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EFEITO NEUROPROTETOR DO EXTRATO HIDROETANQLICO
DE PROPOLIS VERMELHA APOS LESAO DE NERVO CIATICO
EM RATOS

Roberta Almeida Barbosa

As lesdes nervosas periféricas (LNP) causam perda das fun¢gBes neurais que podem
levar a incapacidades funcionais do individuo acometido, com consequente impacto
socioecondmico. O Extrato Hidroetandlico de Propolis Vermelha (EHPV) tem chamado
a atencdo para a vasta gama de efeitos benéficos a salde. Diversos estudos com a
propolis vermelha sergipana foram publicados na ultima década apresentando seus
efeitos, tais como o anti-inflamatério e o antioxidante, além de a formononetina, um
dos principais componentes da prépolis terem sido descritos na literatura como agente
neuroprotetor. Este estudo teve como objetivo analisar o efeito do EHPV sobre a
recuperacao funcional apés lesdo por esmagamento do nervo ciatico, através da
utilizacdo de testes comportamentais de avaliagdo neurologica e andlise quantitativa
da regeneracao do tecido nervoso lesionado. Os resultados dos grupos tratados com o
EHPV foram comparados aos encontrados no grupo tratado com Ibuprofeno, o qual é
um anti-inflamatério ndo esteroide que apresenta efeitos regenerativos sobre o nervo
periférico lesionado. Ratos Wistar machos (250-300g) foram tratados com EHPV de 1
e 10 mg/kg, Ibuprofeno 60 mg/kg e solucdo de tween a 80% durante 28 dias apos a
lesdo. No presente estudo, os efeitos do EHPV foram avaliados com a utilizagéo de
testes comportamentais e avaliagdo histologica quantitativa. Os grupos EHPV 1 e 10
mg/kg apresentaram melhoras significativas nos testes BBB, indice funcional do
Ciatico (SFI), Capacidade Motora (CM), Posicionamento tatil (PT) e Posicionamento
Proprioceptivo (PP), quando comparados com 0s animais ndo operados (p<0.05). Os
resultados dos grupos EHPV foram similares aos do grupo Ibuprofeno e em relagéo a
Capacidade Motora, foram similares ao grupo controle, alcangando a recuperacéo total
nos escores dos testes comportamentais. Os resultados do grupo EHPV 10 mg/kg
recebem destaque, ndo apenas por ser utilizada uma quantidade menor de
substancia, mas por terem apresentado um aumento no namero de fibras mielinizadas
e um maior escore no SFI do que o grupo com Ibuprefeno 60 mg/kg. Esses resultados
apontam para um efeito de plasticidade, provavelmente devido ao efeito da
formononetina quantificada através da cromatografia. Assim, pode ser concluido que o
EHPV apresenta um efeito neuroprotetor, induzindo a recuperagédo do nervo ciatico,
mostrando efeitos melhores que as drogas anti-inflamatérias convencionais utilizadas
no tratamento de les&o do nervo ciético.

Palavras-chave: Regeneracdo Nervosa; Nervo Ciatico; Propolis.
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NEUROPROTECTIVE EFFECT OF HYDROALCOHOLIC
EXTRACT OF RED PROPOLIS AFTER SCIATIC NERVE INJURY

Roberta Almeida Barbosa

Peripheral Nerve Injury (PNI) results in neuronal dysfunction that can lead to impaired
functional ability and subsequent socioeconomic impacts. Hydroalcoholic Extract of
Red Propolis (HERP) has recently attracted a great attention to present wide beneficial
health effects. The main components of propolis have been described in literature as a
neuroprotetive agent.Several studies with red propolis of Sergipe state on the last
decade showed its anti-inflammatory and antioxidant effects. Besisdes, formononetin,
the main component of propolis had showed its neuroprotective effects. The aim of the
present study was evaluate the functional recovery after sciatic nerve crush through
neurological and behavioral tests and quantitative analysis of injured nervous tissue.
The results of HERP treated groups, which is an anti-inflammatory drug that shows
regenerative effects on injured peripheral nerves. Male Wistar rats (250-300g) were
treated with HERP 1 and 10 mg/kg, ibuprofen 60 mg/kg and tween 80% for 28 days
after sciatic nerve surgery. In the present study, the effect of HERP on recovery of
sciatic nerve crush was studied using behavioral tests and quantitative histological
analyses. Animals treated with HERP 1 and 10 mg/kg presented significantly
improvement in BBB scores, sciatic functional index (SFI), beam walk performance
(BWP) and withdrawal reflex (WR) after injury when compared to untreated animals
(p<0.05). The results of HERPs groups were similar to ibuprofen group for Beam Walk
test, and in BBB and WR they were also similar to sham group, reaching to total
recovery in these behavior scores. Relevant results were achieved using HERP 10
mg/kg that the results showed that the animals presented increased number of
myelinated fibers and higher SFI than ibuprofen group. These results pointed to a
plasticity effect of HERP, probably due to presence of formononetin, quantified using
HPLC. Thus it can be concluded that HERP promotes a neuroprotective effect inducing
a recovery of sciatic nerve, showing better effects compared to conventional anti-
inflammatory drug used in sciatic nerve injury.

Keywords: nerve regeneration; sciatic nerve; propolis.
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INTRODUCAO

As lesbes de nervos periféricos ocorrem com frequéncia e resultam em perda de
funcdes neurais com prejuizo da capacidade funcional e da qualidade de vida para os
individuos. ApGs a lesdo do nervo cidtico, ocorre o desenvolvimento de um padrdo de
marcha patoldgica, além de um quadro de hiperalgesia e parestesia no membro afetado
(FERREIRA, 1999; PORTO, 2005; O'SULLIVAN e SCHMITZ, 2004), que implica a
dificuldade de realizacdo de atividades da vida diaria (AVD’s). Dessa forma, tais lesbes
representam um grande problema para a sociedade devido aos impactos socioeconémicos
associados a alta incidéncia (BOZKURT et al., 2008).

Nas lesbes nervosas em que h& perda da continuidade axonal, ocorrem
modificagfes celulares e moleculares que se desenvolvem imediatamente apos a lesdo com
a finalidade de remover o segmento danificado e de promover a regeneracdo axonal
favorecendo a recuperacdo do nervo. O reparo pode ser alcancado através da regeneracao
dos axébnios lesionados e da reinervacdo dos 6rgdos alvo (BURNNET e ZAGER, 2004;
ROTSHENKER, 2011), mas a recuperagdo funcional bem sucedida depende de um
conjunto de eventos que se desenvolvem distalmente ao sitio da leséo por todo o caminho
em direcdo aos 6rgaos alvo desnervados, processo conhecido por degeneracdo Walleriana
(ROTSHENKER, 2011).

Dentre as modificacbes citadas, vale destacar que a modulacdo da resposta
inflamatéria e da formagdo de espécies reativas de oxigénio sdo aspectos que podem
interferir na dindmica da lesdo, como a formacédo da fibrose glial e do edema. Assim,
substancias com atividade neuroprotetora frente a lesédo do nervo ciatico tiveram sua acgéo
relacionada a propriedades antioxidante e anti-inflamatéria (TUFEK et al., 2013; GONG et
al., 2012; MUTHURAMAN & SINGH, 2011, CHU et al., 2012).

