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RESUMO

A planta Chenopodium retusum é uma importante espécie do género Chenopodium, o qual
contém especies com propriedade analgésica, usada popularmente no tratamento de disturbios
gastrointestinais e manejo da dor. Este estudo objetivou avaliar o efeito antinociceptivo do
extrato hidroalcoolico de Chenopodium retusum (EHCR) em testes farmacoldgicos de dor
agudainvivo e testes comportamentais (Campo aberto/TCA). Camundongos Swiss fémeas (25-
30g/n=8) foram submetidos a testes farmacologicos de dor aguda induzida quimicamente por:
formalina (2,5%), acido acético (0,6%), capsaicina (1,6 pg/pata), glutamato (30 nmol/pata) e
termicamente (placa quente). EHCR (50, 150 e 300 mg/kg) foi administrado por via
intraperitoneal ou oral respectivamente 30 e 60 minutos antes dos testes. Controles positivos
Indometacina (10 mg/kg) e/ou Morfina (5 mg/kg) e, negativo (veiculo de solubilizacdo do
EHCR) foram utilizados nos experimentos. EHCR reduziu ambas as fases (neurogénica e
inflamatdria) da nocicepc¢do induzida pela formalina, e apresentou efeito antiedematogénico.
Foi também observada reducdo da nocicepcdo induzida pela capsaicina, glutamato e &cido
acetico. No teste da placa quente houve aumento do limiar nociceptivo. Os resultados em
conjunto confirmam o efeito antinociceptivo do EHCR, validando em parte o uso de
Chenopodium retusum no manejo da dor. Estudos futuros poderdo determinar 0s
fitoconstituintes envolvidos e os mecanismos farmacodindmicos responsaveis por essa agao.

Palavras-chave: dor, nocicepcao, chenopodium retusum.

ABSTRACT

The plant Chenopodium retusum is an important species of the genus Chenopodium, which
contains species with analgesic properties, popularly used in the treatment of gastrointestinal
disorders and pain management. This study aimed to evaluate the antinociceptive effect of the
hydroalcoholic extract of Chenopodium retusum (EHCR) in pharmacological tests of acute pain
in vivo and behavioral tests (Open field/ACT). Female Swiss mice (25-30g/n=8) were
submitted to pharmacological tests of chemically induced acute pain by: formalin (2.5%), acetic
acid (0.6%), capsaicin (1.6 pg/paw) , glutamate (30 nmol/paw) and thermally (hot plate). EHCR
(50, 150 and 300 mg/kg) was administered intraperitoneally or orally respectively 30 and 60
minutes before the tests. Positive controls Indomethacin (10 mg/kg) and/or Morphine (5 mg/kg)
and negative (EHCR solubilization vehicle) were used in the experiments. EHCR reduced both
phases (neurogenic and inflammatory) of nociception induced by formalin and showed an
antiedematogenic effect. A reduction in nociception induced by capsaicin, glutamate and acetic
acid was also observed. In the hot plate test, there was an increase in the nociceptive threshold.
The results together confirm the antinociceptive effect of EHCR, validating in part the use of
Chenopodium retusum in pain management. Future studies may determine the
phytoconstituents involved and the pharmacodynamic mechanisms responsible for this action.

Keywords: pain, nociception, chenopodium retusum.
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1 INTRODUCAO

A dor é uma queixa muito frequente nos atendimentos médicos, gerando um desafio
diagnostico e terapéutico para o profissional da satde. A percepc¢do da dor ndo € meramente o
resultado de uma estimulacdo sensorial anormal que causa uma sensacdo desagradavel, mas
sim uma combinacdo do reconhecimento do desconforto somatico associado & uma resposta
emocional a esse desconforto. A percepcdo da dor e a extensdo do sofrimento e da incapacidade
podem variar dependendo da experiéncia anterior, da formacao cultural, de fatores situacionais
e de doencas psiquiatricas comorbidas (Wang, Mullally 2020). Portanto, a dor € um fenémeno
complexo resultante da modulagéo de diversos mecanismos centrais e periféricos. (Gripp et al,
2020). A dor também é sintoma de varios processos patoldgicos (Walton & Marsh, 2018), e
pode tornar-se uma patologia em si mesma, COMo 0corre NOS Processos neuropaticos como a
neuralgia do trigémeo, neuralgia pds-herpética, fibromialgia, dentre outros (Kumar et al., 2013;
Alles & Smith, 2018; Martinéz et al., 2018).

O tratamento da dor é bastante diversificado, mas os analgésicos disponiveis atualmente
na clinica, alem de possuirem efeitos adversos consideraveis, levando muitas vezes a nédo
adesdo do paciente, também apresentam restricdes quanto ao uso em alguns tipos de dor. Esse
fato estimula a pesquisa cientifica de alvos farmacoldgicos mais seletivos e com menos efeitos
colaterais (Kamen , Feeko, 2014). Nesse contexto, as plantas medicinais podem ser uma op¢ao
para 0 manejo da dor.

