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BENEDITO, R. B. Estudo do mecanismo de acdo antinociceptivo e avaliacdo histopatolégica
cerebral do (s)-(-)-alcool perilico em camundongos. 2013. 108f. Tese (Doutorado em Produtos

Naturais e Sintéticos Bioativos - Farmacologia) — CCS/UFPB, Joédo Pessoa, PB.

RESUMO

O Aalcool perilico (p-mentha-1,8-diene-7-0l) é um membro da familia dos
monoterpenos encontrado em plantas dos géneros Lavandula, Mentha,
Cymbopogon, entre outros. E sabido que o alcool perilico (AP) possui atividade
antinociceptiva, porém seu mecanismo de acdo ainda permanece desconhecido. No
presente trabalho foi investigado o possivel mecanismo de acdo do AP utilizando
antagonistas farmacoldgicos e testes in vitro, e avaliada a neurotoxicidade
histolégica a nivel do hipocampo e corpo estriado. O teste das contorcdes
abdominais induzidas pelo acido acético foi o protocolo de escolha para testar o
monoterpeno na dose de 100 mg/kg frente aos antagonistas. Os resultados mostram
uma reversao do efeito antinociceptivo do AP (AP 3,4 + 1,7 contor¢des) apds o pré-
tratamento com a naloxona (NLX+AP 10,4 + 2,3 contor¢des) indicando a
participacdo do sistema opioide no seu mecanismo de acdo. Diferentemente da
naloxona, 0s antagonistas, muscarinico (atropina), adenosinérgico (cafeina),
dopaminérgico (sulpirida), a L-arginina - L-NNA e a Glibenclamida, ndo foram
capazes de reduzir o efeito do AP frente as contor¢cdes abdominais. Na avaliacdo da
atividade antioxidante in vitro do AP, foram empregadas trés metodologias, uma
para avaliar o efeito do AP sobre a peroxidacao lipidica, no teste de TBARS, e as
outras duas para investigar sua acdo como substancia sequestradora de radicais
livres OH e NO. Em todos os testes, o AP demonstrou atividade antioxidante,
reduzindo em até 70% a producdo de radicais livres. Quanto a avaliacdo
histopatolégica, o AP ndo provocou alteracdes teciduais significativas nas duas
areas cerebrais estudadas. Portanto, os resultados demonstram que o alcool perilico
apresenta um efeito antinociceptivo mediado pelo sistema opioide e por mecanismos
antioxidantes, sem a participacdo direta dos sistemas muscarinico, adenosinérgico,
dopaminérgico, dos canais para K'arp € da via L-arginina 6xido nitrico. O

monoterpeno também n&o apresentou neurotoxicidade significativa.

Palavras-chave: Alcool perilico, atividade antinociceptiva, opioide, antioxidante,

avaliacao histopatologica.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Cymbopogon

BENEDITO, R. B. Study of the mechanism of action antinociceptive and histopathological
evaluation of the brain (s)-(-)-perillyl alcohol in mice. 2013. 108f. Tese (Doutorado em Produtos

Naturais e Sintéticos Bioativos - Farmacologia) — CCS/UFPB, Jodo Pessoa, PB.

ABSTRACT

The perillyl alcohol (p-mentha-1,8-diene-7-ol) is a member of the family of
monoterpenes found in plants of the genus Lavandula, Mentha, Cymbopogon,
among others. It is known that perillyl alcohol (AP) has antinociceptive activity, but its
mechanism of action remains unknown. In the present study was investigated the
possible mechanism of action of PA using pharmacological antagonists and in vitro,
and evaluated the histological level neurotoxicity in the hippocampus and striatum.
The test of writhing induced by acetic acid was the protocol of choice for testing the
monoterpene at a dose of 100 mg/kg against antagonists. The results show a
reversal of the antinociceptive effect of PA (PA 3,4 + 1,7 writhing) after pretreatment
with naloxone (NLX+PA 10,4 + 2,3 writhing) indicating the participation of the opioid
system in its mechanism of action. Unlike naloxone, antagonists, muscarinic
(atropine), adenosinergic (caffeine), dopamine (sulpiride), L-arginine - L-NNA and
glibenclamide, were not able to reduce the effect of the PA front abdominal writhing.
In the evaluation of in vitro antioxidant activity of the PA, three methodologies were
employed, one to evaluate the effect of PA on lipid peroxidation in TBARS test and
the other two to investigate its action as substance radical scavenging OH and NO. In
all tests, the PA showed antioxidant activity, reducing by 70% the production of free
radicals. As for histopathological evaluation, the PA did not cause significant tissue
changes in both brain areas studied. Therefore, the results obtained in this study
demonstrate that perillyl alcohol has an antinociceptive effect mediated by the opioid
system and antioxidant mechanisms, without the direct participation of muscarinic
systems, adenosinergic, dopaminergic, K'atp channels and via L-arginine nitric oxide.

The monoterpene also did not show significant neurotoxicity.

Keywords: Perillyl alcohol, antinociceptive activity, opioid, antioxidant,

histopathological evaluation.
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1 INTRODUCAO

A exposicdo da pele ou outro 6rgdo aos danos ou estimulos nocivos
induz uma sensacdo desagradavel chamada dor, que continua sendo uma das
grandes preocupacdes da humanidade. O homem sempre procurou esclarecer as
razdes que justificassem a ocorréncia da dor e propor procedimentos destinados ao
seu controle. A dor é componente fundamental da homeostase e seu propdsito
inicial é alertar sobre estimulos que podem provocar lesdo tecidual (estimulos
nocivos ou potencialmente nocivos), permitindo que mecanismos de defesa ou fuga
sejam adotados (MILLAN, 1999; JULIUS; BASBAUM, 2001; KLAUMANN; WOUK;
SILLAS, 2008).

A nocicepcdo envolve a ativacdo de neurbnios sensoriais que
transmitem o estimulo nociceptivo em niveis espinhais e supra-espinhais (MILLAN,
1999; JESSE; SAVEGNAGO; NOGUEIRA, 2008). Além disso, a ativacdo dos
nociceptores ocorre a partir de um dano tecidual, através da liberacdo de varios
mediadores, tais como aminoacidos excitatorios, prétons, peptidios e citocinas que,
por sua vez, atuam em receptores especificos, ativando varias cascatas de
sinalizacdo (SAWYNOK, 2003; BAGGIO et al., 2010). Substancias capazes de
bloguear estas vias de sinalizacdo, tanto em nivel central como periférico, sédo
importantes ferramentas para o controle da dor (MEOTTI et al., 2007).

O tratamento da dor tem sido motivo de preocupacdo e de varios
estudos tanto para pesquisadores quanto para industria farmacéutica, pois apesar
da variedade de substéncias e do avangco no desenvolvimento das terapias de
controle da dor, ainda ha uma necessidade urgente de analgésicos potentes e com
menos efeitos adversos, principalmente para os casos de dor crdnica, onde a melhor
alternativa farmacoldgica ainda € a morfina, apesar dos muitos efeitos indesejaveis.

Espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNSs) estao
implicadas em varios processos fisiologicos e patoldgicos, incluindo inflamacao e dor
(SALVEMINI; DOYLE; CUZZOCREA, 2006). A producdo de EROsS/ERNs e a sua
alta reatividade quimica com biomoléculas, como proteinas, lipidios e DNA, pode
causar algumas alteracdes danosas, como a destruicdo das membranas celulares

por peroxidacdo lipidica, bem como a desnaturacdo do DNA (acido
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desoxirribonucleico), resultando em alteracdes da sintese de proteinas e duplicacéo
celular (FITO; LA TORRE; COVAS, 2007). Dessa forma, substancias capazes de
retardar ou inibir o efeito danoso dessas espécies reativas podem ser promissoras
para o tratamento e o alivio desses estados patolégicos, de modo que, podem se
tornar potentes drogas analgésicas e/ou anti-inflamatorias.

O uso de plantas e seus derivados com finalidades terapéuticas tém
ocorrido de forma extensiva e crescente em todo o mundo, conforme dados obtidos
junto ao mercado farmacéutico e as altas cifras que circundam a comercializacédo de
fitomedicamentos, observados na Ultima década. Nesse contexto, cabe ressaltar que
o Brasil € o pais com maior potencial para pesquisa com espécies vegetais, pois
detém a maior e mais rica biodiversidade do planeta, distribuida em biomas distintos
(SOUZA et al., 2012).

Em 2001, um artigo de reviséo ja relatava 202 espécies de plantas com
atividade analgésica envolvendo 79 familias. A maioria dos estudos foi conduzida
utilizando ratos e camundongos em modelos experimentais de antinocicep¢ao
empregando extratos obtidos das plantas (ALMEIDA et al., 2001). Essas
informagbes mostram o potencial das plantas e de seus constituintes como
candidatos a medicamentos com efeito analgésico. Entre as espécies vegetais que
apresentam perfil antinociceptivo, destacam-se a Hyptis pectinata (BISPO et al.,
2001); Erythrina velutina (DANTAS et al., 2004); Hyptis fruticosa (MENEZES et al.,
2007); Acanthus hirsutus Boiss (HARPUT et al., 2011).