A propolis vermelha é produzida na regido Nordeste do Brasil e possui propriedades
biolégicas e quimicas diferentes das demais prépolis produzidas no restante do pais
(NUNES et al., 2009). A prépolis vermelha sergipana tem sido estudada na Ultima década e
varias propriedades tém sido descritas, tais como as atividades anti-inflamatéria,
imunomodulatéria e antioxidante (ALBUQUERQUE-JUNIOR et al., 2009; BARRETO, 2008;
CORREA, 2011), quimiopreventivo (CAVALCANTE, 2011) e de gastroprotecéo (PINHEIRO,
2009; MENDONCA, 2010). Dentre as propriedades estudadas, destaca-se o efeito
neuroprotetor do extrato hidroetandlico de prépolis vermelha sergipana sobre a lesao
medular em ratos Wistar (BARROSO, 2011; MORAES, 2013), demonstrando que a lesédo de
nervos periféricos € um promissor campo de estudo.

Muitos dos efeitos citados em prépolis sdo atribuidos a Formononetina, um

flavonoide encontrado na prépolis vermelha (DAUGSCH et al., 2008) com atividades
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biol6gicas comprovadas no sistema nervoso, tais como atividade antioxidante (OCCHIUTO
et al., 2009) e neuroprotetora (SUN et al., 2012).

Atualmente, observa-se um interesse governamental e profissional mundiais em
associar o0 progresso tecnoldgico ao conhecimento popular e ao desenvolvimento
sustentavel, visando a uma politica de assisténcia a saude eficaz e humanizada (SCHMITT
et al., 2011). Neste panorama, os produtos apicolas, tais como a propolis, a geleia real, 0
veneno e 0 mel de abelhas, tém se destacado por apresentarem importantes propriedades
terapéuticas (RATCLIFFE et al.,, 2011) e suscitado interesse do setor farmacéutico para
extracdo e identificacdo de novos principios bioativos a serem utilizados na fabricacdo de
medicamentos (CHERNIACK, 2010).

Partindo do pressuposto que o extrato hidroetandlico de prépolis vermelha possa
apresentar acdo neuroprotetora apos lesdo do nervo ciatico por esmagamento, o presente
trabalho, de carater inédito, pode contribuir para o desenvolvimento econémico regional,
inserindo-se no arranjo produtivo local da area de apicultura, e do ponto de vista tecnolégico
e cientifico, no tocante ao desenvolvimento de novas opcdes terapéuticas para lesdes de
nervos periféricos, além de melhor compreensdo do funcionamento do Sistema Nervoso

Periférico.

O presente trabalho foi dividido em duas partes, sendo a primeira composta pela
introducéo e revisdo de literatura e a segunda pelo artigo cientifico.

18
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL:

Avaliar os efeitos da administracdo oral do extrato hidroetanélico da prépolis

vermelha sobre a recuperacéo funcional, apos lesdo do nervo ciatico por axonotmese em

ratos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Caracterizar quimicamente o extrato hidroetanoélico de prépolis vermelha (EHPV);

Avaliar a atividade antioxidante do EHPV;

Analisar a progressdo do retorno da fungdo motora ap6s a lesdo por meio da
avaliacdo funcional comportamental em fungéo dos tratamentos com EHPV, veiculo

e lbuprofeno;

Avaliar a fungcdo sensorial quanto a sensibilidade dolorosa ap6s a lesdo e as

modificagBes promovidas pelos tratamentos;

Avaliar quantitativamente o grau regeneracéo do tecido nervoso

19
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

O sistema nervoso (SN) é responsavel por promover a integracdo de informacodes
provenientes do ambiente externo ou interno ao organismo e orquestrar uma resposta
adequada a situacao acionando comandos motores, autonémicos, enddécrinos e/ou afetivos
com base na experiéncia prévia. Anatomicamente, o SN pode ser dividido em partes central
(SNC) e periférica (SNP). O SNC realiza o processamento das informacdes e é composto
pela medula espinhal e pelo encéfalo, onde estdo alojados o tronco encefélico, o diencéfalo,
o telencéfalo e o cerebelo. No SNP sdo encontrados 0s nervos, ganglios (sensoriais ou
autondmicos) e as terminacfes nervosas. Assim, com relagdo aos comandos motores
necessarios para a execuc¢ao das atividades da vida diaria, € o SNP que transmite as
informagfes sensoriais e aciona as respostas motoras geradoras de movimentos (KANDEL,
2008).

1 — Sistema Nervoso Periférico

O Sistema Nervoso Periférico (SNP) é composto por axénios de neurdnios motores,
e corpos de neurbnios sensoriais e autondmicos fora do Sistema Nervoso Central (SNC) e
neurbnios autonémicos. Especificamente, é composto por raizes espinhais ventrais e
dorsais, nervos espinhais e cranianos, ganglios da raiz dorsal e outros ganglios sensoriais,
terminacdes sensitivas e motoras (UMPHERED, 1994). Esta organizacdo estrutural do SNP
permite aos axdnios conduzir impulsos nervosos que facilitam a interacdo do individuo com
0 ambiente (TOPP e BOYD, 2006).

O nervo periférico tem como unidade funcional o neurbnio, o qual é constituido por
um corpo celular que se continua como fibra nervosa. Esta fibra nervosa é formada pelos
axbnios circundados por células de suporte, as células de Schwann (equivalente aos
oligodendrécitos do Sistema Nervoso Central) (LEE e WOLF, 2000). As células de Schwann
associadas a fibras mielinizadas ou amielinizadas tém nucleo oval claro com uma
distribuicdo de cromatina e um corpo celular bipolar alongado. Os ax6nios do SNP sé&o
mielinizados em segmentos (internédulos) separados pelos nédulos de Ranvier (KUMAR,
ABBAS E FAUSTO, 2004).

Estes axbnios possuem organelas e estruturas citoesqueléticas incluindo
microfilamentos, neurofilamentos, microtibulos, mitocdndrias, vesiculas, reticulo
endoplasmético liso e lisossomas. Os granulos com seu centro denso e as vesiculas
revestidas estdo localizadas nas terminacfes nervosas (KUMAR, ABBAS E FAUSTO,

2004). O fluxo axoplasmatico (citoplasma) de componentes celulares fornece a demanda
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metabdlica do nervo e do tecido do 6rgdo terminal através do transporte axoplasméatico
anterégrado (do neurbnio para o axbnio) e retrogrado (do axbnio para o neurbnio). As
substancias envolvidas nesse processo sdo chamadas de fatores tréficos (UMPHERED,
1994).

Os axbnios apresentam um delgado envoltério lipoprotéico (axbnios amielinicos)
(COELHO, FORTUNATO e MOREIRA, 2001) ou apresentam diversas camadas mielinicas
(axdnios mielinicos) (FLORES, LAVERNIA e OWENS, 2000). A fibra nervosa mielinica é
constituida por um Unico axbénio envolto por uma célula de Schwann, cuja membrana
envolve a fibra nervosa e forma a bainha de mielina (GRANT, GOODKIN e KLIOT, 1999). A
bainha de mielina é interrompida por intervalos regulares ao longo do eixo do axénio que
medem de 1 a 3 mm, denominados de nodos de Ranvier, onde ocorre despolarizacédo
durante a transmissdo do impulso nervoso (FLORES, LAVERNIA e OWENS, 2000;
GUYTON e HALL, 1997).

Anatomicamente, o nervo é envolto por trés camadas distintas de tecido conjuntivo:
epineuro, perineuro e endoneuro (DAGUM, 1998; TOPP e BOYD, 2006). O endoneuro
envolve a fibra nervosa e é constituido por tecido conjuntivo frouxo e fibras colagenas tipo |
em maior quantidade que do tipo Ill. O perineuro é formado por tecido conjuntivo denso
modelado e fibras colagenas tipo | (camada externa) e tipo Il (camada interna) e envolve os
fasciculos nervosos individualmente (GUIMARAES, 2006). Ele protege as fibras das
compressdes externas, mantém a pressao intra-fascicular, auxilia na manutencédo do fluxo
axoplasmatico e forma uma barreira de difusdo entre as fibras nervosas e outros tecidos
vizinhos (LEE e WOLFE, 2000). O epineuro reveste externamente 0 nervo e possui uma
camada externa e outra interna. A camada externa é composta de tecido conjuntivo denso
modelado ou ndo modelado, enquanto a camada interna apresenta tecido conjuntivo denso.
O predominio nessas camadas € de fibras colagenas tipo |, grande quantidade de fibrécitos
e fibroblastos, além de vasos sanguineos de maior calibre (GUIMARAES et al., 2006).