Desde a antiguidade, o ser humano utiliza as plantas como recurso para a cura de suas
enfermidades (Smejkal, 2014). Plantas medicinais foram amplamente usadas ao longo do tempo
no tratamento de diversas doengas e seus compostos serviram de base para criacdo de
componentes sintéticos para as drogas modernas (Abubakar et al., 2019). Assim, as plantas
representam um fator importante para o desenvolvimento de novos farmacos a serem utilizados
no tratamento de doencas que apresentam a dor como um dos principais agravantes (Butler,
2013). De fato, farmacos importantes no manejo da dor e de outras patologias, como o &cido
acetil salicilico e a morfina, que foram isolados respectivamente de Salix alba e Papaver
soniferum, ilustram essa realidade (Calixto et al., 2000; Desborough, Keeling, 2017). Varias
plantas medicinais com atividade analgésica foram documentadas, mas informacGes limitadas
estdo disponiveis a respeito de seus mecanismos de atividade antinociceptiva. (Bellik et al,
2013). Considerando seu uso global, valor terapéutico e industrial, muitos produtos naturais sao
investigados para conduzir a producdo de novos farmacos, portanto, familias e géneros de

plantas com grande potencial sdo pesquisados para este fim. (Sem, Samanta, 2015; Sharifi-Rad
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et al., 2018). O alto custo e efeitos adversos de medicagdes tradicionais estimulam a busca por
alternativas. (Servin et al, 2020).

O Brasil possui a maior biodiversidade do planeta, apresenta um nimero de espécies
catalogadas superior a 350 mil, representando apenas uma fracdo da biodiversidade da flora
brasileira (Peres, Vercillo, Dias, 2011), fato esse que favorece o potencial para o
desenvolvimento de farmacos provenientes de espécies vegetais. Dentro desse imenso mundo
vegetal brasileiro, encontramos as plantas do género Chenopodium, que é 0 mais numeroso da
familia Chenopodiaceae (Lindl), com cerca de 250 espécies distribuidas preferencialmente nas
regides temperadas (Kheto et al., 2022). Pertencente ao género Chenopodium, a espécie C.
retusum, (Figura 01) popularmente chamada de “pega pinto” (Melo Junior,Boerger, 2015), é
uma erva perene da vegetacédo costeira arenosa do sul do Brasil, Uruguai e Argentina (Filho,
De Oliveira, Mariath, 1992). Seu congénere C. ambrosioides tem validadas varias de suas
propriedades farmacoldgicas, dentre as quais se destaca a propriedade antinociceptiva (Grassi
et al., 2013). Como fitoquimicamente ambas as espécies sao bastante semelhantes, e a C.
retusum € abundante na regido do Vale do Itajai e usada na medicina popular (Bonzani et al.,
2002), neste trabalho nos propusemos a investigar o efeito antinociceptivo de C. retusum,

validando farmacologicamente seu uso popular no manejo da dor.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 COLETA E PREPARO DOS EXTRATOS

O material vegetal foi coletado no municipio de Itajai-SC em 2015. Apos a coleta, o
extrato foi preparado de acordo com técnicas fitoquimicas desenvolvidas no laboratorio de
fitoquimica da UNIVALI. O material foi lavado com &gua destilada, seco, e os extratos foram
preparados. Para extratos hidroalcoodlicos uma solucdo de etanol a 50% foi adicionada numa
razdo de 1:10 material/solvente. Subsequentemente, a mistura preparada foi homogeneizada
com um homogeneizador de laminas durante 10 minutos a temperatura ambiente e submetida
ao processo de extracdo por meio de agitacdo continua por 24 horas. O processo de extracéo foi
realizado duas vezes. Apés a conclusdo da extragdo, a mistura foi filtrada através de papel e a
solucéo filtrada foi centrifugada a 3.500 rpm durante 20 minutos. Esta solucéo foi evaporada a
uma temperatura abaixo de 45°C e com baixa pressdo, a fim de remover o etanol. Uma parte
do extrato foi utilizada para verificar os critérios de qualidade, de acordo com normas nacionais
e internacionais e procedimentos estabelecidos, enquanto o restante foi armazenado para o
desenvolvimento de diversos estudos. Os extratos prontos foram utilizados nos ensaios

farmacoldgicos descritos a seguir.

2.2 ANIMAIS - PROCEDIMENTOS ETICOS

Para os experimentos foram utilizados camundongos Swiss fémeas (25 a 30g) com 3
meses de idade. Foram obtidos do Biotério Central da UNIVALI, mantidos sob ciclo
claro/escuro de 12 horas, aclimatados a temperatura de 22 + 2 °C e tratados com agua e racao
ad libitum, exceto durante os experimentos. Nos ensaios farmacolégicos o N por grupo foi de
8 animais. Os protocolos experimentais sobre o uso dos animais do laboratorio foram
submetidos e aprovados pelo Comité de Etica para Uso de Animais CEUA UNIVALI sob o
parecer CEUA 013/17.