Dentre os produtos de origem natural, destacam-se o0s Oleos
essenciais, que sdo compostos de origem vegetal com diferentes aplicacdes,
especialmente na area terapéutica e cosmética. Sua diversidade de efeitos
farmacoldgicos € provavelmente devido a diversidade quimico-estrutural que os
constituintes dos 0Oleos essenciais apresentam. Esta informac&o é confirmada por
estudos de terpenos presentes nestes 6leos, 0s quais se mostraram bioativos em
diferentes modelos animais (ELISABETSKY et al., 1995; PASSOS et al., 2009).
Muitos sdo 0s monoterpenos comumente presentes em 06leos essenciais, como 0
linalol, que tem acéo anticonvulsivante e hipndtica (ELISABETSKY et al., 1995), (-)-
carvona (GONCALVES et al., 2008), o mirceno (RAO et al., 1990) e o 1,8-cineol que
possuem efeito analgésico (SANTOS; RAO, 2000), carvacrol (GUIMARAES et al.,
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2010) e o citronelal (QUINTANS-JUNIOR et al., 2011) que apresentam atividade
antinociceptiva e antioxidante.

Uma recente revisdo da literatura descreve 43 compostos encontrados
em Oleos essenciais com atividade antinociceptiva, dos quais 62,8% sao
representados por monoterpenos (DE SOUSA, 2011).

O monoterpeno mentol (Figura 1) é uma substancia amplamente
empregada em diversos produtos farmacéuticos. O (-)-mentol é o isbmero de maior
ocorréncia na natureza e possui um odor caracteristico sendo amplamente usado
como aromatizante em goma de mascar, pasta de dente e outros produtos de
higiene. Também é empregado em formulacfes tépicas antissépticas, antipruriticas,
de frescor e de anestésicos locais. Nas aplicacbes topicas, a sensacdo de
formigamento e frescor deve-se a sua atuagdo em receptores de frio, por meio da
inibicdo de correntes de Ca®* de membranas neuronais (ECCLES, 1994).

Apesar do mentol h4 muito tempo ser utilizado em formulagbes
analgésicas topicas, s6 em 2002 foi publicado um estudo sobre seu efeito
analgésico em modelos de dor. Neste trabalho, Galeotti et al. (2002) estudaram sua
efichcia como substancia analgésica mostrando que seus efeitos sdo centrais e

mediados através de uma ativagdo seletiva de K - receptores opioides.

OH

OH

AN

Alcool perilico (-)-mentol (-)-carvona

Figura 1 - Estruturas quimicas do alcool perilico, mentol e (-)-carvona

Outro monoterpeno de interesse para o estudo da antinocicepcao € o
alcool perilico (p-mentha-1,8-diene-7-ol) que & um membro da familia dos
monoterpenos, com estrutura semelhante ao mentol (Figura 1), sendo encontrado

em plantas dos géneros Lavandula, Mentha, Cymbopogon, entre outros. Estudos
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demonstraram que o alcool perilico (AP) é citotdxico para uma grande variedade de
células cancerosas tanto in vitro como in vivo. Essas evidéncias apontam para a sua
utilizacdo no tratamento de cancer em seres humanos, sendo considerado o agente
anti-cancer mais potente entre os monoterpenos (MIRANDA; QUEIROZ, 2007; DE
OLIVEIRA, 2010).

Em 2009, Benedito et al demonstraram que o AP possui comprovada
atividade antinociceptiva em camundongos nos testes do acido acético, formalina e
placa quente (BENEDITO, 2009), porém seu mecanismo de acdo ainda permanece
desconhecido.

No presente trabalho foi investigado o possivel mecanismo de acdo do
monoterpeno AP avaliando a participacdo de algumas das mais importantes vias
envolvidas na nocicepcdo e também a atividade antioxidante. Também foram
avaliadas possiveis alteracdes histolégicas em nivel do hipocampo e do corpo
estriado apos a administracdo aguda do alcool perilico.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 DOR: CONCEITO E TIPOS

A dor é definida pela Associacao Internacional para Estudo da Dor
(IASP) como sendo uma “experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada
a um dano tecidual real, potencial ou descrita tal como se o dano estivesse
presente”. E uma sensacdo descrita como sendo uma experiéncia multidimensional
na qual estdo envolvidos varios componentes: motivacionais, emocionais, sensorio-
discriminativo, afetivos e cognitivos (MERSKY, 1986; KLAUMANN; WOUK; SILLAS,
2008; WHO, 2012).

A dor caracteriza-se por uma resposta organica protetora, pois alerta o
individuo para uma lesdo iminente ou real dos tecidos, induzindo ao surgimento de
respostas reflexas e comportamentais coordenadas com o intuito de manter o dano
tecidual o mais controlado possivel (WOOLF et al., 1999). Essa dor quando pontual
é classificada como aguda (TEIXEIRA et al., 2001). No entanto, quando a dor passa
a se repetir ou sustentar-se por periodo prolongado, deixa de apresentar vantagens
bioldgicas e passa a causar sofrimento, sendo classificada como dor cronica a qual €
gerada por impulsos de pequena magnitude produzidos por atividade neural anormal
(MELZACK et al., 1999; KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008; WHO, 2012).

A dor crénica pode estar associada com a continuacdo da doenca ou
persistir apds sua recuperacdo da lesdo. Se a dor crbnica for devido a doenca
organica, ela é efetivamente curada ao se tratar a desordem de base. Geralmente
nao € bem localizada e tende a ser macica, continua ou recorrente e € dividida em
nociceptiva, neuropatica e psicogénica (MERSKEY et al., 1994; SMITH et al., 1986;
FURST, 1999; WHO, 2012).

A dor nociceptiva consiste na estimulacdo persistente de nociceptores,
seja térmico, quimico ou mecanico. Nesta dor, ocorre ativacdo continua das vias
centrais da dor e pode ser identificada, por exemplo, em pessoas com cancer
(MILLAN, 1999; WHO, 2012).

Ja a dor neuropética, segundo a IASP, € definida como uma dor

causada ou iniciada por uma leséo primaria ou por disfungcdo do SNC e/ou Periférico
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(SNPo). Esta desordem pode ser provocada por compresséao, transeccéo, infiltracao,
isquemia, injuria metabdlica de corpos celulares de neurdnios ou uma combinagéo
desses fatores (GALLUZZI, 2007). Dor do membro fantasma e doencas como
diabetes melittus e Parkinson sdo as principais causas da dor neuropatica
(BOWSHER, 1999, WHO, 2012).

A dor psicogénica, por sua vez, esta relacionada a prevaléncia de
fatores psicolégicos na génese da sensacdo dolorosa. Esse tipo de dor pode ser
observado em distlrbios psicolégicos como na depressdo e na ansiedade
generalizada (FURST, 1999; MERSKEY, 1986; WHO, 2012).

2.2 DOR E NOCICEPCAO

Os receptores da dor na pele e em outros tecidos estdo presentes em
terminacbes nervosas livres sensiveis a estimulos dolorosos. A atividade no
nociceptor e a via nociceptiva e outros processos neurofisiolégicos induzidos pelo
estimulo doloroso é chamado de nocicepcao (DICKENSON, 1997). Enquanto que a
dor representa uma percepcdo subjetiva com uma dimensdo psicoldgica, a
nocicepcao consiste na recepcdo dos estimulos pelos nociceptores que codificam
sinais para fornecer informacfes ao SNC da existéncia da lesdo. Portanto, dor seria
o termo mais apropriado para o homem, enquanto que nocicepcao seria mais
indicado para animais experimentais (WALL; MELZACK, 1999; JULIUS; BASBAUM,
2001).

Véarios mecanismos podem ser identificados no processamento neural
dos sinais nocivos que levam a experiéncia de dor. O primeiro, na sequéncia dos
eventos que originam o fendbmeno doloroso, € a transdugdo, ou seja, a
transformacdo dos estimulos agressivos em potenciais de acdo que, das fibras
nervosas periféricas, sdo transmitidos para o SNC como mostra a Figura 2
(BESSON; PERL, 1969). As fibras nociceptivas aferentes sdo neurdnios tipicamente
pseudounipolares, com terminacdes periféricas e centrais. Neurotransmissores que
sdo produzidos dentro do corpo celular (por exemplo, no ganglio da raiz dorsal) sédo
liberados por terminacdes das fibras nervosas tanto periféricas quanto centrais.

Dessa forma, estes neurotransmissores participam na produgao do sinal doloroso
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perifericamente, bem como na promoc¢do de eventos que levam as percepc¢les
centrais (SCHMELZ; PETERSEN, 2001; BASBAUM et al., 2009).