O SNP apresenta um sistema vascular intrinseco, bem desenvolvido ao nivel das
bainhas conjuntivas, sendo os grandes vasos encontrados no epineuro e perineuro e 0s
capilares encontrados apenas no endoneuro, enquanto o sistema extrinseco compreende
todos os vasos da regido anatdmica préxima ao tronco nervoso (FLORES, LAVERNIA e
OWENS, 2000; PACHIONI et al., 2006). A comunicacao entre o corpo celular e o 6rgao alvo
se da por meio de um sistema de transporte axonal anterégrado e retrogrado. O transporte
anterégrado pode ser rapido, transportando neurotransmissores, ou lento, transportando
proteinas. O sistema retrégrado recicla neurotransmissores e transporta fatores

neurotréficos para o corpo celular (DAGUM, 1998).
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1.1 - O Nervo Ciatico

O nervo ciatico € o maior nervo do corpo humano, originado do plexo lombossacro,
sendo formado pela unido dos ramos primarios anteriores dos segmentos L4, L5, S1, S2 e
S3. E responséavel pela maioria das funcdes motoras dos membros inferiores. E formado
por duas divisées: 0s nervos fibular comum (oriunda da diviséo primaria posterior) e tibial
(oriunda da divisao primaria anterior), que estdo unidas por tecido conjuntivo, formando um
anico nervo até a porcgéo inferior da coxa, onde se dividem e percorrem trajetos diferentes
na perna e no pé. O nervo ciatico, assim como outros grandes nervos € composto, em sua
maior parte por fibras mielinicas (DISTAD e WEISS, 2013).

Este nervo apresenta ramos para a inervacdo dos musculos quadrado femoral,
gémeos superior e inferior, obturador interno e piriforme, na sua porcao intrapélvica; na
regido da coxa, seus ramos inervam 0s musculos adutor magno, semimembranoso,
semitendineo e a cabeca longa do biceps femoral (diviséo tibial) e a cabeca curta do biceps
femoral (divisdo fibular comum). J& na regido posterior do joelho, acima da fossa poplitea, o
nervo ciatico se divide em nervos tibial e fibular comum. O nervo tibial fornece um ramo
cutaneo, dando origem ao nervo sural, que na regido plantar divide-se em nervos plantares
medial e lateral e inerva os musculos popliteo, plantar, gastrocnémio, séleo, tibial posterior,
flexor longo dos dedos e flexor longo do halux. J& o nervo fibular comum, cruza a borda
medial da regido poplitea, contorna posteriormente a cabeca da fibula e se divide em nervos
fibulares superficial e profundo e inerva os seguintes musculos: cabeca curta do biceps
femoral, musculocutaneo, tibial anterior, fibular longo, extensores longos dos dedos e do

héalux, extensor curto dos dedos e 1° interosseo dorsal (FERREIRA, 1999).

1.2 — Lesao Nervosa Periférica

Clinicamente, as lesGes de nervos periféricos podem ser diagnosticadas desde
apenas uma desmielinizagdo axonal a um nervo completamente seccionado (SEDDON,
1943). As lesbes dos nervos periféricos sao classificadas em neuropraxia, axonotmese e
neurotmese, classificacdo estabelecida por Herbert Seddon (1943), a qual é utilizada na
pratica clinica atual. A neuropraxia é caracterizada por um bloqueio temporéario da conducgéo
nervosa. E uma lesdo leve e ndo altera a estrutura do nervo, havendo pouca perda das
fungBes motora e sensitiva. A neurotmese ocorre quando o bloqueio da condugéo nervosa €
dado por uma perda da continuidade do nervo, sendo esta a forma mais grave de leséo.
Ocorre a transecgédo total do nervo, com desordenacdo do axbnio, gerada por fibrose do

tecido e cessdo do crescimento axonal. A recuperagcdo espontanea, sem reparo cirurgico é

23



UNIVERSIDADE TIRADENTES )

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO Strictu Sensu EM SAUDE E AMBIENTE — Roberta Almeida Barbosa
pobre. O axénio perde sua integridade em conseqiéncia de uma lesdo brusca. (GRANT,
GOODKIN & KLIOT, 1999; ROBINSON, 2000).

A lesdo denominada axonotmese é caracterizada por um bloqueio da conducao
nervosa devido a perda de continuidade do axbnio, com preservacdo da membrana
epineural. A porcéo distal do ax6nio é separada do corpo da célula neuronal. E intermediaria
e decorre de traumatismo mais intenso que a neuropraxia. E tipica de esmagamentos,
estiramentos ou contusdes, caracteristica de axodnios lesionados dentro dos tubos de
Schwann ainda intactos, sem alternar a contigiiidade do tronco nervoso (STOLL e MULLER,
1999).

Uma lesdo completa do nervo ciatico em sua regido proximal pode promover a
paralisia dos musculos isquiotibiais e dos situados abaixo do joelho. Essa paralisia gera
incapacidade de realizar a flexao do joelho, flexdo dorsal do pé, extensédo dos dedos, flexdo
plantar, flexdo dos dedos, eversdo e inversao do pé (FERREIRA, 1999). Diante dessas
lesbes, o quadro clinico pode apresentar marcha com dificuldade em elevar o joelho e pé
caido, a chamada marcha escarvante, na qual o individuo levanta acentuadamente o
membro inferior para evitar tropecar (PORTO, 2005). Essa marcha patolégica dificulta a
progressao do corpo para frente (O’'SULLIVAN e SCHIMITZ, 2004). Nas lesdes em suas
porcbes sensitivas, 0 quadro clinico apresenta-se com dor e parestesia na perna e no pé
(FERREIRA, 1999).

A resposta do sistema neuromuscular depende do tipo de lesdo. A lesdo por
esmagamento do nervo que afeta somente as células de Schwann pode causar bloqueio
temporario de condugéo no local da desmielinizagéo. Por outro lado, uma lesédo do nervo
que desliga o axénio do corpo da célula dos neurbnios, referido aqui como a axotomia, como
no caso de uma lesdo por esmagamento ou uma lesdo que rompe 0s axdnios, exige que o
neurdnio regenere o axbnio e refaca o contato perdido com os alvos desnervados. Se a
lesdo ocorrer longe do alvo, a regeneracdo do nervo requer semanas e até anos, sendo a
taxa de regeneragdo de 1-3 mm / dia. Ap6s a lesdo do nervo, as células de Schwann
desnervadas perdem sua mielina, multiplicam-se e formam os tubos endoneuriais dentro do
coto do nervo distal para orientar e apoiar os axoénios em regeneracdo (FU e GORDON,
1997). Se os cotos distais ndo sao reinervados e as células de Schwann permanecem
desnervadas, eles progressivamente atrofiam e sua capacidade de apoiar a regeneracao
axonal diminui drasticamente (GORDON, 2010).

1.3 - Degeneracdo de nervos periféricos

Nas lesGes nervosas em que ha perda da continuidade axonal, ocorrem

modificacbes celulares e moleculares que se desenvolvem imediatamente apos a lesdo com
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a finalidade de remover o segmento danificado, de promover a regeneracdo axonal
favorecendo a recuperacao do nervo (BURNNET e ZAGER, 2004).