2.3 DROGAS E TRATAMENTOS

Antes de cada um dos testes, os animais foram divididos em 5 grupos, cada um com
n=8. Os tratamentos foram realizados via intraperitoneal. O primeiro grupo, controle negativo,
foi tratado com veiculo (agua destilada com sulfoxido de dimetil —- DMSO — 0,7%) no qual o
EHCR foi dissolvido. O segundo grupo foi tratado com EHCR na dose de 50 mg/kg; o terceiro
grupo recebeu EHCR na dose de 150 mg/kg; e o quarto grupo foi tratado com EHCR na dose
de 300 mg/kg. O quinto grupo, controle positivo, recebeu como tratamento Morfina 5 mg/kg

ou Indometacina 10 mg/kg, de acordo com o teste realizado.
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2.4 ENSAIOS FARMACOLOGICOS
2.4.1 Efeito do EHCR sobre a Performance Motora - Teste do Campo Aberto

O teste do campo aberto € realizado a fim de avaliar o comportamento motor e atividade
exploratdria dos animais (Tolardo et al., 2010). Foi utilizado aparato de madeira aberto (caixa),
com uma das paredes de vidro para permitir a visualizagdo dos animais. O assoalho do aparato
é subdividido em 9 quadrantes. Os animais foram tratados com o extrato EHCR (50, 150 e 300
mg/Kkg, i.p.) e controle negativo e foram colocados individualmente no aparato. Decorridos 30
minutos dos tratamentos, foi observado o ndmero de cruzamentos (indicador de atividade

exploratdria) durante 6 minutos. (Pentkowski et al., 2021)

2.4.2 Efeito do EHCR sobre a Nocicep¢ao Induzida por Formalina

Para avaliar a nocicepcdo induzida por formalina os animais foram previamente tratados
com EHCR (50, 150 e 300 mg/kg, i.p.), e controles (positivo — Indometacina 10 mg/kg, e
negativo — veiculo) e 30 minutos apos, receberam 20l de formalina a 2,5% na regido subplantar
da pata posterior direita. Ap6s a injecdo de formalina os animais foram imediatamente
colocados sob funis de vidro para observacao, e foi cronometrado o tempo em que o animal
permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada durante os 5 primeiros minutos (dor
neurogénica) e os 15 Ultimos minutos dos 30 minutos totais do teste (dor inflamatoria). Apds a
realizacdo do teste os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical, e as patas foram

retiradas e pesadas para analise de efeito antiedematogénico do EHCR (Komatsu et al., 2019).

2.4.3 Efeito do EHCR sobre a Nocicepg¢do Induzida por Capsaicina

Decorridos 30 minutos ap6s o tratamento dos animais com o EHCR (50, 150 e 300
mg/kg, i.p.), e controles (positivo — Morfina 5 mg/kg, e negativo — veiculo), cada animal
recebeu 20 pL de solucdo de capsaicina (1,6 mg/pata), injetada na regido intraplantar da pata
posterior direita; imediatamente os animais foram colocados sob funis de vidro e observados
individualmente. Foi cronometrado durante 5 minutos o tempo que o animal permaneceu

lambendo ou mordendo a pata injetada com capsaicina (Klein-Junior et al 2017).

2.4.4 Efeito do EHCR sobre a Nocicepcéo Induzida por Acido Acético

O procedimento foi realizado conforme descrito por Collier et al., (1968) com algumas
modificagdes (Filho et al., 2008). Os animais foram tratados via i.p. com EHCR (50, 150 e 300
mg/kg), e controles (positivo — Indometacina 10 mg/kg, e negativo — veiculo). Decorridos 30

minutos dos tratamentos, 0s mesmos receberam injecao intraperitoneal de acido acético (0,6%)
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a 0,10 mL/kg. Os animais foram colocados sob funis de vidro e observados durante 30 minutos,
e durante esse tempo foi registrado cumulativamente o nimero de contor¢fes abdominais
(caracterizadas por contracdes do abdémen, alongamento do corpo, tor¢do do tronco e/ou pelve,
terminando com a extensdo dos membros). A diminuicdo do nimero de contor¢des abdominais
indica atividade antinociceptiva. Para verificar o efeito do EHCR por via oral, 0 mesmo foi
administrado nas doses de 150, 300 e 500 mg/kg 60 minutos antes do experimento, assim como

o0 controle positivo que nesse caso foi Indometacina 10 mg/kg. (Castellain et al., 2014)

2.4.5 Efeito do EHCR sobre a Nocicepc¢ao Induzida por Glutamato

Os experimentos foram conduzidos conforme descrito por Beirith, e colaboradores
(2002), com pequenas modificagdes. Decorridos 30 minutos dos tratamentos com o EHCR (50,
150 e 300 mg/kg, i.p.), e controles (positivo — Morfina 5 mg/kg, e negativo — veiculo), cada
animal recebeu 20 pL de solucdo de glutamato (30 mmol/pata), injetada na regido intraplantar
da pata posterior direita. Imediatamente apds a administracdo do glutamato, os animais foram
colocados sob funis de vidro e individualmente observados durante 20 minutos. Durante esse
tempo foi cronometrado o tempo que cada animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata
injetada (De Souza et al., 2006, Filho et al., 2008, Macedo et al., 2021)

2.4.6 Efeito do EHCR sobre a Nocicepc¢ao Induzida pelo calor: Teste da Placa Quente

Apds selecdo prévia de animais com limiar nociceptivo baixo através da exposicao em
placa quente (aquecida 56 + °C) sem qualquer tratamento, os animais foram divididos por
grupos e tratados com 0 EHCR (50, 150 e 300 mg/kg), e controles (positivo — Morfina 5 mg/kg,
e negativo — veiculo). Decorridos 30 minutos dos tratamentos, os animais foram transferidos
para placa quente individualmente e foi cronometrado o tempo que cada um levou para lamber,
levantar ou morder as patas dianteiras ou traseiras. Esse comportamento foi considerado como
indicativo de dor (De Souza et al., 2006). Um cuidado foi tomado para que 0s animais ndo
permanecessem mais do que 30 s sobre a placa quente aquecida com o objetivo de evitar danos
teciduais. (Gongalves et al 2012; Zakaria et al 2016; Inaltekin et al., 2021)

2.5 ANALISE ESTATISTICA

Na representacédo grafica dos resultados, cada barra dos graficos representa a media dos
experimentos (n=8) seguido do respectivo EPM (erro padrdo da média). As analises estatisticas
entre 0s grupos experimentais foram realizadas por meio de analise de variancia (ANOVA)

seguida pelo teste de Bonferroni. Os dados foram analisados através do software GraphPad
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Prism®. Os asteriscos denotam significancia estatistica: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
****p<0,0001.