DRG

g o
|
MEDULA ESPINHAL

Figura 2 — Nociceptor e sua conexdo com a medula e encéfalo. DRG (génglio da raiz dorsal).
Adaptado de Julius e Basbaum (2001).

No processo de transducdo, no caso da sensacdo dolorosa, ocorre
uma amplificacdo dos eventos pela liberacdo local de uma grande variedade de
substancias quimicas denominadas genericamente de substancias algogénicas, que
surgem em grande quantidade nos tecidos em decorréncia de processos
inflamatorios, trauméaticos ou isquémicos. Essas substancias incluem serotonina,
bradicinina, noradrenalina, histamina, citocinas, substancia P, prostaglandinas e
leucotrienos (MARQUEZ, 2004).

O segundo estagio no processamento dos sinais nociceptivos € a
transmissdo. Os nociceptores tém seus corpos celulares no ganglio da raiz dorsal e
terminam nas camadas superficiais do corno dorsal da medula espinhal (figura 2),
onde sdo retransmitidas mensagens através da liberacdo de mediadores como
glutamato, a substancia P e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP)
(JEFTINIJA et al., 1991; LAWSON et al., 1997; LAWSON et al., 2002; BASBAUM et
al., 2009). A informacédo do estimulo nocivo é transmitida principalmente através de
dois diferentes tipos de neurdnios nociceptivos aferentes primarios, que conduzem o
estimulo em diferentes velocidades, caracterizados como fibras do tipo A e C
(Figura 3).
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As fibras Ad s&o pouco mielinizadas e podem ser divididas em duas
classes principais, onde se diferenciam pela temperatura de ativacéo (Figura 3). As
fibras Ad do tipo | sdo ativadas por temperaturas superiores a 53°C, enquanto que
as do tipo Il sdo ativadas por temperaturas superiores a 43°C. A conducdo da
informacao nociceptiva que ocorre via fibras Ad é transmitida numa velocidade entre
12 e 30 m/s (MILLAN 1999; WALL; MELZACK 1999; JULIUS; BASBAUM 2001). As
fiboras C, também conhecidas como fibras polimodais, por transmitirem estimulos
mecanicos, térmicos e quimicos, conduzem a uma velocidade muito mais lenta em
relagdo as outras fibras nociceptivas, em torno de 0,5 a 2 m/s em virtude de néo
possuirem bainha de mielina (PLEUVRY; LAURETTI 1996; MILLAN 1999; JULIUS;
BASBAUM 2001; BASBAUM et al., 2009).

Ad (le Ny
Tipo de fibra 0- e ¢
Mielinizagao Muita Pouca Ausente
Didmetro 10um 1 - 6um 0.4-1.2um
Velocidade de 30 - 100m /s 12-30m/s 0.5-2m/s
conducao
- Tipo | = 53°C
Temperatura Nao reconhece Tipo Il > 43°C = 43°C
Tipo de sinal Propriocepcao MNocicepcao Nocicepcao
TDq ue leve I:Lérmi:a_ mecinica e [Lérrnia_ mecinica e
quimica) quimica )

Figura 3 - Diferentes tipos de neurdnios sensoriais primarios, responsaveis pela conducédo do sinal
nociceptivo da periferia ao SNC. Adaptado de Julius e Basbaum (2001) e Basbaum et al., 2009.

As fibras aferentes nociceptivas terminam predominantemente no
corno dorsal da medula espinhal. Este é subdividido em seis camadas (laminas de
Rexed) distintas, de acordo com as caracteristicas citolégicas dos seus neurbnios;

ou seja, classes de neurbnios aferentes primarios que conduzem modalidades
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diferentes terminam em laminas distintas do corno dorsal. Neurdnios nociceptivos
secundéarios (de projecdo) estéo localizados no corno dorsal superficial, na lamina | e
na lamina Il (substancia gelatinosa). A maioria desses neurdnios recebe informacao
sinaptica de fibras A® e C. Alguns neurdnios da camada | respondem
exclusivamente a estimulacdo nociva (neurbnios nociceptivos especificos) e
projetam-se para centros encefalicos superiores; outros respondem de forma gradual
a estimulagdo mecéanica nociva e nao-nociva (neurbnios de amplo espectro
dindmico). A lamina Il é formada quase exclusivamente por interneurénios
excitatorios e inibitérios, alguns dos quais respondem apenas a aferéncias
nociceptivas, enquanto outros respondem também a estimulos ndo-nocivos. As
laminas Il e IV estdo localizadas ventralmente a substancia gelatinosa e seus
neurénios recebem aferéncias monossinapticas de fibras AB. A lamina V contém
predominantemente neurénios de amplo espectro dinamico que se projetam para o
tronco encefalico e para regides do talamo. Esses neurbnios recebem aferéncias
monossinapticas de fibras AP e Ad, além das aferéncias de fibras C diretamente em
seus dendritos ou indiretamente através de interneurdnios excitatérios que, por sua
vez, recebem diretamente aferéncias de fibras C. Muitos neurdnios da lamina V
também recebem aferéncias nociceptivas de estruturas viscerais. Os neurbnios da
lamina VI recebem aferéncias de fibras de grande didmetro de musculos e
articulacbes e respondem a estimulos ndo-nocivos nas articulagdes. Acredita-se que
esses Ultimos neurdnios ndo contribuem para a transmissdo de informacao
nociceptiva (BASBAUM; JESSEL, 2000, ALMEIDA et al., 2004, BASBAUM et al.,
2009).

A informacdo nociceptiva é transmitida da medula espinhal para o
encéfalo por cinco vias ascendentes: os tratos espinotalamico, espinoreticular,
espinomesencefalico, cervicotalamico, espinohipotalamico (BASBAUM; JESSELL,
2000; PINTO, 2000).

A modulagdo é o terceiro aspecto do processamento do estimulo
nocivo. Este evento representa alteracbes que ocorrem no sistema nervoso em
resposta a estimulos nocivos e permitem que sinais nocivos recebidos no corno
dorsal da medula espinhal sejam seletivamente inibidos, modificando assim a
transmissdo do sinal para centros superiores. O sistema de modulagédo enddégeno da

dor consiste de inter-neurdnios bem definidos dentro das camadas superficiais da
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medula espinhal e tratos neuronais descendentes, que podem inibir a transmissao
do sinal de dor (YAKSH, 2006).

2.3 TEORIA DA COMPORTA E CONTROLE CENTRAL DA DOR

A teoria mais aceita para explicar a regulacdo da dor é a teoria da
comporta. Foi proposta por Ronald Melzack e Patrick Wall em 1965. Constitui-se em
um modelo de percepcdo da dor no qual ha uma regulacdo da passagem dos
impulsos das fibras aferentes periféricas para o talamo através dos neurdnios de
transmissdo no corno dorsal. Ela funciona como uma estacdo regulatéria para a
transmissao da dor. Assim, a percepcao da dor se da pelo somatério da estimulacéo
sensorial e um intenso controle central (Figura 4).

As fibras aferentes nociceptivas transmitem o impulso doloroso para o
talamo através de células transmissoras da dor localizadas no corno dorsal na
medula espinhal, constituindo a via de transmissao da dor, a qual € controlada pelos
neurbnios da substancia gelatinosa (SG). Neurbnios inibitérios descendentes ou
influxo aferente ndo-nociceptivo ativam os neurbénios da SG os quais, por sua vez,
inibem as células transmissoras da dor dificultando a passagem do impulso doloroso
para 0s centros superiores. JA a estimulacdo das fibras C, inibe os neurbnios
inibitérios da SG (Figura 4), permitindo a passagem do impulso doloroso para o
talamo, constituindo-se entdo o processo de regulacdo da passagem do impulso
doloroso para os centros superiores (YAKSH et al., 1994, MELZACK; KATZ, 2013).

A teoria da comporta ndo aborda somente o aspecto sensorial da dor,
mas também as variaveis psicolédgicas e sua influéncia na sensacdo dolorosa. Isso
ocorre por meio de uma avaliacdo cognitiva e por informacbes de experiéncias
anteriores que estdo armazenadas em regides corticais superiores ligadas ao
componente motivacional. Alteracbes neste componente, principalmente na dor
cronica, podem modificar as rea¢bes a dor mesmo ndo havendo mudangas no seu
componente sensorial (BROTON et al., 1982).

Os impulsos dolorosos estdo sujeitos a influéncias modulatérias

centrais e que, em situagbes de estresse fisico ou de grande concentracdo, 0S
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estimulos dolorosos sdo tolerados. Foi sugerida, entdo, a existéncia de um sistema
fisiologico de controle central da dor (URBAN et al., 1999; MELZACK; KATZ, 2013).