A recuperacdo funcional bem sucedida depende de um conjunto de eventos
celulares e moleculares que se desenvolvem distalmente ao sitio da lesdo por todo o
caminho em direcdo aos 6rgdos alvo desnervados, processo conhecido por Degeneracéo
Walleriana (ROTSHENKER, 2011),

A degeneracdo Walleriana ocorre no coto distal e tem inicio nas primeiras 48-96
horas apos a lesédo (LEE; WOLFE, 2000). Primariamente, o axbnio atrofia, se fragmenta e
adquire formato irregular. Secundariamente, a mielina, se presente, degenera-se e se retrai
(UMPHERED, 1994). O acumulo de macrofagos ocorre na regido do coto distal onde
chegam através da vasculatura integra, guiados pelas quimiocinas e citocinas até o sitio da
lesdo (SHAMASH et al., 2002). Em seguida, ocorre a proliferagdo das células de Schwann
para a realizacdo da fagocitose dos restos mielinicos em degeneragdo (ROTSHENKER,
2011), as quais se alinham no tubo da lamina basal formando as bandas de Blingner que
proverdo o caminho para as fibras nervosas em regeneragdo (STOLL; MULLER, 1999). As
bandas de Blngner atuam como um canal por onde o crescimento axonal é guiado e as
moléculas de adesdo celular (CAMs) juntamente com os fatores neurotroficos sao
essenciais para o crescimento axonal no interior deste canal. As CAMs promovem
orientacdo e adesdo dos axbnios e das células de Schwann (FU; GORDON, 1997;
WEBBER; ZOCHODNE, 2010).

No coto proximal ocorre a degeneracao axonal retrograda até o nédulo de Ranvier
proximo da lesdo (LEE e WOLFE, 2000). O processo envolve muitas interagdes entre 0s
elementos celulares e entre eles e a matriz extracelular (TERENGHI, 1999). Essa
degeneracao é responsavel pela remocdo e reciclagem axonais e do material mielinico e
prepara o ambiente para o crescimento dos axénios em regeneracdo. Os axbnios produzem
uma série de brotos colaterais e terminais, para realizar a ligacdo com o coto distal, o qual
apresenta fatores de crescimento fornecidos pelos érgéos alvo. Esses brotamentos no coto
distal formam o cone de crescimento. Nas 22 e 32 semanas apés a lesdo, acontece uma
série de alteragcbes funcionais e estruturais do corpo celular, iniciando pela cromatdlise,
caracterizada pelo aumento do corpo celular, migragdo do nucleo para a periferia e
dissipacdo dos corpusculos de Nissl (STOLL e MULLER, 1999).

Durante o primeiro més, as células de Schwann entram no sitio de lesdo dos cotos
proximal e distal e, progressivamente, tornam-se alinhadas em paralelo com os axénios e a
matriz extracelular para dar suporte a regeneracdo dos brotos axdnicos; inicialmente, ha
notavel desorganizacdo com gradual ordenacdo das proteinas e células de acordo com 0s

brotos axonais emitidos (REDETT et al., 2005). Em cada broto axonal do coto distal, h4 a
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formacdo de um cone de crescimento, que tem a funcdo de explorar o ambiente através de
movimentos constantes a fim de promover o direcionamento e a acuracia da regeneracao
axonal em direcdo aos o6rgdos-alvo (LUNDBORG, 2000). Entdo, cada ax6nio do coto
proximal passa a produzir uma grande quantidade de brotos que avancam distalmente em
direcdo aos 6rgdos-alvo. Aqueles que formam uma conexdo com o 0Orgdo terminal
sobrevivem, enquanto aqueles que ndo estabeleceram nenhuma conexdo desaparecem
(BURNNET e ZAGER, 2004).

Devido & Degeneracdo Walleriana, ainda na primeira semana, ocorre a atrofia
muscular, caracterizada pela diminuicao progressiva do volume das fibras e substituicdo por
tecido conjuntivo (LEE e WOLFE, 2000). A cicatriz fibrética formada atrasa a regeneracao,

podendo impedir que os érgaos alvo corretos sejam inervados (ROBINSON, 2000).

1.3.1 Regeneracéo apos a LNP

Os fatores de crescimento, em especial as neurotrofinas, promovem a sobrevivéncia
e a regeneracdo de neurdnios periféricos. Fatores de crescimento e citocinas sao
polipeptideos produzidos por diferentes tipos de células, inclusive as células de Schwann, e
com multiplas acdes. (BOYD e GORDON, 2003; HOPKINS e ROTHWELL, 1995).

O Fator de Crescimento Neuronal (NGF) foi o primeiro fator de crescimento a ser
descoberto; é produzido nos 6rgdos alvo e enviado aos corpos neuronais por transporte
axonal retrogrado. Tem como funcdes a proliferacdo e diferenciagdo de neurdnios,
promovendo o reparo e a recuperagdo funcional de nervos lesionados (PETRUSKA e
MENDELL, 2004). Outros membros da familia das neurotrofinas incluem o Fator
Neurotréfico Derivado do Cérebro (BDNF), a neurotrofina-3 (NT-3) e a neurotrofina-4/5. Elas
tém afinidades variadas pelos receptores p75 e tirosina quinase (trk), cuja interacdo
promove a interiorizacdo das neurotrofinas nos terminais neuronais (TERENGHI, 1999).
Estudos sugerem que o BDNF presente em células de Schwann e neurdnios sensitivos
apresenta uma importante atuacdo na regeneragcdo de nervos periféricos (ZHOU et al.,
1999). O NT-3 apresenta-se em grande quantidade nos musculos esqueléticos, exercendo
um papel tréfico para neurdnios sensoriais na inervacdo dos fusos musculares e para
motoneurdnios (TESSAROLO et al., 1994).

O Fator de Crescimento Derivado da Glia (GDNF) é um membro da superfamilia do
Fator de Crescimento Transformador Beta (TGF-) e tem efeito tréfico sobre as células dos
ganglios das raizes dorsais, bem como sobre motoneurdnios e neurdnios autonémicos
(TERENGHI, 1999). Sua expressdo pelo RNAm ocorre nos mdusculos esqueléticos
(HENDERSON, 1994) e ele é transportado retrogradamente para os motoneurdnios (YAN et
al., 1995).
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O Fator Neurotrdfico Ciliar (CTNF) é uma citocina neuroativa produzida pelas células
de Schwann e presente em nervos periféricos normais nas células de Schwann mielinizadas
responsaveis pela preservacdo da massa muscular, pela reinervacao desta apds uma lesédo
nervosa (NEWMAN et al.,, 1996), além de mielinizacdo de axbnios em regeneracdo
(SHAENK et al., 1994). O Fator de Crescimento da Glia (GGF) é um fator especifico para as
células de Schwann e originalmente caracterizado como um mitégeno destas (TERENGHI,
1999).

As citocinas sado glicoproteinas envolvidas nas respostas inata e adaptativa, bem
como no crescimento e diferenciacao celular, angiogénese, e processos de reparacdo em
relacdo a homeostase (OPPENHEIM, 2001). Elas desempenham um importante papel na
reacdo do sistema nervoso a lesdo, funcionando como sinalizadores e mensageiros
intercelulares na resposta imune a lesdo no sistema nervoso (STOLL, JANDER e
SCHROETER, 2002). As células efetoras T sdo divididos em T-helper de tipo 1 e tipo 2
(células Thl e Th2), de acordo com o seu padrdo de citocinas: Thl células secreta
predominantemente interferon-gama (IFN-y) e interleucina-2 (IL-2), enquanto que as células
Th2 secretam IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13 (ROMAGNANI, 2006; WAN e FLAVELL,
2006). As células Thl séo cruciais para imunidade mediada por células, ao passo que as
Th2 estdo envolvidas em respostas humorais. IFN-y € um ativador potente de fagdcitos
mononucleares, induzindo a explosdo respiratéria e aumentando a fagocitose microbiana
(SCHINKEL, 2003; ROMAGNANI, 2006).