3 RESULTADOS
3.1 EFEITO DO EHCR SOBRE A PERFORMANCE MOTORA E EXPLORATORIA -
TESTE DO CAMPO ABERTO

Os efeitos do EHCR sobre os parametros comportamentais do teste do campo aberto
sdo observados na figura 2. Os resultados demonstram que o tratamento com o EHCR néao
alterou o0 nimero de cruzamentos dos animais avaliados no teste do campo aberto e comparados

ao controle negativo (veiculo) (Figura 2A).

Figura 2. Efeito do tratamento com EHCR (50, 150 e 300 mg/kg, i.p.) sobre o numero de cruzamentos de
camundongos, avaliados através do teste de campo aberto. A (nimero de cruzamentos). Cada barra representa a
média dos experimentos (n=8) seguido dos respectivos EPMs. ANOVA seguido do teste de Bonferroni.

09 A

Tratamento (mg/kg. i.p.)
Fonte: Autor.

3.2 EFEITO DO EHCR SOBRE A NOCICEPCAO INDUZIDA PELA FORMALINA

O efeito antinociceptivo do EHCR também foi avaliado no teste da formalina e os
resultados estéo expressos na figura 3. Na primeira fase da nocicepgéo induzida pela formalina
(fase 1) (Figura 3 A) se observa diminuicdo significativa (p<0,05; p<0,001) do tempo de
lambidas da pata injetada com formalina nos grupos de animais tratados com EHCR em doses
de 50 mg/kg, e 150 e 300 mg/kg e da Indometacina (10 mg/kg), quando comparado com o grupo
controle. As inibi¢bes maximas (IMs) calculadas foram, respectivamente, de 54%, 65%, 73%
e 49%. Na segunda fase do processo doloroso induzido pela formalina, representada na (Figura
2B, os resultados demonstram que o EHCR promoveu uma reducdo da dor inflamatoria de
forma dose-dependente. Em todas as doses utilizadas houve diminui¢do significativa da

nocicepcao quando comparada com o controle. Também foi observado efeito antinociceptivo
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da Indometacina (p<0,001). (Figura 3C). As IMs calculadas para o EHCR (50, 150 e 300
mg/kg) foram, respectivamente, de 68%, 87% e 95%, e para a Indometacina, 65%. Os
resultados demonstram ainda que o efeito do EHCR na dor inflamatoria na dose de 300 mg/kg
se mostrou superior ao controle positivo Indometacina. Os resultados também demonstraram
que houve reducéo significativa (p<0,01) do edema nos animais tratados com EHCR na dose
de 300 mg/kg com IM de 53%. Como esperado, também a Indometacina 10 mg/kg foi eficaz

em reduzir (p<0,05) o edema induzido pela formalina, com IM de 44% (Figura 3C).

3.3 EFEITO DO EHCR SOBRE A NOCICEPCAO INDUZIDA POR CAPSAICINA E
GLUTAMATO

Os resultados representados na figura 4A referem-se aos efeitos dos tratamentos sobre
a nocicepc¢do induzida pela capsaicina, enquanto que na figura 4B estdo representados 0s
resultados referentes ao teste do glutamato. De acordo com os resultados, o tratamento dos
animais com EHCR (150 e 300 mg/kg) promoveu reducdo significativa (p<0,001; p<0,01) da
resposta dolorosa (tempo de lambedura) induzida pela capsaicina quando comparados ao
controle, com IMs calculadas respectivamente, de 68% e 62%. Da mesma forma, a Morfina
(controle positivo), também promoveu resposta antinociceptiva significativa (p<0,0001) com
IM de 96% (Fig. 4 A). No teste de dor induzida pelo glutamato observa-se que dos animais
tratados com o EHCR, somente a dose de 300 mg/kg do extrato foi efetiva em reduzir de forma
significativa o processo doloroso (p<0,05) com IM de 82%. Também neste teste, o efeito

antinociceptivo da Morfina foi observado (p<0,001), com IM calculada em 96% (Fig. 4 B).

Brazilian Journal of Health Review, Curitiba, v. 6, n. 6, p. 29683-29705, nov./dec., 2023



Brazilian Journal of Health Review
ISSN: 2595-6825

29692

Figura 3. Efeito do EHCR (50, 150 e 300 mg/kg) e da Indometacina (10 mg/kg) sobre a nocicepg¢éo induzida
pela formalina (2,5%). A (fase neurogénica) B (fase inflamatéria) e C (edema). Cada barra representa a média
dos experimentos (n=8) seguido dos respectivos EPMs. Asteriscos denotam significancia estatistica (*p<0,05;

**p<0,01; ***p<0,001) quando comparado com o grupo controle (Veiculo). ANOVA seguido do teste de

Bonferroni.
804 A

Tempo de reagao (s)

Tratamento (mg/kg,i.p.)