O processo analgésico ocorre pela estimulagcéo de varios locais como a
substancia cinzenta periaguedutal (SCPV), locus coeruleus (LC) e o bulbo
raquidiano ventromedial rostral (BRVMR), que inclui o ntcleo magno da rafe (NMR).
Projecfes diretas conectam o cortex pré-frontal e insular, o hipotdlamo, a amigdala e
o tronco cerebral a SCPV. Esta se liga ao NMR no BRVMR o qual, por sua vez,
projeta-se para o corno dorsal da medula. O BRVMR €é a maior fonte de neurénios
do tronco cerebral para o corno dorsal, principalmente para as laminas I, Il e V
(FIELDS et al., 1999; URBAN et al., 1999). Deste modo, a estimulagédo da SCPV
provoca excitacdo dos neurbnios do BRVMR que, por sua vez, liberam
neurotransmissores, como serotonina e encefalina, os quais vao inibir as respostas
nociceptivas dos neurdnios do corno dorsal, provocando assim uma diminuicdo das
respostas a dor (BASBAUM; JESSEL, 2000). Existe também a via noradrenérgica
proveniente do locus coeruleus, que possui como principal agonista a noradrenalina
(FRITSCHY et al., 1987; CLARK et al., 1991). Esta exerce um efeito inibitério sobre
a transmissao da dor no corno dorsal (BELCHER et al., 1978; MELZACK; KATZ,
2013).

Télamo |
rF 3
PP Neurdnios de
Vias inibitorias .~
transmissao
descendentes
Aferentes — - //""" RN
nociceptivos . v \
(CIAB) |" = -!
- : '\‘.‘. D !‘_‘.'
-k \ _//
|
< +
Controleda
comporta
Mecanorreceptores

(AB)

Figura 4 — Diagrama esquematico do sistema de controle da comporta. Benedito, 2009. Adaptado de
RANG et al., (2007)
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2.4 SISTEMA OPIOIDE E ANTINOCICEPCAO

O sistema opioide esta intimamente relacionado ao controle da dor
tanto a nivel periférico como a nivel central. Uma elevada concentracdo de
receptores opioides esté localizada no corno dorsal da medula espinhal (laminas | e
), nucleo trigémeo medular, talamo, hipotdlamo, substancia periaquedutal cinzenta,
nacleos da rafe, na regido ventral superior do bulbo e da ponte e locus ceruleus
(MERRER et al, 2009). Algumas dessas substancias estdo relacionadas as vias
inibitérias descendentes que modulam a transmissao do estimulo doloroso. Observa-
se, também, a presenca de receptores nas amigdalas e coértex cerebrais, no
hipocampo, no nucleo caudado e globo péalido, na medula supra-espinhal, nos
plexos nervosos e glandulas exocrinas do estbmago e intestino, sugerindo a
participacdo dos opioides na regulacdo do comportamento motor, afetivo,
neurovegetativo e neuroendoécrino (KRAYCHETE, 2010; MERRER et al, 2009).

Os principais receptores do sistema opioide sédo u, x € 6. Em nivel
molecular, todos sdo membros da familia de receptores acoplados a proteina G, e,
portanto, capazes de afetar a regulagéo idnica, o processamento do Ca®" intracelular
e a fosforilacdo de proteinas. Foi sugerida a existéncia de diversos subtipos de
receptores opioides; atualmente, os mais caracterizados por critérios farmacolégicos
incluem pg, po, 81, 82, k1, k2 € k3 (WAY; FIELDS; SCHUMACHER, 2003).

A ativacao dos receptores opioides leva ao fechamento de canais para
calcio voltagem-dependentes nas terminacdes nervosas pré-sinapticas, o que reduz
a liberacdo de neurotransmissores, além disso, a ativacdo desses receptores leva a
abertura de canais de potassio (K*) calcio dependentes, produzindo hiperpolarizacio
da membrana celular de neurbnios poés-sinapticos, reduzindo a liberacdo de
neurotransmissores, a exemplo da substancia P, pelos terminais centrais do
neurdnio aferente primario. Estes agonistas atuam ainda ativando as vias inibitérias
descendentes (GRAEFF; GUIMARAES, 2000).

O sistema opioide representa um importante alvo para avaliacdo de

mecanismo de acdo de novas drogas com propriedades antinociceptivas.
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2.5 CANAIS PARA K* E ANTINOCICEPCAO

Os canais idnicos pertencem a uma familia de proteinas que formam
poros macromoleculares através de membranas lipoprotéicas e que se encarregam
de controlar o fluxo de particulas carregadas eletricamente (ions) entre o meio
interno e externo das células (HERNANDEZ; FELIX, 2001).

Esses canais estdo largamente envolvidos em varios mecanismos
fisiolégicos e patologicos. A compreensdo do funcionamento, da estrutura e
regulacdo desses canais leva ao entendimento de muitos processos fisiopatolégicos.
Dentre esses processos, pode-se citar a sensac¢éo dolorosa.

Na maioria das células excitaveis, a corrente de entrada que da inicio
ao potencial de acdo resulta da ativacdo dos canais para sédio regulados por
voltagem (Na,).

Uma das fungdes mais marcantes dos canais para K* estd na
manutencao do potencial de repouso da membrana de todas as células. No entanto,
a medida que os estudos acerca desses canais se intensificam, novas funcdes sao
atribuidas a eles (HILLE, 2001).

A literatura demonstra o envolvimento de todos os tipos de canais para
K" no processo de antinocicepcio. A abertura de canais para K e o consequente
aumento da condutancia a esse ion para o exterior da célula leva a hiperpolarizacéo
celular, assim ndo ocorrendo a propagacado do estimulo nociceptivo (RANG et al.,
2007).

Estudos eletrofisiologicos demonstraram que agonistas de receptores
u- e 8- opioides abrem canais para K" retificadores de entrada em neurdnios pela
ativacdo de proteinas Gj,. O primeiro estudo que sugeriu o envolvimento da abertura
de canais para K" na antinocicepc¢ao induzida por agonistas p-opioide mostrou que a
glibenclamida, um bloqueador de canais para K*, inibiu o efeito da morfina no teste
da placa quente e retirada da cauda em roedores (OCANA; DEL POZO; BAEYENS,
1990; OCANA et al., 1993; 1995; 2004; ROANE; BOYD, 1993).

Drogas que agem em determinados canais para K* induz a
antinocicepgao por ativarem esses canais, dessa forma, representando importantes

alvos para o desenvolvimento de novos agentes no tratamento da dor.
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2.6 SISTEMA MUSCARINICO E ANTINOCICEPCAO

Varios estudos tem demonstrado a participacdo da via colinérgica nos
mecanismos de antinocicepcdo (HABERBERGER, et al., 2004; HESS, 2009).

A acetilcolina praticamente ndo tem aplicacao terapéutica por causa de
sua acdo difusa e hidrolise rapida pela acetilcolinesterase sinaptica e
butirilcolinesterase plasmatica. Os niveis enddgenos de acetilcolina podem ser
mediados por diversas substancias envolvidas na transmissédo do processo doloroso
(ABELSON; KOMMALAGE; HOGLUND, 2004). Sua liberacdo é aumentada nos
neurénios do SNC a partir da ativacdo de receptores opioides pré-sinapticos pela
morfina, causando potencializacdo do efeito antinociceptivo (TAGUCHI et al., 1999).

O aumento dos niveis de acetilcolina intraespinhal durante a analgesia
induzida pelos anti-inflamatérios ndo esterioidais, como a aspirina, também é
conhecido (ABELSON; KOMMALAGE; HOGLUND, 2004).

Assim, o sistema colinérgico no SNC € considerado parte de um
sistema enddgeno de controle da dor, sendo um possivel alvo farmacoldgico para

drogas antinociceptivas.

2.7 SISTEMA ADENOSINERGICO E ANTINOCICEPCAO

Existem varios estudos pré-clinicos e clinicos que demonstram o
importante papel exercido pelas purinas (adenosina e adenosina trifosfato) na
transmissdo dolorosa tanto periférica como central (SAWYNOK, 1998, 1999;
SEGERDHAL; SOLLEVI, 1998). Esse interesse deve-se ao fato de que: a) analogos
da adenosina produzem efeito antinociceptivo em varios modelos de nocicepcao,
principalmente em dores neuropaticas, onde sua génese ainda ndo €& bem
compreendida; b) a liberagdo de adenosina em nivel espinhal contribui para a
eficacia das drogas opioides; c) a cafeina, um antagonista dos receptores de
adenosina A1, Aoa e Agg, potencializa a atividade analgésica de anti-inflamatorios
nao esteroidais (AINES) quando administrados concomitantemente, sendo esse
efeito ainda ndo bem compreendido (SAWYNOK, 1998; FREDHOLM, 1999).
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Nesse sentido, compostos que afetam o sistema adenosinérgico
podem representar uma nova e importante ferramenta farmacolégica para o controle
da dor, principalmente das dores neuropaticas, onde o arsenal terapéutico disponivel

na clinica € amplo, porém com baixa efetividade.