A Interleucina-1 (IL-1) é uma familia de citocina pré-inflamatérias potentes,
produzidas na periferia principalmente por monécitos (HILDEBRAND, PAPE, KRETTEK,
2005). A Interleucina-1Beta (IL-1B8) é uma citocina pré-inflamatoéria cuja expressdo esta
aumentada no sistema nervoso mediante lesbes ou doencas degenerativas (ALLAN,
TYRRELL e ROTHWELL, 2005). A IL-2 é responsavel pela expanséo clonal de células T
ap6s o reconhecimento de antigenio, e a presenca de IL-4 inibe o desenvolvimento de
células Thl células (SKAPENKO et al., 2004). A IL-10 é uma citocina antiinflamatéria com
efeitos sobre a regulacdo de macrofagos (SCUMPIA e MOLDAWER, 2005). E uma das
citocinas antiinflamatorias mais importantes e pode inibir a agdo de outras citocinas pro-
inflamatorias (IL-1, IL-6, TNFa, etc.), evitando ou revertendo muitos quadros de hiperalgesia
patolégica (LEDEBOER et al., 2007).

O Fator de Necrose Tumoral alfa (TNFa) € uma citocina pré-inflamatoria, também
conhecida como catequina, produzida principalmente por monécitos, macréfagos e linfocitos
T, que sao abundantes no peritbneo e no tecido esplénico. Também esta presente nos
neurdnios e células da glia, desempenhando fun¢des importantes tanto na hiperalgesia
inflamatoria quanto na neuropatica (OLIVEIRA et al., 2011). E produzido pelas células de

Schwann e por células sanguineas envolvidas na degeneracao walleriana (STOLL, JANDER
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e SCHROETER, 2002) e participa da modulacdo das mudangas degenerativas iniciais na
lesdo nervosa periférica, apresentando niveis mais elevados no coto distal (HOPKINS e
ROTHWELL, 1995).

Outro indicador da ativagcdo dos macréfagos é a producdo do éxido nitrico (NO) a
partir da L-arginina pela enzima éxido nitrico sintase (NOS) (NOVELLI, 2005). O 6xido
nitrico € um importante mecanismo antimicrobiano dos macréfagos para inibir a sintese de
DNA, a respiracao mitocondrial, e o transporte ativo nas membranas de fungos e bactérias,
além de ser um importante vasodilatador e mediador celular na reparacao tecidual
(CHAKRABORTY et al.,, 2006). Entretanto, a producdo excessiva de NO pode ser
patogénica para os tecidos, pois atua como um radical reativo lesionando as células sadias
(BUFALO et al, 2013).

Apoés a lesdo axonal, as células de Schwann do coto distal regulam a sintese dos
fatores de crescimento NGF, BDNF, NT-4 e p75, exceto o NT-3. Acredita-se que 0 aumento
combinado de NGF e p75 responde pela proliferacdo e migracao das células de Schwann
aos orgaos alvo (ANAND et al.,, 1997). O BDNF reduz a morte de motoneurénios apés
axotomia em adultos ap6s a avulsédo de raizes ventrais (NOVIKOVA et al., 1997) e apos
axotomia do nervo cidtico (FRIEDMAN et al., 1995). Apés a lesdo nervosa, o CTNF
encontra-se diminuido nas células de Schwann do coto distal, reducdo esta que se estende
até a juncao neuromuscular (NEWMAN et al. 1996).

Apds uma lesdo do nervo ciatico, ocorre uma rapida regulacédo da sintese do GDNF
no coto distal do nervo com um aumento demorado deste no musculo (NAVEILHAM et al.,
1997).

1.4 — Métodos de avaliacao (Testes comportamentais)

A avaliagéo da funcionalidade da regeneracdo do axdnio € realizada utilizando testes
gue detectem a sua recuperacdo funcional (BOZKURT et al., 2008). A demonstracdo de
beneficios sobre o funcionamento do 6rgdo-alvo dos axbnios pode ser crucial para atrair o
interesse clinico, e pode ser conseguido usando testes comportamentais. As analises de
marcha tém recebido maior atencdo na pesquisa de lesdo de nervo periférico no nervo
ciatico de roedores (DE MEDINACELLI, 1982). Dentre os testes utilizados para observar o
processo de regeneracdo destacam-se 0s testes comportamentais: Escala de Basso,
Beattie e Bresnaham (BBB), o indice Funcional do Ciatico (SFI), Capacidade Motora (CM); e
0s testes sensoriais: Posicionamento Tatil (PT), Posicionamento Proprioceptivo (PP) e
Snesibilidade Dolorosa (SD).
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1.4.1 - Escala BBB

A escala de locomocdo BBB (BASSO, BEATTIE E BRESNAHAM, 1995) foi
desenvolvida para avaliar os padrdes de recuperacdo funcional em ratos que sofreram leséo
medular moderada. Ela € um método avaliativo discriminativo de funcbes como a marcha,
exploracdo, movimentos articulares, passos plantares com descarga de peso, coordenacao
de membros anteriores e posteriores, abertura dos dedos, estabilidade do tronco e posicao
da pata e da cauda (anexo 1). E uma mensuragdo valida da recuperacdo motora apta a
distinguir resultados comportamentais de acordo com os graus de lesdo medular (HADI et
al., 2000; LEE et al., 2002; METZ et al., 2000).

Esta escala tem por objetivo avaliar a evolu¢ao da recuperac¢éo funcional motora dos
animais. Para isso, 0s animais sdo colocados um a um em uma arena de testes idéntica a
arena do teste de Campo Aberto e observados durante 4 minutos, enquanto se locomovem
livremente. Os parametros colhidos em cada teste sdo anotados em tabelas individuais e
posteriormente classificados por meio de uma escala que varia de 0 a 21 pontos. Os pontos
refletem a condicdo motora dos animais, onde zero representa paralisia total do membro e
21 pontos representa funcdo motora normal do membro (BASSO; BEATTIE &
BRESNAHAN, 1995).

Pontuacdes entre 0 e 7 indicam o retorno de movimentos isolados de até trés
articulagcbes (quadril, joelho e tornozelo). Pontuagcbes entre 8 e 13 indicam o retorno dos
passos plantares e coordenacdo dos movimentos entre patas posteriores e anteriores. Por
fim, pontuagfes entre 14 e 21 mostram o retorno da abertura dos dedos durante a passada,
posi¢cdo predominante da pata em paralelo ao tronco, estabilidade de tronco e levantamento
da cauda (BASSO; BEATTIE & BRESNAHAN, 1995).

Num estudo realizado por Schiaveto de Souza e colaboradores (2004), foram
utilizados a escala BBB e o indice Funcional do Ciatico (SFI), em carater comparativo, para
avaliar a recuperagdo funcional de ratos submetidos a ledo do nervo ciatico por
esmagamento, demonstrando a escala BBB é tao eficaz quanto o SFI, superando o SFI na
sensibilidade em distinguir sutis déficits ndo mensurados pelo SFI, mostrando-se eficaz na

mensuracdo da recuperacgao de lesdes nervosas periféricas.

1.4.2 - O indice Funcional do Ciatico (SFI)

Medinaceli et al. (1982) publicaram um estudo sobre a confec¢cédo de um indice que
poderia avaliar a condi¢ao funcional do nervo ciatico de ratos baseado em medidas feitas a

partir da andlise impressa da marcha do animal. Segundo eles, até entdo, ndo havia um
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relato cientifico amplamente aceito sobre um método quantitativo que avaliasse os efeitos
de lesBes em nervos periféricos.