Ml Veiculo
EHCR
(3 indometacina

150+ B
)
o
'S 1004
T
e
]
o
g 50 Hokek
g *edeke
E= Kk
0' T
Veiculo 50 150 300 10
Tratamento (mg/kg,i.p.)
0.06+ c

Veiculo 50 160 300

Tratamento (mg/kg,i.p.)

Fonte: Autor.
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Figura 4. Efeito do EHCR (50, 150 e 300 mg/kg, i.p.), e da Morfina (5 mg/kg, i.p.) sobre o tempo de lambedura
da pata (injetada com capsaicina) dos camundongos (A). Sobre o tempo de lambedura da pata injetada com
glutamato (30 nmol/pata) (B). Cada barra representa a média dos experimentos (n=8) seguido dos respectivos
EPMs. Asteriscos denotam a significancia estatistica (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001) quando
comparado com o grupo controle (Veiculo). ANOVA seguido do teste de Bonferroni.
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3.4 EFEITO DO EHCR SOBRE A NOCICEPCAO INDUZIDA POR ACIDO ACETICO

Os resultados referentes aos efeitos do tratamento com EHCR sobre a nocicepg¢édo
induzida por acido acético (0,6%) estdo representados na figura 5. Os resultados demonstram
que o EHCR administrado por via intraperitoneal promoveu significativa reducdo do nimero
de contor¢des abdominais induzidas pelo &cido acético em todas as doses utilizadas (Figura
5A). As percentagens de IMs calculadas foram respectivamente de 40%, 54% e 69%.
Conforme esperado, o tratamento dos animais com Indometacina (controle positivo) também
promoveu inibigcdo das contor¢des abdominais nos animais (p<0,0001) com uma IM de 90%.
Quando administrado por via oral (Figura 5B), somente as doses de 300 e 500 mg/kg

promoveram significativa (p<0,05) reducdo do nimero de contor¢des abdominais, ambas com
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IMs de 56%. Também neste experimento a Indometacina foi efetiva em promover redugéo do

namero de contor¢des abdominais, com IM de 55%.

Figura 5. Efeito do tratamento com EHCR (50, 150 e 300 mg/kg, i.p.) e Indometacina (10 mg/kg, i.p.) (A) e
tratamento v.0. com EHCR (50, 150 e 300 mg/kg) e Indometacina (10 mg/kg) (B) sobre nocicepcdo induzida
pelo &cido acético (0,6%). Cada barra representa a média dos experimento (n=8) seguido dos respectivos EPMs.
Asteriscos denotam significancia estatistica (*p<0,05; ***p<0,001; ****p<0,0001) quando comparado com o
grupo controle (Veiculo). ANOVA seguido do teste de Bonferroni.
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3.5 EFEITO DO EHCR SOBRE A NOCICEPQAO INDUZIDA POR CALOR — TESTE DA
PLACA QUENTE

Na figura 6 estdo expressos os resultados obtidos referentes a antinocicep¢do do EHCR
(50, 150 e 300 mg/kg) no teste da nocicepgéo induzida pelo calor (teste da placa quente). Os
resultados demonstram que o limiar nociceptivo dos animais submetidos ao teste foi aumentado
de forma significativa (p<0,05) somente com as doses de 150 e 300 mg/kg do EHCR quando
comparado com o grupo controle (veiculo). Entretanto, um mesmo perfil farmacolégico foi
observado com ambas as doses, com IMs bastante semelhantes, de aproximadamente 65%.
Também se observa que o0s animais tratados com Morfina tiveram aumento do limiar

nociceptivo (p<0,01), com IM de 95%.
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Figura 6. Efeito do EHCR (50, 150 e 300 mg/kg, i.p.) e da Morfina (5 mg/kg, i.p.) sobre o limiar nociceptivo de
animais (camundongos) submetidos ao teste da placa quente. ~ Cada barra representa a média dos experimentos
(n=8) seguido dos respectivos EPMs. Asteriscos denotam significancia estatistica (*p<0,05; **p<0,01) quando
comparado com o grupo controle (Veiculo). ANOVA seguido do teste de Bonferroni.
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4 DISCUSSAO

No presente estudo, foram validados em testes farmacoldgicos in vivo de dor aguda as
propriedades antinociceptiva de C. retusum com o EHCR. A triagem dessa propriedade
farmacoldgica foi realizada utilizando testes animais, nos quais o processo doloroso pode ser
induzido quimicamente com: formalina, capsaicina, acido acético ou glutamato, ou ainda
termicamente, sendo caso o calor (teste da placa quente). Como reportado anteriormente, a
planta em estudo C. retusum exibe um perfil fitoquimico bastante semelhante a C.
ambrosioides, outra espécie do género Chenopodium, detentora de varias propriedades
medicinais, principalmente antinociceptiva e anti-inflamatéria. Ambas as espécies séo
utilizadas na medicina popular para o tratamento de processos patolégicos onde as dores agudas
e/ou crdnicas fazem parte da sintomatologia. (Rodrigues et al., 2021; Silva et al., 2014). Outra
espéecie do género Chepodium como, Chenopodium album L. também tem seus efeitos
antinociceptivos identificados (Dai et al., 2002) o que incentivou a pesquisa com a planta em
estudo.