2.8 SISTEMA DOPAMINERGICO E ANTINOCICEPCAO

Embora a dopamina cerebral seja bem conhecida pelo seu papel na
sensacao de prazer, na motivacao e no controle motor, evidéncias sugerem que ela
pode também ser importante na modulacdo da dor (WOOD, 2006; WOOD et al.,
2007). Estudos usando a estimulacédo elétrica de estruturas dopaminérgicas ou a
administracdo de compostos que levam ao aumento dos niveis sinapticos de
dopamina, indicam que a atividade dopaminérgica pode atenuar o comportamento
nociceptivo em animais (MAGNUSSON; FISHER, 2000), ocorrendo, por outro lado, a
hiperalgesia em animais que apresentaram reducdo na liberacdo de dopamina.
Corroborando com estes resultados, foi observado um aumento na liberacdo de
dopamina e histamina apos inducédo de estimulo nocivo em estudos com animais
(GAO et al.,, 2001; MUROTANI et al., 2010). Esses dados convergem para um
sugestivo papel adaptativo da dopamina que é liberada em resposta ao estimulo
doloroso, atuando na antinocicepcao endoégena (WOOD et al., 2007).

Estudos com seres humanos tem ratificado os resultados obtidos com
animais, tanto com relacéo a participacdo dos receptores dopaminérgicos do tipo D,
na resposta ao estimulo doloroso e na modulac¢do da dor, quanto na associacao do
sistema dopaminérgico do ganglio basal com uma condicéo de dor cronica orofacial
(JAASKELAINEN et al., 2001).

2.9 VIA L-ARGININA-OXIDO NIiTRICO E ANTINOCICEPCAO

O NO é responsavel pela ativacdo da guanilato ciclase solavel e
aumento do GMP. intracelular, podendo entdo modular uma série de funcgbes

fisiologicas. Também esta envolvido na nocicepcgao central e periférica, agindo como
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agente pro-nociceptivo, bem como um agente antinociceptivo. Estudos tém
evidenciado alguma participacdo do NO durante a transmissdo nociceptiva
prolongada, notadamente medular, sugerindo importante papel do NO na dor
(DICKENSON, 1995). Entretanto, o mecanismo exato pelo qual o Oxido nitrico
exerce esse duplo efeito ainda € incerto (ZAKARIA et al., 2005).

Kawabata et al. (1994), sugerem que o NO induz um efeito pro-
nociceptivo em baixas concentracfes e antinociceptivo em altas concentracdes. Em
nivel supraespinhal o NO parece ter um efeito duplo dependendo da via que é
ativada (KAWABATA et al., 1993).

2.10 TRATAMENTO FARMACOLOGICO DA DOR: FARMACOS ANALGESICOS

Analgesia é o termo empregado para o alivio ou o0 cessar da sensacao
dolorosa sem, no entanto, ocorrer a perda da consciéncia. As substancias capazes
de causar analgesia sdo designadas por analgésicos, os quais podem ser divididos,
de maneira geral, em analgésicos periféricos, farmacos adjuvantes e os de acao
central (BRAINER-LIMA, 1997; ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006).

Os analgésicos periféricos sdo representados pelos anti-inflamatorios
nao-esteroidais, também conhecidos por analgésicos nao-opioides. O seu
mecanismo de acéo envolve o bloqueio da producéo de prostaglandinas por meio da
inibicdo da enzima ciclooxigenase (COX) no local de les&o, diminuindo assim a
formacdo de mediadores da dor no sistema nervoso periférico (WELCH; MARTIN,
2005; STOLFI et al., 2013).

Os analgésicos dessa classe diminuem a producéo de prostaglandinas
e leucotrienos que sensibilizam os receptores da dor para a acdo de substancias
liberadas durante a lesdo. Os varios agentes desta classe diferem entre si quanto a
poténcia anti-inflamatoéria, cinética e efeitos colaterais. Embora ndo causem
dependéncia psiquica, podem provocar alteracbes gastricas, hepaticas e renais,
reacoes alérgicas e alteracdes hematologicas (SAKATA; GOZZANI, 1994).

O é&cido acetilsalicilico (AAS) é um dos anti-inflamatérios nao-
esteroidais mais utilizados, visto que diminui a dor em locais predominantemente

periféricos, com pouca interacdo cortical, apresentando consequentemente poucos
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efeitos sobre 0 SNC. Fazem ainda parte dessa classe de farmacos a indometacina,
0 piroxicam, o diclofenaco, a dipirona e o paracetamol (WELCH; MARTIN, 2005).

Véarios outros farmacos adjuvantes sdo usados como analgésicos,
particularmente para tratar estados dolorosos neuropaticos, que respondem mal aos
analgésicos convencionais e trazem importantes problemas clinicos. Esse grupo
inclui os seguintes:

Antidepressivos triciclicos, particularmente imipramina e amitriptilina.
Estes farmacos atuam centralmente, inibindo captura da noradrenalina e séo
altamente eficazes em aliviar dor neuropética em alguns casos, mas ndo em todos,
sua acdo é independente de seus efeitos antidepressivos (MORAES; CAMARGO,
1999).

Antiepilépticos, como a carbamazepina, gabapentina e,
ocasionalmente, a fenitoina sdo algumas vezes eficazes na dor neuropética. A
carbamazepina e a fenitoina atuam sobre os canais de sodio controlados por
voltagem. O alvo para a gabapentina € a subunidade a,® do canal de calcio do tipo
L. (MORAES; CAMARGO, 1999).

Os opioides, cujos principais representantes sao a morfina e a codeina,
podem modificar tanto os aspectos sensitivos da dor quanto o emocional. Sao
particularmente Gteis no tratamento de dor viscerais difusas, dores associadas ao
cancer e na analgesia pré e pés-cirdrgica. Dores neuropaticas, entretanto, costumam
ser resistentes aos opioides, ao passo que dores inflamatérias ou dores somaticas
de localizacdo bem definida sdo mais adequadamente tratadas como analgésicos
nao-esteroidais ou com uma associacdo de um analgésico ndo esteroidal e um
opioide (McDONALD; LAMBERT, 2009; MIZOGUCHI et al.,, 2012). Os opioides
agem atraves da ligacdo a receptores especificos no SNC e periférico, inibindo a
nocicepcdo (GRAEFF; GUIMARAES, 2000).

Outros tipos de receptores como 0s serotoninérgicos, GABAérgicos,
glutamatérgicos e adrenérgicos estao envolvidos no processo de analgesia, sendo
gue esses receptores respondem ao tratamento com opioides (PINTO, 2000).

Segundo Kissin (2010), de 1960 a 2009, foram introduzidos no
mercado cinquenta e nove farmacos identificados como analgésicos, 0s quais ainda
permanecem em uso. A morfina e a aspirina sdo, ha mais de um século, 0s

analgésicos mais utilizados para o tratamento da dor, e continuam a dominar as
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publicacdes em revistas biomédicas. Seus efeitos adversos e a ineficacia em alguns
tipos de dor sdo os principais fatores que impulsionam até hoje a pesquisa e o

desenvolvimento de novos analgésicos.

2.11 ESTRESSE OXIDATIVO

2.11.1 ERO/ERN

Os organismos aerébicos necessitam do oxigénio (O;) atmosférico para
sobreviverem, uma vez que o O, é fundamental para a producéo de energia sob a
forma de trifosfato de adenosina (ATP), por meio da cadeia respiratoria da
mitocondria (NATHAN; SINGER, 1999; REITER et al., 2001; MELOV, 2002;
SANTOS, 2011).

Embora seja essencial a vida, o O, pode causar danos ao organismo
porque cerca de 5% do O, inalado segue uma via alternativa e é destinado a
producéo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROSs), que podem ser potencialmente
toxicas (REITER; TAN; BURKHARDT, 2002).

EROs e Espécies Reativas de Nitrogénio (ERNs) sdo moléculas
altamente reativas, formadas por oxigénio e/ou nitrogénio. Elas podem ser de duas
formas:

(A) Radicais livres — contém um ou mais elétrons desemparelhados.
Ex: anion superoxido (O,*), radical hidroxila (*OH), alcoxila (RO</LQO¢), peroxila
(ROO/LOQOe), hidroperoxila (HO2*), 6xido nitrico (*NO) e didxido de nitrogénio (e
NO).

(B) N&o radicais livres — ndo contém elétrons desemparelhados,
mas sdo também altamente reativos. Ex: peréxido de hidrogénio (H,O,), acido
hipocloroso (HCIO), ozdnio (O3), oxigénio singlete (*O,), peréxidos lipidicos (LOOH)
e peroxinitrito (ONOOQO") (VALKO et al., 2007).