O Indice Funcional do Ciatico (SFI) foi desenvolvido a partir das medidas das
impressfes das patas traseiras conservadas em filmes de raios X. Os animais foram
confinados em uma passarela de 43 x 8,7 cm com um abrigo escuro no final desta. Apés
duas ou trés tentativas de condicionamento, durante as quais 0s animais paravam para
explorar o corredor, um pedaco de filme virgem de raios X era cortado nas dimensfes do
corredor e colocado sobre este. As patas traseiras dos animais foram embebidas em
solucédo reveladora e entdo, 0s animais realizavam a caminhada até o abrigo escuro.

A partir da impressao das pegadas, quatro variaveis foram analisadas: a) Distance
To Opposite Foot (TOF): distancia do topo do pé experimental ao topo do pé seguinte
contralateral normal, chamada de ETOF. O contrario, ou seja, a distancia do topo do pé
normal ao topo do pé seguinte contralateral experimental foi denominada NTOF; b) Print
Length (PL): comprimento de uma pegada, ou seja, distancia longitudinal entre os dois
pontos mais extremos da pegada, medido para o lado normal e para o experimental; ¢) Total
Spreading (TS): distancia linear do centro do primeiro dedo ao centro do quinto dedo da
mesma pata; d) Intermediary Toes (IT): distancia linear entre os centros do segundo e
quarto dedos da mesma pata. Outros parametros tais como angulo dos pés, largura entre os
pés foram rejeitados, pois eram muito variaveis.

Em 1978, Hasegawa afirmou que o uso das distancias entre o primeiro e o0 quinto
dedos e entre o segundo e o quarto dedos da pata traseira do rato forneciam um método Uutil
para avaliar a recuperacao funcional ap6s esmagamento do nervo ciatico (ANEXO 2).

Estudos subsequentes foram realizados substituindo-se o filme de raio X por papel
comum e o revelador por tinta atéxica, os quais foram adotados neste estudo.

Algumas desvantagens deste método foram relatadas, tais como o fato de o calculo
do SFI ser bastante dificil no periodo inicial apds a lesdo do nervo ciatico, pois a
identificacdo de caracteristicas do SFI é dificultada pela paralisia da pata afetada (MONTE-
RASO et al., 2008). Outra desvantagem refere-se ao tratamento dos dados do SFI néo ser
automatizado, o que torna a andlise de dados bastante laboriosa e demorada, limitando

assim a analise de conjuntos de dados relativamente grandes (BERVAR, 2000).

1.4.3 — Capacidade Motora (CM)

O teste de capacidade motora foi inicialmente desenvolvido para avaliar o
comprometimento motor em lesdes medulares. E baseado na observacdo da atividade
espontanea do animal, colocando-o primeiro em um campo aberto e, quando apresentar

apenas déficit discreto na deambulacdo, deve ser colocado para caminhar em barras de
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madeira cada vez mais estreitas de acordo com a capacidade neuroldgica do animal (VON
EULER et al., 1996). Ma et al. (2001) ressaltaram que apesar da observacéo cuidadosa da
locomocdo em campo aberto fornecer informagbes importantes sobre a existéncia de
alteracfes, algumas vezes as anormalidades visualizadas podem ser sutis e subjetivas e a
aplicacdo de outros testes neurolégicos ajudam a percebé-las. Portanto, o teste de
locomocdo quando realizado sobre barras estreitas, suspensas do solo, possibilita a
deteccdo de déficits minimos que poderiam passar despercebidos no andar em campo
aberto (FAROOQUE, 2000; METZ, et al., 2000).

Este teste detecta com maior facilidade o comprometimento dos tratos sensitivos

dos funiculos dorsais que geram informacdes para movimentos refinados dos membros e
digitos. Portanto, mesmo para pequenas lesbes é possivel avaliar a eficacia de diferentes
estratégias terapéuticas, pois além de sua alta sensibilidade, e por ter uma escala gradual
objetiva, apresentam resultados altamente correlacionados com as alteracdes histolégicas
(VON EULER et al., 1996; VON EULER et al., 1997; FAROOQUE, 2000; METZ et al., 2000)
(ANEXO 3).

1.4.4 — Sensibilidade Dolorosa (SD)

A sensibilidade dolorosa mensura o grau de integridade da comunicacdo aferente
entre medula espinhal e encéfalo, podendo ser realizada através de pressédo aplicada na
prega interdigital do animal, que normalmente induz nocicepc¢éo visualizada pela retirada do
membro e vocalizagdo. A sensibilidade dolorosa (SD) dos animais foi avaliada através da
compressao do espaco interdigital do animal das patas traseiras; o grau de vocalizagdo e o
desconforto foram obtidos como parametros e classificados nos escores ausente (escore 0),
reduzido (escore 1) e normal (escore 2) (SILVA et al., 2008; TORRES et al., 2010). Quanto

maior o escore atingido pelo animal, melhor é a sua recuperagéo sensorial (ANEXO 3).

1.4.5 — Posicionamento Proprioceptivo (PP)

O posicionamento proprioceptivo (PP) é um teste sensorial e motor realizado através
da flexdo da articulagdo tibio-tarsica induzindo apoio dorsal dos metatarsos em uma
superficie plana. Foram observadas velocidade e precisdo com que o0 animal retornou a pata
para posicdo normal, denotando os escores ausente (escore 0), reduzido (escore 1) ou
normal (escore 2) (TORRES et al. 2010). (ANEXO 3)
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2 - Possibilidades terapéuticas para lesGes do sistema nervoso periférico

2.1 - Reabilitacéo

Os tratamentos para lesdes de nervos periféricos tém sido amplamente estudados
com o principal objetivo de reduzir o tempo de reparo e de recuperacao funcional. Em 2011,
foram estudados o efeito dos exercicios aerébicos de baixa intensidade (BOBINSKI et al.,
2011) e a natacdo (TEODORI et al., 2011) em ratos submetidos a lesbes do nervo ciatico
por esmagamento e foi observada a melhora na recuperacao funcional (BOBINSKI et al.,
2011) e a aceleracdo do processo de regeneracdo do nervo (TEODORI et al., 2011).

Contrariando os efeitos benéficos alcancados com a atividade fisica, um trabalho
utilizando a estimulagéo elétrica nas fases aguda e tardia da lesdo nervosa periférica ndo
apresentou resultados satisfatorios, promovendo o aumento da atrofia muscular e a
diminuicdo da recuperacédo funcional apés lesdo do nervo ciatico por esmagamento (GIGO-
BENATO et al., 2010).

2.2 — Medicamentos

Estudos com drogas sintéticas também tém apresentado resultados satisfatorios.
Dentre elas, destaca-se a classe dos anti-inflamatérios esteroidais (AIE) e dos nédo
esteroidais (AINE). O uso de uma associacdo do horménio Calcitonina, da Nifedipina e
solucdo salina isotbnica, medicamento para aumentar a absor¢éo de calcio apos a leséo,
promoveu um grau de regeneracdo do nervo lesionado proporcional a absor¢cdo do
excedente de calcio depositado apds a lesédo (YAN et al., 2013).

Dentre os AINE, o Ibuprofeno é o farmaco eleito, sendo demonstrados efeitos
positivos sobre a LNP. Num trabalho realizado por MADURA, TOMITA e TERENGHI (2011)
sobre o efeito do Ibuprofeno em lesédo nervosa periférica de ratos, eles demonstraram que o
grupo gue recebeu Ibuprofeno apresentou axénios com bainhas de mielina mais espessas e
melhor desenvolvidas, além de reduzir o tempo de regeneragdo axonal e reinervacao
muscular em relagcdo ao grupo controle, por diminuirem os danos secundéarios da
inflamacdo. Em outro estudo utilizando Ibuprofeno na contusdo da medula espinhal, foi
demonstrado que o lbuprofeno favoreceu o brotamento axonal, a neuroprotecdo e a
regeneracdo (WANG et al., 2009).