No presente estudo, o primeiro teste utilizado foi o de teste de contor¢des abdominais
induzidas por acido acético, que corresponde ao primeiro teste in vivo, geralmente utilizado em
laboratdrios do mundo inteiro (Barret, 2015, Abboud et al., 2021). Desenvolvido por Collier e

colaboradores (1968), desde entdo o teste é descrito como modelo tipico de dor inflamatéria e
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tem sido amplamente utilizado como uma ferramenta para o rastreio de propriedades
analgeésicas ou anti-inflamatorias de novos agentes. Na maioria dos casos é usado como teste
para estudar os efeitos antinociceptivos de extratos e compostos naturais ou sintéticos (Imam,
Moniruzzaman, 2014) partindo para outros mais especificos. Sugere-se que esse teste de
nocicepcao represente a estimulagdo do mecanismo periférico, ja que a administracdo do agente
flogistico (nesse caso 0 &cido acético) leva a um aumento nos niveis de ciclooxigenase (COX)
e lipoxigenase (LOX). O mecanismo pelo qual o acido acético promove a nocicepcao se da
através da liberacdo de mediadores enddgenos, incluindo prostaglandinas (PGE2 e PGEx,),
bradicinina, serotonina, histamina e citocinas que estimulam os neurdnios nociceptivos; a
dissociacdo de prétons do acido que por sua vez ativam canais i6nicos sensiveis ao acido
(ASICs) e receptores de potencial transitorio vaniloide subtipo 1 (TRPV1), ambos localizados
nos neurdnios aferentes primarios (Nascimento, 2016). Tais mediadores se acumulam nos
fluidos peritoneais que podem induzir varios neurdnios nociceptivos periféricos sensiveis a
anti-inflamatorio ndo esteroidal (AINE) dentro da cavidade peritoneal (Sani et al., 2012). A
irritacdo prolongada da cavidade peritoneal tem sido associada ao aumento nos niveis de PGEs
no liquido peritoneal, 0 que aumenta a permeabilidade capilar e a liberacdo de glutamato e
substancia P de terminais de fibras aferentes periféricas (Castelllain et al 2014). O teste de acido
acético tem suas limitagGes — pois testes cujo parametro de avaliagdo sdo contor¢fes abdominais
do animal apresentam baixa especificidade mas, de modo geral, pode-se dizer que se trata de
um método bem consolidado na literatura para avaliagdo do potencial nociceptivo de
substancias. As contor¢es abdominais sdo 0 movimento de contracdo e rotacdo do abdome do
animal associadas a0 movimento de extensdo das patas traseiras (Collier et al., 1968;
Nascimento, 2016, Mat et al, 2023). No presente estudo foi demonstrado que o tratamento dos
animais com EHCR administrado tanto por via oral quanto intraperitoneal, foi capaz de reduzir
as contorcdes abdominais induzidas pelo acido acético, com perfil de resposta muito semelhante
aos obtidos com C. ambrosiodes (Grassi et al., 2013). Com base no que foi exposto acima, a
capacidade do EHCR de atenuar os efeitos do acido acético sugere que o efeito antinociceptivo
do extrato possa envolver, em parte, sua capacidade de inibir COX e LOX nos tecidos
periféricos, levando a diminuigéo da sintese de PGEs e ao impedimento da transducéo da dor
em nociceptores aferentes primario. Entretanto, testes posteriores Sd0 necessarios para
comprovar tais efeitos.

Uma vez que o EHCR foi capaz de reduzir as contor¢des abdominais induzidas por
acido acético, o segundo teste de dor utilizado no estudo foi o teste da formalina. Esse teste foi

descrito por Hunskaar & Hole (1987), o qual permite verificar a efetividade de agentes

Brazilian Journal of Health Review, Curitiba, v. 6, n. 6, p. 29683-29705, nov./dec., 2023



Brazilian Journal of Health Review
ISSN: 2595-6825

29697

antinociceptivos a partir da avaliagdo comportamental em duas fases do processo doloroso: a
fase neurogénica (primeira fase) e a fase inflamatdria (segunda fase). Nesse teste, a injecdo de
formalina na pata posterior traseira do animal resulta em comportamentos associados a dor,
como lambida ou mordida da pata lesada (Silva et al., 2013, Abboud et al., 2021). E um teste
muito utilizado na mensuracdo da nocicepcdo e como ja reportado, o teste caracteriza-se por
duas fases: a fase neurogénica ou aguda (primeira fase) que inicia imediatamente apos a injecdo
de formalina e permanece pelos primeiros 5 minutos; e a fase de origem inflamatoria (segunda
fase) que ocorre entre 15 e 30 minutos apos a injecdo de formalina. 1sso torna o teste vantajoso
em relacdo aos outros testes de nocicepcdo, pois possibilita a avaliacdo de dois tipos diferentes
de dor ao longo de um periodo prolongado de tempo. Entre as fases neurogénica e inflamatoria,
ha o periodo denominado intervalo de quiescéncia (Komatsu et al., 2019), que ocorre devido a
uma inibi¢do da transmissdo nociceptiva através de circuitos supra-espinhais e espinhais do
animal (Silva et al., 2013; Castelllain et al., 2014). A primeira fase, de origem neurogénica,
esta relacionada a estimulacdo quimica dos nociceptores das fibras aferentes do tipo C e das
fibras do tipo Ad e a liberagcdo de aminoacidos excitatorios, 6xido nitrico e substancia P. A
segunda fase possui relacdo com a liberacdo de mediadores pré-inflamatérios (bradicinina,
prostaglandinas e serotonina) (Silva et al., 2013, Lopes et al., 2019). Tais mediadores também
estdo associados ao edema, outro parametro que foi avaliado através do teste de formalina. Eles
sdo responsaveis por uma alteracdo da permeabilidade vascular local, que leva a perda de fluido
para o terceiro espaco, gerando o achado do edema (Coelho, 2004). Sabe-se que o teste da
formalina é um dos testes mais adequados para identificacdo de agentes anti-inflamatorios.
(Soyocak et al., 2019;)