Uma das principais EROs é o radical hidroxila (*OH) que representa a
forma neutra do ion hidréxido, sendo, provavelmente, o radical mais agressivo e

mais prejudicial in vivo. O *OH ¢é altamente reativo e apresenta uma meia-vida muito
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curta (menor que 1 ns), dessa forma, sua acdo oxidativa ocorre de maneira
paracrina, ou seja, proximo ao local onde é formado. A produgéo de *OH ocorre por
Vvarios mecanismos, entre eles: as radiacdes ionizantes que causam a decomposicao
da H,O em *OH e H' e metais de transicdo que promovem a quebra de H,O,
(PASTOR et al., 2000; REITER et al., 2001; VALKO et al., 2006).

Entre as reagdes que resultam na formagdo de *OH, a reagdo de
Fenton é bem caracteristica. Ela consiste na reacdo entre Fe** e H,O,, gerando os

radicais *OH com alto potencial de oxi-reducéo (AGUIAR et al., 2007):

F62++ H,O, — Fe3+ + OH + «OH

Entre as ERNs, a mais importante € o 6xido nitrico (*NO), uma
pequena molécula hidrofébica que atravessa facilmente a membrana celular, sendo
produzida a partir da L-arginina, em um processo que requer cinco elétrons e é
dependente da enzima 6xido nitrico sintase (SYNDER; BREDT, 1992; REITER et al.,
2001). Tem uma meia-vida curta de apenas poucos segundos, sendo mais estavel
em um ambiente com baixa concentracdo de O, (CHIUEH, 1999; VALKO et al.,
2007).

O *NO atua como uma molécula oxidativa importante na sinalizacéo
celular, estando envolvida numa variedade de processos fisiolégicos, incluindo a
neurotransmissao, regulacdo da pressdo sanguinea e mecanismos de defesa
(BERGENDI et al., 1999; ALDERTON; COOPER; KNOWLES, 2001). No entanto, em
altas concentracdes, causa danos as proteinas e ao DNA. Além disso, sua
toxicidade € aumentada quando se combina com o superdxido (O2*) para produzir o
peroxinitrito (ONOQ"), um potente agente oxidante que pode causar fragmentacao
do DNA e peroxidacéo lipidica (HALLIWELL, 1994; REITER et al., 2001).

As fontes para a producdo de EROs/ERNs sédo tanto endégenas como
exogenas. Entre as fontes enddgenas, esta a principal fonte de geracdo dessas
espécies reativas, a mitocondria. Além desta organela, temos ainda o0s
peroxissomos, neutroéfilos, eosindéfilos e macréfagos, o citocromo P450, bem como a
via da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase (CONNER;
GRISHAM, 1996; INOUE et al., 2003; RABELO et al., 2010). J& as fontes exégenas

incluem: radiacdes ionizantes, metais iGnicos, xenobidticos, inseticidas, tabaco,
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infeccdes e alguns medicamentos, como os barbitaricos (KLAUNIG et al., 1997;
VALKO et al., 2006).

As EROs/ERNs tém um papel duplo, exercem tanto efeitos benéficos
como prejudiciais. Estas espécies reativas sdo produzidas normalmente pelo
metabolismo celular e seus efeitos benéficos ocorrem em baixas concentracoes,
tendo uma funcao fisiolégica na resposta celular a um agente nocivo, participando
da defesa contra agentes infecciosos, bem como nas vias de sinalizacdo celular
(VALKO et al., 2004; 2007). No entanto, em altas concentracfes, as EROsS/ERNs
tém efeito prejudicial, sendo responsaveis por danos causados as estruturas
celulares, como lipidios, proteinas e DNA (POLI et al., 2004).

Os danos causados pelas espécies reativas aos lipidios,
especialmente, aos acidos graxos poliinsaturados, sdo denominados peroxidacao
lipidica. A peroxidacgéo lipidica provoca alteragdes conformacionais nos fosfolipidios
das membranas celulares, que sdo extremamente sensiveis a oxidacado, de modo
que a peroxidacdo lipidica promove sérias alteracdes nas membranas celulares
(FITO; LA TORRE; COVAS, 2007; VALKO et al., 2007), causando perda da fluidez,
alteracdo da funcdo secretora e dos gradientes idnicos transmembrana, além de
perda da seletividade nas trocas ibnicas, causando a liberacdo do conteudo
intracelular, o que leva a morte celular (BEZERRA et al., 2004).

O mecanismo pelo qual as EROs promovem peroxidacao lipidica
consiste na retirada de um atomo de hidrogénio do grupo metileno de um acido
graxo insaturado, formando, consequentemente, radicais livres, como o radical
peroxila e, em seguida, vao sendo formados varios produtos chamados de produtos
de oxidacao secundarios, como aldeidos, hidrocarbonetos e cetonas, como mostra a
figura 5. Alguns desses produtos sdo usados como biomarcadores para investigar a
relacdo de uma substancia com os estagios finais da peroxidacao lipidica, como € o
caso do malonaldeido (MDA) (MOON; SHIBAMOTO, 2009).
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Figura 5 — Mecanismo da peroxidagéo lipidica FONTE: Adaptado de MOON; SHIBAMOTO, 2009.

O MDA, um dialdeido de 3 carbonos, com grupos carbonilas nos
carbonos C-1 e C-3 (OSAWA; FELICIO; GONCALVES, 2005), ¢ um dos principais
produtos de degradacdo dos hidroperéxidos de acidos graxos poliinsaturados,
formado durante a peroxidacéo lipidica (ESTERBAUER; SCHAUR; ZOLLNER, 1991,
OLIVEIRA et al., 2010; OSAWA; FELICIO; GONCALVES, 2005). Ele é capaz de
causar prejuizos a varios processos fisiologicos por reagir com proteinas e DNA
(DEL RIO; STEWART; PELLEGRINI, 2005; LIM, et al., 2003).

2.11.2 Antioxidantes

O organismo dispde de mecanismos homeostaticos que promovem um
controle dos niveis de EROsS/ERNs. As substancias capazes de retardar ou inibir os
efeitos prejudiciais da oxidagdo causada pelas espécies reativas sdo denominadas
antioxidantes (HALLIWELL, 2001; ASOLINI, et al., 2006), que podem ser
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enzimaticos (superoxido dismutase — SOD, glutationa peroxidase e catalase) ou ndo-
enzimaticos (vitaminas C e E, glutationa, carotenoides, flavonoides e outros)
(MATES; GOMEZ; DE CASTRO, 1999; McCALL; FREI, 1999; BLOKHINA;
VIROLAINEN; FAGERSTEDT, 2003; VALKO et al., 2006).

Um bom antioxidante apresenta varias caracteristicas, entre elas:
atacar preferencialmente os radicais livres; interagir com outros antioxidantes,
regenerando-os; ser rapidamente absorvidos; ter uma concentracdo relevante nos
fluidos e tecidos biologicos (VALKO et al., 2006). Além disso, um antioxidante pode
sequestrar as EROs/ERNs, impedindo a continuidade das etapas na cadeia de
reacOes destas espécies. Uma vez sequestrados, os radicais livres sdo convertidos
a espécies menos reativas (HUANG; OU; PRIOR, 2005).

Em condi¢cdes normais, os antioxidantes controlam o efeito oxidativo
das EROs/ERNs, havendo um equilibrio nas concentracbes destas espécies
reativas. No entanto, quando ha um desequilibrio neste balanco, quer seja por
aumento de EROs/ERNs ou por diminuicdo de antioxidantes, ocorre o chamado
estresse oxidativo ou nitroxidativo (GULCIN; ALICI; CESUR, 2005). Esse estresse
devido ao acumulo de EROs/ERNs causa, entdo, injurias em diversas estruturas
celulares (DNA, lipidios e proteinas) como mencionado anteriormente.

2.11.3 Dor, Inflamacé&o e Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo esta intimamente relacionado com o
desenvolvimento de uma série de doencas, entre elas, diabetes mellitus, céancer,
artrite reumatoide, dor e inflamacao, bem como doencas neurodegenerativas, como
doenca de Parkinson e doenca de Alzheimer (WITZUM, 1994; SOUTHOM; POWIS,
1998; FITO; LA TORRE; COVAS, 2007).

O estresse oxidativo afeta predominantemente o cérebro e esta
vulnerabilidade € devido, principalmente, ao intenso metabolismo aerdbico e
perfusdo sanguinea, o que gera grande quantidade de EROs/ERNs (HALLIWELL,
1992; MAHADIK; EVANS; LAL, 2001).