O Ibuprofeno é um composto néo esteroidal utilizado nos casos de dor, inflamacgéao e
febre, caracterizado pelo seu rapido inicio de acdo, 30 minutos ap6s a ingestdo, sendo
prolongado por 4 a 6 horas. Seu metabolismo é feito pelo figado e sua eliminagdo completa

se da em 24 horas ap0s a Ultima dose. E utilizado em processos reumaticos, perturbacdes
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musculo-esqueléticas, quadros consecutivos a afecgdes degenerativas da raqui e em
processos inflamatérios ginecologicos. E um agente anti-inflamatério derivado do é&cido
propidénico, que age provavelmente inibindo a sintese de prostaglandinas. Seu efeito tem
sido comparado em varios estudos com 0s do acido acetilssalicilico e obteve vantagem
sobre este devido ao baixo indice de reacdes adversas (MEDLEY, 2010).

Um mecanismo de acdo comum dos anti-inflamatoérios ndo esteroidais € inibir as
enzimas ciclo-oxigenases 1 e 2 (COX-1, COX-2) e a conversao e sintese do acido
araquidénico em efetores neuroinflamatorios, tais como as prostaglandinas e citocinas pro-
inflamatérias (CARTY, 2011).

Apesar do uso de drogas e exercicios de reabilitacdo ser a principal escolha clinica
no tratamento de lesBes de nervos periféricos, é crescente a publicacdo de estudos

demonstrando a eficacia de produtos naturais como alternativa para o tratamento.

2.3- Produtos naturais

Os produtos naturais sdo compostos organicos provenientes de plantas, de
organismos marinhos e terrestres, vertebrados e invertebrados e foram utilizados
extensivamente no passado e ainda no presente tornaram-se imprescindiveis para o
tratamento de diversas doencgas, pois constituem novas entidades quimicas de larga
diversidade estrutural que funcionam como compostos de interesse tanto na sua forma
natural, como modificados para modelos semi ou totalmente sintéticos (RATCLIFFE et al.,
2011; BUTLER; NEWMAN, 2008; CHIN et al., 2006). Atualmente, observa-se um interesse
governamental e profissional mundiais em associar 0 progresso tecnoldgico ao
conhecimento popular e ao desenvolvimento sustentavel, visando a uma politica de
assisténcia a saude eficaz e humanizada (SCHMITT et al., 2011; THOMAS; JOHANNES,
2011; CHIN et al., 2006).

A introducdo de produtos naturais de diferentes culturas no mercado mundial, a
exemplo dos utilizados na medicina oriental tem contribuido para o tratamento de diversas
doencas, indicando novas possibilidades de comercializacdo e maior diversificagdo de
estudos do produto natural. Diante da diversidade abundante de estruturas quimicas
complexas e pouco estudadas, presentes em produtos naturais, diversos trabalhos tém sido
publicados, visando a comprovar suas propriedades farmacoldgicas e toxicolégicas, bem
como definir as substancias quimicas presentes responsaveis pela acdo biolégica desses
produtos (CARVALHO et al.,, 2008; BARREIRO; BOLZANI, 2009; ARAYA; KINDSCHER,;
TIMMERMANN, 2012).

Os produtos naturais tém sido amplamente explorados pela populacdo e pela area

cientifica por apresentarem composicdo rica em substancias importantes para a
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manutencdo da saude, dentre os quais destacam-se os flavonéides (ZHAO et al., 2011). Os
flavondides oferecem potenciais terapéuticos antioxidante e anti-inflamatério significantes
para o organismo e estdo sendo utilizados na tentativa de cura de vérias patologias,
inclusive aquelas que envolvem doencas neurolégicas (GENOVESE et al., 2010; ZHAO et
al., 2011).

Em 2013, Renno e colaboradores extrairam a substancia —Epigalocatechina-3-galato
(EGCQG), principal componente polifendlico do cha verde, cujas propriedades antioxidantes e
anti-inflamatoérias sdo conhecidas, e observaram seu efeito sobre ratos submetidos a lesdo
por esmagamento do nervo ciatico. O estudo demonstrou aceleracdo no processo
regenerativo do nervo apés a lesao.

Em 2011, Noorafshana e colaboradores extrairam a cuUrcuma, pigmento que confere
a cor amarela ao Agafrdo-da-india e observaram seus efeitos neuroprotetores sobre o nervo
ciatico ap0Os a lesdo por esmagamento em ratos, através do aumento da area, do niumero e
do diametro de fibras mielinizadas. Outro composto derivado de acgafrdo, a Crocina
(composto quimico carotenoide de acdo antioxidante) foi estudado por Tammadonfard e
colaboradores em 2013 e foram observados o efeito antioxidante pela redugédo dos efeitos
téxicos dos radicais livres, o aumento dos escores do SFI e a reducdo do grau da
degeneracao Walleriana no mesmo tipo de lesao do nervo ciético.

Ma e colaboradores (2010) utilizaram o Ginsenoside Rgl (GRg1l), composto bioativo
extraido do Ginseng, para o tratamento de ratos submetidos a mesma lesdo por
esmagamento e observaram o aumento do brotamento axonal, do numero e do diametro de

axonios mielinizados e o aumento da recuperacao funcional pelo SFI.

Neste panorama, os produtos apicolas, tais como a propolis, a geléia real, o veneno
e 0 mel de abelhas, tém se destacado por apresentarem importantes propriedades
terapéuticas (RATCLIFFE et al.,, 2011; CHERNIACK, 2010) e suscitado interesse da
indastria farmacéutica para extracdo e identificacdo de novos principios bioativos a serem

utilizados na fabricagdo de medicamentos.

2.4 — Prépolis Vermelha

Propolis € um termo genérico utilizado para descrever uma mistura complexa de
substancias resinosas, gomosas e balsamicas colhidas por abelhas meliferas de brotos,

flores e exsudatos de plantas, as quais as abelhas acrescentam secrec¢fes salivares, cera e
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pbélen para a elaboracdo do produto final. A prépolis vermelha € encontrada na regido
Nordeste do Brasil e tem forte potencial de utilizacdo pela industria farmacéutica,
despertando o interesse do mercado internacional. Ela € um dos poucos "remédios naturais”
que vém sendo utilizados por um longo periodo de tempo por diferentes civilizacbes
(MENESES, 2005).

Em geral a prépolis contém cera de abelha, resinas (contendo geralmente compostos
volateis e fendlicos), e outros constituintes minoritarios, tais como acglcares, aminoacidos e
pélen. A resina é derivada de material vegetal que as abelhas colhem e que lhe conferem as
atividades bioldgicas (SALATINO, TEIXEIRA, NEGRI et al., 2005), demonstrando que a
composi¢cao quimica da propolis varia conforme a vegetacdo ao redor das colmeias (RIGHI
et al., 2011).

A palavra prépolis é derivada das palavras gregas "Pro" (que significa "em frente"), e
'‘polis' (que significa 'cidade"). Desta maneira, a propolis pode servir como um meio para as
coldnias para melhor manter a homeostase do ninho através da reducdo do crescimento
microbiano nas paredes da colméia, a prevenc¢éao do fluxo de ar descontrolado para o ninho,
a impermeabilizacdo de paredes contra a umidade externa, e a protecdo contra 0s
invasores. Portanto, a propolis pode significar simplesmente a defesa da colméia. No
entanto, mais recentemente, alguns estudos tém revelado que a propolis em col6nias de
abelhas meliferas pode desempenhar um papel mais sutil na imunidade da coldnia, na
defesa direta contra parasitas e patdgenos (MIGUEL e ANTUNES, 2011).

