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RESUMO

A Caesalpinea férrea (jucá) é uma árvore nativa que possui propriedades terapêuticas que incluem o tratamento de ferimentos e contusões, alívio de tosse crônica e asma, ação antiinflamatória, bem como propriedades analgésicas e antiulcerogênica, sendo bastante usada na medicina popular. O objetivo deste projeto é avaliar os efeitos antinociceptivos, inflamatórios e regenerativos do tratamento preventivo e contínuo com extrato aquoso de jucá em cobaias após indução de lesão de nervos periféricos, através da observação de comportamentos espontâneos sugestivos de dor crônica, relacionados à motricidade e exploração, e de dor induzida. Tendo como base o uso popular da Caesalpinea férrea, será avaliada uma possível evolução da função motora dos animais induzidos a lesão neuropática periférica tratados com extrato aquoso da Caesalpinea férrea, espera-se uma regeneração das fibras motoras.

JUSTIFICATIVA
As plantas medicinais sempre forram utilizadas pelo homem com o intuito de obter efeitos benéficos sobre variadas enfermidades. Com a descoberta de constituintes naturais que servem como protótipos para o desenvolvimento de novos medicamentos, as pesquisas com plantas medicinais nativas visam fornecer subsídios para a prática da fitoterapia racional, com qualidade, eficácia e segurança comprovadas (WHO, 1992; RATES, 2001). A preocupação com a biodiversidade e idéias de desenvolvimento sustentável fez com que a fitoterapia voltasse a despertar interesse, gerando linhas de pesquisa em universidades brasileiras para validação do uso de plantas medicinais (LORENZI e MATOS, 2008).

Caesalpinia férrea é uma árvore que pertence à família Leguminosae - Caesalpininoideae que cresce em todo o Brasil, sendo largamente distribuída nas regiões Norte e Nordeste, conhecida como pau-ferro, jucá, ibirá-obi (PIO CÔRREA, 1984). Propriedades terapêuticas têm sido descritas, incluem tratamento de ferimentos e contusões, alívio de tosse crônica e asma ação antiinflamatória, bem como propriedades analgésicas e antiulcerogênica (BACCHI et al, 1995).

Os nervos periféricos compreendem todos os nervos que não estejam localizados no cérebro ou na medula espinal, sendo estruturas que ligam músculos, órgãos e glândulas ao Sistema Nervoso Central. Possuem função motora e atuam no sistema músculo-esquelético ordenando a contração muscular, ou seja, controlam a força, a precisão e a delicadeza dos movimentos voluntários, além de ação sensitiva responsáveis pela percepção de estímulos como o calor, o tato, a temperatura, a vibração e a dor.
A dor é sempre subjetiva expressada por cada indivíduo, entretanto é uma condição inerente à vida. O pensamento moderno identifica a dor como um sinal de presença de um “defensor” que alerta para existência de algum comprometimento da integridade física ou funcional do indivíduo, permitindo que mecanismos que propiciam prevenir ou limitar o agravamento de lesões teciduais sejam acionados (TEIXEIRA, 2001). Neuropatia periférica é uma manifestação de muitas condições que podem lesionar os nervos periféricos, sendo freqüentemente ligadas a traumatismos em regiões onde estes nervos se localizam e que costuma produzir alterações como perda da sensibilidade, debilidade e atrofias musculares ou alteração do funcionamento dos órgãos internos. Comportamentos sugestivos de dor serão analisados para avaliar um possível sucesso do tratamento com o extrato aquoso da Caesalpinea ferrea na regeneração de nervos periféricos.
Foi relatado que o extrato bruto de Libidibia ferrea (Mart. Ex. Tul.) L.P. Queiroz, reduziu relevantemente a inflamação intra-articular induzida por zimosan em ratos (Falcão et al. 2019).

MATERIAL E MÉTODOS

O presente trabalho será realizado no Laboratório de Fisiologia e Farmacologia da universidade federal rural do Semi-árido. Para este experimento utilizamos 24 ratos Wistar em três grupos: Um grupo neuropático tratado com o diluente (salina), um grupo pseudo-operado (sham) e um grupos tratados com o extrato aquoso nas doses de 300 mg/kg (n = 8 para cada grupo, 24 no total).  Os animais serão observados antes da intervenção cirúrgica e a cada 7 dias, finalizando com 28 dias de evolução da neuropatia. No 28º dia de tratamento com o extrato aquoso via oral (12h/12h), após as observações de comportamento, cerca de 60 min depois da última dose do extrato, cada rato será anestesiado, sacrificado e coletado o nervo ciático direito, e congelado em nitrogênio líquido e posteriormente em freezer a – 70ºC até o dia do ensaio. Para obtenção do extrato aquoso da Caesalpines férrea L. (jucá) a partir do macerado da vargem e administrado em cada animal via oral com veículo de solução salina.