EROs/ERNs estdo também associadas com o desenvolvimento de

estados de dor persistente, incluindo dor neuropatica e dor inflamatéria (SALVEMINI
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et al., 1999; KIM et al., 2004; WANG et al., 2004; GAO et al., 2007). Varios estudos
mostraram que antioxidantes, como a vitamina E, sdo muito eficientes em aliviar a
hiperalgesia mecéanica em ratos, num modelo de dor neuropética (KIM et al., 2004;
YOWTAK et al., 2011). Os antioxidantes também foram bastante efetivos na reducéao
da hiperalgesia e de indicadores da inflamacdo apdés a injecdo de carragenina
(WANG et al., 2004; GAO et al., 2007), capsaicina (LEE et al., 2007; SCHWARTZ et
al., 2009) e formalina (HACIMUFTUOGLU et al., 2006; SCHWARTZ et al., 2008), por
via intraplantar em ratos e camundongos, sugerindo a relacdo das EROs com o
desenvolvimento e manutencédo da dor através de varios mecanismos.

Gao et al. (2007) demonstraram que EROs tem relagdo com a
neurotransmissao glutamatérgica, estando envolvidas no aumento da fosforilacdo do
receptor NMDA na medula espinhal em modelos animais de dor, o que resulta na
sensibilizacdo central e, consequentemente, na dor, de maneira rapida e reversivel.
Ja Yowtak et al. (2011) demonstraram que EROs contribuem para a dor neuropatica
via neurotransmissdo GABAérgica, através da reducdo da liberacdo espinhal de
GABA. Contudo, o mecanismo fundamental pelo qual a reducdo de EROs promove
alivio da dor ainda nédo € bem esclarecido (SCHWARTZ et al., 2009).

J4& em relacdo a inflamacdo, é bem descrito que EROS/ERNs
produzidas em excesso estdo implicadas na fisiopatologia da inflamacdo (KATAOKA
et al., 1997; MICKALAD et al., 2000; FERNANDES et al., 2003), inclusive, tem sido
sugerido que a atividade anti-inflamatéria dos AINEs pode ser, em parte, devido a
sua capacidade de interferir com as rea¢des mediadas pelos radicais livres (MAFFEI
et al., 1993)

Uma das principais espécies reativas envolvidas na inflamacédo é o
NOe-. A sua produgdo pode ser induzida por agentes pro-inflamatorios, tais como,
endotoxinas, interleucina 13 (IL-1pB), fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e interferon-
y (IF-y) (CUZZOCREA et al., 2001), e seus efeitos pré-inflamatorios incluem
aumento da permeabilidade vascular em tecidos inflamados, producéo de outros
radicais livres potencialmente danosos, bem como a inducdo de COXs e citocinas
inflamatorias (MIYASAKA; HIRATA, 1997; FERNANDES et al., 2003).
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2.12 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE OLEOS ESSENCIAIS

Os Oleos essenciais (OEs), também conhecidos como 6leos volateis ou
Oleos éteros, sdo extraidos de plantas aromaticas geralmente encontradas em
paises de clima temperado e tropical (BAKKALI et al., 2008). S&o produtos de
origem natural, com misturas complexas de substancias voléateis, lipofilicas, com
aroma acentuado, podendo ser obtidos de todas as partes das plantas, como
botdes, flores, folhas, caules, ramos, sementes, frutos, raizes ou cascas (BAKKALI
et al., 2008; REGNAULT-ROGER; VINCENT; ARNASON, 2012).

Em temperatura ambiente apresentam-se como substancia liquida
oleosa e bastante volatil, sendo esta ultima, a particularidade que o diferencia de
Oleos fixos, mistura de substancias lipidicas obtidos geralmente de sementes
(SIMOES; SPITZER, 2004).

Com relacdo a natureza quimica dos 6leos essenciais, esses, em sua
maioria, sao constituidos de substancias terpénicas e eventualmente de
fenilpropanoides, acrescidos de moléculas menores, como alcoois, ésteres,
aldeidos, e cetonas de cadeia curta. O perfil terpénico apresenta normalmente
substancias constituidas de dez e de quinze atomos de carbonos, conhecidas por
monoterpenos e sesquiterpenos, respectivamente (SIANI, et al., 2013).

Dentre estes, os monoterpenos ainda podem ser divididos em trés
subgrupos (SIMOES; SPITZER, 2004): aciclicos (mirceno, linalol e geraniol);
monociclicos (a-terpineol, terpinoleno, mirtenol); e, biciclicos (a-pineno, tujona,
canfora e fenchona). Em cada um desses subgrupos, ha ainda outras classificacdes:
hidrocarbonetos insaturados (limoneno), &lcoois (mentol, linalol, &lcool perilico),
aldeidos ou cetonas (mentona e carvona), lactonas (nepelactona) e tropolonas (y-
tujaplicina) (BAKKALI et al., 2008).

Os 6leos essenciais sdo conhecidos por apresentarem diversas
propriedades farmacoldgicas, tais como ansiolitica (ALMEIDA et al., 2004; PASSOS
et al., 2009), anticonvulsivante (POURGHOLAMI et al., 1999; PASSOS et al., 2009)
e antinociceptiva (ALMEIDA et al., 2001, PASSOS et al., 2009).
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2.12.1 Alcool perilico

Alcool perilico (p-metha 1,8-diene-7-ol) € um monoterpeno monociclico
hidroxilado, formado pela condensacéo de duas unidades isoprénicas. E encontrado
em Oleos essenciais de cerejas, lavandas, capim-lim&o, horteld, sementes de aipo e
gengibre (MCGARVEY; CROTEAU, 1995).

O alcool perilico (AP) pode ser produzido a partir do limoneno, huma
rota caracterizada pela substituicdo do componente metila do limoneno. O primeiro
relato dessa via de biotransformacgéo foi realizado por Dhavalikar e Bhattacharyya.
Os autores descreveram a biotransformacdo de R-(+)-limoneno por meio de uma
linhagem de Pseudomonas isolada de uma amostra de solo (DHAVALIKAR,;
BHATTACHARYYA, 1966). Outros estudos relatam a biotransformacédo do limoneno
com obtencdo dos compostos perilicos por linhagens de leveduras, fungos
filamentosos (Penicillium digitatum e Mortierella minutissima) e bactérias (JUNIOR;
PASTORE, 2007). A enzima responsavel pela transformacéo do limoneno em alcool
perilico é a limoneno 7-monooxigenase.

O AP é considerado como uma substancia com potencial atividade
regressora de diferentes tumores, incluindo mamarios, pancreaticos e cerebrais
(YURI et al., 2004; MATOS et al., 2008) e significante inibicAo da angiogénese
(LOUTRARI et al., 2004). Diversas atividades antitumorais do AP ja foram descritas.
E capaz de bloquear o ciclo celular e causar apoptose em células leucémicas
(CLARK et al., 2002), de tumor pulmonar e adenocarcinoma (ELEGBEDE et al.,
2003; WISEMAN et al., 2007), ativar proteinas apoptéticas (CLARK, 2006), inibir
metastase em células de glia (BALASSIANO et al., 2002), inibir migracdo (WAGNER
et al., 2002) e proliferacdo de células de tumor de mama (YURI et al., 2004), alterar
citoesqueleto e expressdo de p34 em células de adenocarcinoma (CERDA et al.,
1999).

O interesse pelo estudo do potencial antinociceptivo do AP surgiu pela
observacdo da semelhanca estrutural desse terpeno com outras moléculas com a
mesma atividade, como € o caso do mentol e da carvona, conforme pode ser
verificado na figura 1. O AP apresentou atividade antinociceptiva em modelos de
nocicepcado quimica (teste das contor¢cbes abdominais e teste da formalina) e

térmica (teste da placa quente) em estudo realizado por BENEDITO et al., 2009.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL
» Estudar o mecanismo de acdo antinociceptivo e avaliar alteracdes
histopatologicas cerebrais do alcool perilico.
3.2 ESPECIFICOS
» Avaliar o envolvimento dos sistemas opioide, muscarinico,
adenosinérgico, dopaminérgico, L-arginina éxido nitrico e dos canais
para K*atp N0 mecanismo de ac&o do alcool perilico;
» Avaliar a atividade antioxidante in vitro do alcool perilico;
» Avaliar possiveis lesGes cerebrais ao nivel do hipocampo e do corpo

estriado de camundongos, em decorréncia da administracdo aguda do

alcool perilico;



Matenial e métodos
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4 MATERIAL

4.1 LOCAL DE PESQUISA

As atividades de pesquisa foram desenvolvidas no Laboratério de
Psicofarmacologia Elizaldo Carlini e Biotério Prof. Dr. Thomas George (BTG) do
Centro de Biotecnologia (CBiotec), onde funciona o curso de Pés-Graduacdo em
Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB). Outra parte do estudo foi realizada no
Laboratorio de Pesquisa em Neuroquimica Experimental do Programa de Pés-

Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal do Piaui (UFPI).

4.2 ANIMAIS

No desenvolvimento do presente estudo, foram utilizados
camundongos (Mus musculus) machos albinos da linhagem Suica, com 2 a 3 meses
de idade, pesando entre 25 a 35 g (Figura 6).