A prépolis vermelha é encontrada na regido nordeste do Brasil e ndo ha evidéncias
deste tipo de prépolis em outras regides brasileiras. Sua possivel origem botanica é a
espécie Dalbergia ecastophyllum (L) Taud. (Leguminosae), a qual responde pela coloragcéo
vermelha deste tipo (DAUGSCH et al., 2008; FRANCHI et al., 2012; SILVA et al., 2008),
devido a presenca dos pigmentos retusapurpurin A e retusapurpurin B (PICCINELLI et al.,
2011). E um novo tipo de propolis que difere dos 12 tipos classificados por Park e
colaboradores (2000). Segundo Alencar e colaboradores (2007), a propolis vermelha possui
compostos bioativos (flavonoides, polifendis) nunca antes encontrados em outros tipos de
prépolis, 0s quais servem como marcadores quimicos desta.

Estudo sobre a composi¢cdo de uma amostra de propolis vermelha da regido de
Alagoas, regido Nordeste do Brasil, demonstrou a presenca da chalcona isoliquiritigenina, as
isoflavonas 3s-vestitol, 3s-7-O-metilvestitol, o pterocarpano medicarpina, os fenilpropenos
trans-anetol, metil eugenol, elimicina, metoxieugenol e cis-asarone e os alcodis triterpenos
lupeol alfa e beta amirinas. A amostra exibiu uma potente atividade antioxidante contra o
radical DPPH (RIGHI et al., 2011).

Mesmo havendo relatos atribuindo a prépolis as mais variadas aplicacdes em

medicina popular e em veterinaria, os estudos cientificos confirmam que a propolis vermelha
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possui um grande potencial terapéutico, principalmente, em relacdo as atividades
antiinflamatoria, antimicrobiana, antineoplasica e antioxidante. O melhor conhecimento de
suas propriedades visa, além da pesquisa e desenvolvimento de novas drogas, a agregacao
de valor econbmico a propolis bruta, a fim de gerar uma fonte econémica de exploracéo
agricola e extrativismo auto-sustentavel. (MENESES, 2005).

Em relacdo a atividade biolégica da propolis, Franchi e colaboradores (2012)
realizaram uma comparacdo entre a citotoxicidade das variedades verde e vermelha de
prépolis brasileira em linhagens de células leucémicas e o0s resultados mostraram que a
prépolis vermelha foi mais citotoxica. Em um estudo realizado para avaliacdo da toxicidade
aguda e atividade gastroprotetora do extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha dissolvido
em propilenoglicol, a toxicidade aguda do extrato foi verificada em ratos utilizando doses
entre 100 e 400 mg/kg e pdde-se evidenciar que a prépolis vermelha em doses menores
que 400 mg/kg ndo apresentou sinais de toxicidade com uma importante atividade
gastroprotetora. Os dados laboratoriais sugerem a inexisténcia de hepatotoxicidade e
nefrotoxicidade para o uso da prépolis vermelha na referida dose (LEITE, 2009).

Dados mais recentes publicados em 2013 por Da Silva Frozza e colaboradores
demonstraram os efeitos citotdxicos in vitro da propolis vermelha (10-150 pg/mL) em
linhagens diferentes de células tumorais, indicando uma clara atividade anticancer pela
inibico da proliferacdo do crescimento celular em diferentes niveis.

Embora a composi¢cao quimica da prépolis seja um dado extremamente importante,
suas distintas atividades farmacolégicas podem também decorrer do sinergismo entre seus
diversos compostos quimicos. Os principais compostos quimicos isolados da propolis até o
momento podem ser organizados em alguns grupos principais como: acidos e ésteres
alifaticos, acidos e ésteres aromaticos, acgucares, alcoois, aldeidos, &cidos graxos,
aminoacidos, esteréides, cetonas, charconas e di-hidrocharconas, flavondides (flavonas,
flavonéis e flavononas), terpendides, proteinas, vitaminas Bl, B2, B6, C, E, bem como
diversos minerais (BANKOVA, CASTRO E MARCUCCI, 2000). Os flavonoides apresentam
atividade antimicrobiana, antioxidante e moduladora do sistema imune (ADELMAN, 2005;
ALENCAR et al., 2007; KROL et al., 2004).

Assim como o0s outros tipos de prépolis, um estudo confirmou as atividades
antimicrobiana, antibacteriana, antineoplasica e antioxidante da propolis vermelha. Estudos
in vivo e in vitro realizados por Daleprane e colaboradores em 2011 e 2012 mostraram que
os polifendis da prépolis vermelha possuem acao anti-inflamatéria e, segundo Kumazawa e
colaboradores (2004), os componentes fendlicos apresentam-se em concentracdo maior na
propolis vermelha do que nos outros tipos ja estudados.

Mani e colaboradores (2006) relataram que, apesar de serem mais comuns 0S

estudos realizados com extratos etandlicos de prépolis, o extrato aquoso apresenta boa
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atividade antioxidante, associada ao alto teor de compostos fendlicos. Cabral et al. (2009),
demonstraram que a prépolis vermelha possui alta atividade antioxidante e antibacteriana e
as sub-fracbes obtidas sdo mais ativas biologicamente que o extrato bruto.

Os efeitos de flavondides presentes em diferentes amostras de propolis tém sido
descritos no sistema nervoso central, em estudos utilizando modelos animais. Por exemplo,
foi descrito, em uma amostra de prépolis verde, que o acido fenil-caféico (CAPE) atua na
peroxidacdo lipidica induzida por aluminio (NEWAIRY et al., 2009), na neurotoxicidade
causada por glutamato (WEI et al., 2009; KWON et al., 2004), no infarto cerebral produzido
por isquemia focal (TSAI et al., 2006), no estresse oxidativo induzido por encefalomielite
alérgica (ILHAN et al., 2004). Este flavondide apresentou atividade anti-inflamatoria em
culturas de células hipocampais (MONTPIED et al., 2003) e na protecdo ante a acao da
toxina 6-OHDA em cultura de neurdnios cerebelares (NOELKER et al., 2005).

A pinocembrina, um dos flavondides encontrados em alta concentragdo na propolis,
inclusive na prépolis vermelha, pode proteger da oxidacdo e apoptose decorrentes da
isquemia (LIU et al., 2008; GUANG e DU, 2006).

Resultados recentes mostraram que a prépolis vermelha proveniente da cidade de
Brejo Grande/ Sergipe/ Brasil, mesmo local de coleta do material deste estudo, apresenta
grandes concentragdes de formononetina, isoliquiritigenina, liquiritigenina, madicarpina e
biochanina A (DA SILVA FROZZA et al., 2013). Estudos in vitro mostraram que o flavonoide
formononetina teve acao protetora contra hipoxia neuronal induzida por citotoxicidade (SUN
et al., 2012) e em neurbnios dopaminérgicos submetidos a toxicidade induzida por glutamato
(YU et al, 2005; CHEN et al, 2008), isoladamente, ou associado a outros flavondides, no
estresse oxidativo em modelo para estudo da doenca de Alzheimer (OCCHIUTO et al.,
2009).

3- Consideragdes finais
O extrato hidroetandlico de prépolis vermelha melhorou a recuperacdo funcional
sensério-motora, reduziu o grau de inflamacdo e promoveu uma conservacdo da area,
desde a primeira semana pds cirurgia.
Os resultados sugerem que o extrato acelerou o processo de crescimento axonal.
Esta pode ser entdo uma nova abordagem terapéutica a ser considerada no tratamento de
lesdes de nervos periféricos.
O presente trabalho sugere a continuidade dos estudos, na intencéo de elucidar os
fatores que levam a recuperacgéo deste tipo de lesdo pelo extrato hidroetandlico de prépolis

vermelha.
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