No presente estudo, 0 EHCR promoveu a reducdo do tempo de reacdo nas duas fases
(neurogénica e inflamatoria) do processo doloroso induzido pela formalina. Além disso, cabe
ressaltar que todas as doses de EHCR tiveram uma reducdo do tempo de reacdo na fase |
(neurogénica) do teste. Isso sugere que o EHCR possa exercer analgesia de acéo central, assim
como Morfina e Codeina, agindo sobre nociceptores responsaveis pela ativacdo da fibra C, das
fibras do tipo Ad e a liberagdo de aminodcidos excitatorios, 6xido nitrico e substancia P. J& na
fase Il (inflamatdria) do teste, todas as doses de EHCR foram efetivas em reduzir a dor de forma
estatisticamente relevante, com acdo farmacologica a Indometacina. Esse achado também
sugere que a acdo do EHCR sobre os mediadores pré-inflamatorios (bradicinina,
prostaglandinas e serotonina), corroborando com os resultados obtidos no teste do &cido
acetico. O efeito antinociceptivo de C. ambrosiodes também foi constatado através do teste da

formalina (Grassi et al., 2013). Os efeitos antiinflamatdrios e antinociceptivos observados com
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0 tratamento da indometacina, sobretudo na fase Il do teste da formalina, e sua acdo
antiedematogénica e no teste do acido acético, sdo relacionados do seu mecanismo de acéo
farmacodindmico predominantemente sobre os mediadores pro-inflamatérios, atuando
principalmente na dor de origem inflamatdria e pouco na dor de origem neurogénica (Tan et
al., 2018).

Outro teste utilizado para mensuragdo da antinocicep¢do do EHCR também realizado
neste estudo foi o teste da capsaicina. A injecdo subcutanea de capsaicina, uma neurotoxina
extraida da pimenta de género Capsicum sp., induz dor de origem neurogénica por meio da
ativacdo de fibras aferentes primarias do tipo C, levando a liberacdo espinhal de glutamato e
substancia P (Klein-Junior et al. 2017). Também estimula os receptores ionotrépicos TRPV1,
presentes nos neurdnios sensoriais primarios, aumentando a liberacdo de glutamato e
neuropeptideos que contribuem no processo doloroso, se assemelhando muito a dor de origem
neurogénica detectada no teste de formalina (Grassi et al., 2013). No presente estudo, 0s
resultados com as doses de 150 e 300 mg/kg de EHCR demonstraram o efeito antinociceptivo
do EHCR sobre a dor de origem neurogénica e corroboram com os resultados obtidos na fase
neurogénica do teste da formalina. Como esperado, o controle positivo morfina também
apresentou efeito significativo, visto que seu mecanismo de acdo sobre a dor de origem
neurogénica esta relacionado com o fato de ser um agonista do receptor opioide p / 6 misto
(OR) (YYadlapalli etal., 2017). Da mesma forma que nos testes anteriores, o EHCR apresentou
resultados semelhantes aos obtidos por Grassi et al., (2013) em seus estudos sobre a C.
ambrosioides, que também reduziu de forma significativa a nocicepcdo causada pela
capsaicina.

O glutamato é um neurotransmissor excitatério de grande importancia para o sistema
nervoso central (SNC). Na literatura é reportado que seu mecanismo de acdo como agente
nociceptivo se da através da ativacao dos nociceptores ionotropicos como NMDA (N-metil D-
aspartato) e AMPA (Acido a-amino-3-hidroxi-5-methil-4isoxazolepropionico) e também
receptores metabotropicos, que por sua vez modulam a abertura dos canais ionicos, levando a
despolarizacéo dos nociceptores (Santos, 2010, Boccella et al., 2020). Desta forma, a aplicagéo
de glutamato na pata de roedores promove dor, sendo incluido como modelo de nocicepcao
(Abboud et al., 2021). No presente estudo, a acdo antinociceptiva do EHCR foi o teste de
glutamato. Os resultados obtidos demonstraram que o EHCR (300 mg/kg) foi capaz de reduzir
significativamente a nocicepg¢éo induzida pela aplicacdo de glutamato na pata do animal. Os
resultados obtidos no estudo sugerem que o EHCR possa estar bloqueando as respostas

induzidas pelo glutamato via receptores ionotropicos e/ou metabotropicos, porém, outros testes

Brazilian Journal of Health Review, Curitiba, v. 6, n. 6, p. 29683-29705, nov./dec., 2023



Brazilian Journal of Health Review
ISSN: 2595-6825

29699

serdo necessarios para verificar se 0 mecanismo de acdo do EHCR envolve o sistema
glutamatergico.