No modelo de indução de neuropatia periférica, os animais serão anestesiados com o tribromoetileno 2,5%, 1ml/100g de peso vivo.  Após tricotomia e anti-sepsia do campo cirúrgico e local de acesso, com o animal em decúbito ventral, será feita uma incisão longitudinal de 15 mm na altura da coxa, região dorso-lateral, ao nível do trocater/fêmur, no membro posterior direito. O nervo ciático será acessado e exposto através da dissecção dos músculos grande glúteo e bíceps femural.  Serão feitas três ligaduras com fio Cat-gut 4-0 no nervo ciático desta pata direita, distanciando de cerca de 1mm entre as ligaduras e proximal à trifurcação Ciática. A tensão gerada nas ligaduras será de intensidade leve, suficiente para causar uma leve isquemia sem interromper o fluxo sanguíneo total. As incisões da pele serão suturadas em seguida com fio mononylon 5-0. Sobre a sutura será aplicado rinfamicina para prevenir infecções e os animais recolocados em caixas limpas para recuperação da cirurgia. Os animais falso-operados (do grupo sham) terão os nervos esquerdo e direito apenas expostos sem lesão alguma seguido de sutura da pele, sendo o grupo controle tratados com salina. 
Os animais sob anestesia profunda serão exssanguinados e em seguida os nevos ciáticos expostos e seccionados 5mm distal às ligaduras. Será escolhido o segmento distal para o estudo de imunohistoquímica. Neste estudo utilizaremos anticorpos marcadores de filamentos intermediários presentes nos axônios como parâmetro para avaliar o brotamento de axônios. 
Os segmentos distais serão imersos em formol 10% e após 24 horas imersos em solução álcool /água 70%. Alguns dias após, serão desidratados e incluídos em parafina para formação dos blocos, em seguida cortados em micrótomo com cinco micrômetros de espessura para cada fatia. As fatias eram colocadas em água morna e “pescadas” com lâminas “Probe-on Plus” (Fisher) próprias para imunohistoquímica. As peças serão contra-coradas com hematoxilina de Harry’s para melhor visualização do citoplasma e núcleos das células.  
Também serão registrados semanalmente os seguintes Reflexos: Extensor dorsal,  Extensor Plantar (Toe spreading), e Reflexo de retirada cutâneo (Toe pinch). Os escores dos reflexos serão quantificados de Zero a 3, repetidos 3 vezes e somados, totalizando o máximo de 9 (Resposta máxima (normal) do reflexo).

Índice de Função Ciática IFC - (SFI, Sciatic nerve Function)
As impressões das patas traseiras serão registradas em tiras de papel. Inicialmente as patas traseiras serão pintadas com tinta azul. Os animais andarão em tiras de papel colocadas em um corredor limitado lateralmente com 8 cm, deixando as impressões para cada pata. Os parâmetros medidos nas impressões das patas do grupo normal (N) e experimental (E) terão a mensuração do comprimento da impressão da pata (PL, ou a distância longitudinal, entre a ponta do dedo mais longo e o calcanhar), dedo estendido (TE, ou a distância transversal entre o primeiro e o quinto dedo dos pés) e extensão intermediária dos dedos (IT, ou a distância entre o segundo e o quarto dedos) . O IFC foi calculado da seguinte forma: SFI¼_38.3 [(EPL_NPL) /NPL] þ109.5 [(ETS_NTS) / NTS] þ13.3 [(EIT_NIT) / NIT] _8.8. As impressões foram gravadas e analisadas antes da cirurgia e 2 e 4 semanas no pós-operatório. As mesmas pegadas (marcas de tinta) serão avaliados três vezes, e um valor médio será obtido para cada animal e para cada período de observação. 
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OBS.: O mês 1, Ano 01, significa a data de início do projeto
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(Descrição detalhada do material de consumo necessário para realização das atividades do projeto)

	Item
	Discriminação
	Unid
	Valor unitário

(R$)
	Valor total

(R$)

	01
	Anestésicos
	5
	 20,00
	100,00

	02
	Fios de sutura
	15
	 10,00
	150,00

	03
	Caixa de observação
	01
	50,00
	50,00

	04
	Algodão
	02
	  5,0
	 10,00

	05
	Antinflamatórios
	02
	
	

	06
	Ração dos animais
	30Kg
	40,00
	40,00
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