a citocina MCP-

1, que teve uma reducdo significativa.

A MCP-1 participa da inflamagdo por ser uma quimiocina responsavel em recrutar
monocitos, células T e células dendriticas para os locais lesionados (Singh; Anshita;
Ravichandiran, 2021). Além disso, no contexto da dor, a presenca expressao de MCP-1 na
coluna vertebral esta envolvida no desenvolvimento de alodinia mecénica, Hu et al. (2012)
mostraram que a administracdo intratecal de um anticorpo neutralizante anti-MCP-1 atenuou a
alodinia mecanica estabelecida em ratos em modelo de dor éssea induzida por cancer. A MCP-
1 atua na ativacdo dos neurdnios espinais e das células gliais, sendo um mecanismos envolvido
na dor neuropaética , devido o aumento da expressdo de cicloxigenases (COX-2) na regido da
lesdo, na medula espinal (COX2 e COX1) e no tdlamo (Hu et al., 2012).

Desta forma a figura 10 ilustra um resumo grafico do mecanismo sugerido neste
trabalho, no qual os metabolitos secundarios presentes no extrato e na fragdo acetato de etila
obtido das folhas da espécie Arrabidaea chica podem regular negativamente as vias de
conducdo da dor, através da reducdo de citocinas inflamatorias, bem como, na expressdo de
MCP-1 pelas células ganglio da raiz dorsal (GRD). Desta forma, o processo de sensibilidade
do neurbnios nociceptores seriam reduzidos determinado efeito analgésico em modelo de dor

oncoldgica.
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7. CONCLUSAO

Os dados mostraram que o extrato hidroalcodlico da espécie Arrabidaea chica
apresentou efeito analgésico em modelo de alodinia e de estimulo doloroso, bem como, reduziu
a producdo de citocinas inflamatorias, principalmente MCP-1, sugerindo um possivel

mecanismo no controle da dor neuropatica induzida no modelo de dor oncoldgica.
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ANEXOS

A- CROMATOGRAMA DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DE Arrabidaea
chica
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