A temperatura elevada ou extremamente baixa pode gerar danos teciduais que
promovem liberacdo de mediadores do processo doloroso sendo também considerada estimulo
térmico para a dor. O aumento da temperatura promove a ativacdo de canais idnicos térmicos
sensiveis como o nociceptor TRPV1 que quando ativado promovem influxo de sédio nos
neurdnios nociceptivos primarios despolarizando-os promovendo potenciais de agdo (Chem et
al., 2020). Nesse estudo, o Gltimo teste de dor utilizado envolveu um estimulo diferente dos
anteriores descritos. No teste de placa quente, como o nome sugere, a dor € induzida através
do estimulo térmico. Os animais sdo colocados sobre uma placa a aproximadamente 50°C e é
contabilizado o tempo de laténcia a resposta comportamental a dor. Nesse teste, somente
substancias com acdo central conseguem aumentar o tempo de resposta a dor (limiar
nociceptivo) induzida pela placa quente (como os opidides, que ndo coincidentemente séo
usados como controle positivo neste teste). Os nociceptores (particularmente as fibras C e Ad)
sdo estimulados devido a ativacdo dos receptores vanildides (como os receptores do tipo VR-
1, cujo limiar de ativacéo é de 43 °C, e os receptores VRLL1, cujo limiar de ativacao € de 52 °C)
(Silva et al., 2013). Os resultados demonstraram um aumento significativo no limiar
nociceptivo & dor termogénica nos animais sob efeito de EHCR nas doses de 150 mg/kg e 300
mg/kg. Tais resultados corroboram com resultados obtidos na literatura com outras espécies do
género, como C. opulifolium (doses de 100 a 200 mg/kg) e também a C. album (na dose de 150
mg/kg), avaliadas no mesmo teste farmacologico (Ajayi et al., 2017; Magama, Asita, 2017).

Todos os testes de dor utilizados no estudo exigem que o sistema motor dos animais
esteja intacto, pois de alguma forma, o comportamento doloroso observado e mensurado
envolativacdo mecanica. Desta forma, foi inserido nos protocolos experimentais do estudo, o
teste do campo aberto. O teste é realizado em um aparato circular ou quadrado cercado por
paredes de vidro ou acrilico transparente para evitar que o animal fuja. O assoalho do aparato
o0 qual € marcado com quadrantes é possivel realizar a quantificacdo da atividade locomotora e
exploratdria do animal durante o teste. Trata-se de um teste bastante utilizado devido a sua
simplicidade, facilidade de realizacdo e rapida mensuracdo e interpretagdo dos comportamentos
(Tolardo et al., 2010). O numero de cruzamentos é o pardmetro mais importante quando se
pretende verificar se o efeito de uma substéncia envolve o sistema motor. No presente estudo o
namero de cruzamentos nao foi alterado pelo EHCR e coincidem com os resultados obtidos

com C. opulifolium (Ajayi et al., 2017) e C. ambrosioides (Grassi et al., 2013), sugerindo que
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os resultados obtidos ndo tém interferéncia do efeito do extrato sobre a performance motora dos
animais.

Um dos fatores que nos motivaram a estudar os efeitos antinociceptivos de C.retusum
foi a sua semelhanca fitoquimica com C. ambrosioides, e o fato de desta exibir efeito
antinociceptivo comprovado (Grassi et al., 2013) e ser usada na medicina popular no manejo
da dor. De fato, o estudo fitoquimico das partes aéreas do extrato hidroalcodlico de C.
ambrosioides resultou no isolamento de dois novos monoterpenos: poliol, 4-hidroxi-4 (o ou B)
-isopropil-2-metil-2-ciclo-hexen-1-ona (1) e 1-metil-4B-isopropil-1-ciclohexeno-4a, 5a, 6a-
triol (2), juntamente com cinco compostos conhecidos, (1S, 2S, 3R, 4S) -1-metil-4- (propan- 2-
il) ciclo-hexano-1,2,3,4-tetrol (3), (1R, 2S, 3S, 4S) - 1,2,3,4-tetra-hidroxi-p-mentano (4), (1R,
2S ) -3-p-menten-1,2-diol (5), (1R, 4S) -p-ment-2-enl-ol (6) e 1,4-di-hidroxi-p-menth-2- ene
(7) (Hou etal., 2017). Também foram isolados da planta vérios alcaloides (Shoaib et al., 2016),
flavonoides como quercetina, luteolina, e outros compostos com atividade antinociceptiva
comprovada cientificamente (Liu et al., 2022, Ntalouka , Tsirivakou, 2023, Estudos
fitoquimicos com C. retusum estdo sendo conduzidos por Farias (resultados ndo publicados) e
evidenciaram 65% de semelhanca fitoquimica com C. ambrosioides. Ao que tudo indica, a
semelhanca entre as duas plantas quanto as suas respectivas propriedades farmacol6gicas pode

ser devido aos fitoconstituintes que ambas as espécies possuem em comum.

5 CONCLUSAO

Os resultados em conjunto nos permitem concluir que o EHCR exibe provavel efeito
antinociceptivo validando, em parte, o uso de Chenopodium retusum no manejo da dor. Os
resultados equivalem as propriedades ja encontradas em Chenopodium ambrosioides no que
tange a antinocicepc¢do. Porém, estudos posteriores sdo necessarios para determinacdo dos

fitoconstituintes responsaveis pela acdo antinociceptiva bem como o seu mecanismo de acéo.
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