Os animais foram mantidos sob condi¢ces monitoradas de temperatura
equivalente a 21 + 1° C, com livre acesso a uma dieta controlada a base de racao
tipo pellets (Purina®) e agua disponivel em garrafas de polietilieno com bicos de
inox, encaixadas na parte superior da grade metdlica da gaiola. Os animais foram
mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas, sendo a fase clara das 6:00 as 18:00

horas.
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Figura 6 — Camundongos machos albinos da linhagem Suica

4.3 CONDICOES EXPERIMENTAIS

Os testes foram realizados com animais previamente alojados em
gaiolas de polietileno, contendo quatro animais cada, com pelo menos 60 minutos de
antecedéncia a execucdo dos testes, visando minimizar as possiveis alteracfes
comportamentais dos animais bem como, permitir uma adaptagéo ao novo ambiente.
Os camundongos foram privados de dgua e racdo 60 minutos antes dos testes.

Antes de cada procedimento a bancada foi limpa com etanol 70%,
entretanto, durante os testes foi utilizado etanol de baixa graduacdo (10%). Os
experimentos foram executados no periodo compreendido entre as 12:00 e 17:00
horas, sendo os animais utilizados uma Unica vez e, em seguida, eutanasiados por
deslocamento cervical.

Todos o0s procedimentos experimentais foram analisados e
previamente aprovados pelo CEPA - Comité de Etica em Pesquisa Animais do LTF /
UFPB, sob a certiddo N° 0502/11.
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4.4 SUBSTANCIAS UTILIZADAS

Y VY

vV VV V V VYV VYV V V V V V VYV V V VY VYV V V VY V V VY V

(S)-(-)-&lcool perilico, 96% (AP) (Sigma-Aldrich);
2-deoxirribose (Sigma — EUA);

AAPH (2,2’-azobis[2metilpropionamidina]diidrocloride) (Sigma
— EUA);

Acido acético glacial (Reagen - Brasil);

Acido tiobarbittrico (TBA) (Sigma — EUA);

Acido tricloroacético (Sigma — EUA);

Agua destilada (LTF/UFPB);

Cafeina (Merck — EUA)

Cloridrato de acetilcolina (Sigma — EUA);

Cloridrato de morfina (Merck - EUA);

Etanol (LTF / UFPB - Brasil);

Formaldeido 37% (Vetec — Brasil);

Glibenclamida (Sigma — EUA.);

Hematoxilina-eosina (Sigma — EUA);

Hidrocloridrato de naloxona (Research Biochemical - EUA);
L-arginina (Sigma - EUA);

N-Omega-Nitro-L-Arginina (L-NNA) (Sigma - N5501 - EUA);
Nitroprussiato de sodio (Sigma — EUA);

Padrao fosfato (Sigma — EUA);

Pentobarbital sodico (Sigma - EUA);

Peréxido de hidrogénio (Sigma — EUA);

Reagente de Griess (Sigma — EUA);

Substéncias acidas reativas ao tiobarbitarico (TBARS)
Sulfato de atropina (Sigma - EUA);

Sulpirida (Sigma - EUA);

Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilic)

Tween 80 (Vetec - Brasil);
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4.5 PREPARACAO DAS DOSES DE ALCOOL PERILICO

O (s)-(-)-&lcool perilico, 96%, foi obtido da empresa Sigma Aldrich
Chemical Co. (U.S.A). Imediatamente antes da realizacdo dos testes, AP foi
dissolvida em agua destilada, com auxilio de uma gota de tween 80, ndo superior a
0,05%. Foram utilizadas concentracbes decimais de forma a possibilitar a injecéo de
0,1 mL/10 g de peso do animal.

5 METODOS

5.1 ENSAIOS FARMACOLOGICOS

5.1.1 Teste das contor¢fes abdominais induzidas por acido acético

Este teste baseia-se no fato de que a administragao intraperitoneal do
acido acético a 0,85% provoca irritacdo dos tecidos dessa area envolvendo a
estimulacdo de nociceptores que gera reacdes comportamentais, sendo tal efeito
nociceptivo caracterizado por contor¢cdes abdominais seguidas de extensdes dos
membros posteriores.

Este modelo nos permite avaliar a nocicepcao inflamatoria visceral e a
atividade antinociceptiva de substancias que atuam tanto em nivel central quanto
periférico. Embora a especificidade do modelo ndo seja alta, ele ainda é um dos
meios mais utilizados para avaliar possiveis efeitos antinociceptivos de extratos e
compostos isolados (KOSTER; ANDERSON; DEBBER, 1959).

O animais foram pré-tratados e em seguida receberam solucdo de
acido aceético 0,85% em agua destilada (0,1 mL/10 g) por via i.p. e colocados em
caixas de polietileno individuais, sendo entéo contabilizado o numero de contor¢des
abdominais apresentado por cada animal durante 10 minutos de observagdo. Uma
reducéo significativa do nimero de contor¢cdes quando comparada ao grupo controle
foi considerada como uma resposta antinociceptiva (NARAYANAN et al., 2000;
BASTOS et al., 2006).
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5.2 INVESTIGACAO DO MECANISMO DE AGCAO ANTINOCICEPTIVO DO
ALCOOL PERILICO

Com o objetivo de determinar o(s) mecanismo(s) de acdo envolvido(s)
na atividade antinociceptiva do AP, foi escolhida a dose de 100 mg/kg para a
avaliacdo do efeito do composto frente a varios sistemas de neurotransmissores
envolvidos na modulacdo do processo doloroso. Esta dose foi efetiva nos modelos
preliminares da analgesia (BENEDITO, 2009), bem como no modelo do acido
acético. A reversao da propriedade antinociceptiva do composto por um antagonista
especifico de neurotransmissores de varias vias que modulam o processo doloroso
foi o critério adotado para a determinacdo do mecanismo de acdo do mesmo. As
vias de neuromodulacdo estudadas no presente trabalho foram: Opioide,
muscarinica, adenosinérgica, dopaminérgica, a via L-arginina-Oxido nitrico e os
canais K'atp.

O fluxograma a seguir mostra o delineamento do estudo.

Administragédo do antagonista
especifico (i.p. ou s.c.)

15°

Administracao dos
agonistas/AP e/ou controle

30°

Administracdo do acido
acético (i.p.)

5’
10 minutos de observacgao

Figura 7 — Fluxograma do protocolo utilizado no estudo para determinagdo do mecanismo de agéo do
AP
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5.2.1 Estudo do envolvimento do sistema opioide

Com o objetivo de avaliar a participacdo do sistema opioide sobre o efeito
antinociceptivo do AP, grupos distintos de animais foram tratados com veiculo, AP
(100 mg/kg i.p.), morfina (6 mg/kg i.p.) ou naloxona (5 mg/kg, s.c.), um antagonista
opioide ndo seletivo. Dois grupos receberam pré-tratamento com naloxona (5 mg/kg,
s.c.) 15 min antes da administracdo do AP (100 mg/kg i.p.) ou de morfina (6 mg/kg
i.p.). A morfina foi usada como controle positivo. Ap6s um periodo de 30 min foi
avaliado o efeito deste tratamento em relagdo a nocicepg¢éo induzida pela injecao i.p.
de &cido acético 0,85%.

5.2.2 Participacdo dos canais de K'atp

O envolvimento dos canais de K'atp Na atividade antinociceptiva do AP
também foi investigado, uma vez que €é evidente a participacdo destes canais com 0
processo de antinocicepc¢ao.

Para investigar se o AP exerce seu efeito antinociceptivo ativando este
canal, foi utilizada a glibenclamida, uma sulfonilureia que bloqueia especificamente
estes canais (OCANA, et al., 1990; 2004).

Grupos de 8 camundongos foram tratados com: veiculo, AP (100 mg/kg
I.p.), morfina (6 mg/kg i.p.) ou glibenclamida (5 mg/kg, i.p.). Outros dois grupos foram
injetados, inicialmente, com glibenclamida e, apds 15 minutos, receberam AP (100
mg/kg) ou morfina (6 mg/kg). Em seguida, o niumero de contor¢cdes abdominais

induzidas pelo acido acético, foi quantificado como descrito anteriormente.

5.2.3 Estudo do envolvimento do sistema muscarinico

Para determinar a possivel participacdo do sistema muscarinico no
efeito antinociceptivo de AP, grupos de 8 camundongos foram pré-tratados com
atropina (ATR - 5 mg/kg, s.c.), um antagonista nao seletivo de receptores

muscarinicos 15 minutos antes da administragdo do AP na dose de 100 mg/kg, i.p.
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ou Acetilcolina 5mg/kg i.p. e grupos receberam apenas veiculo, atropina e AP. Em
seguida, os animais foram submetidos ao teste do acido acético (PEANA et al.,
2003).

5.2.4 Estudo do envolvimento dos sistemas adenosinérgico e dopaminérgico

A possivel participacdo dos sistemas dopaminérgico e adenosinérgico
no mecanismo de acdo do AP foi estudada utilizando a cafeina (antagonista nao
seletivo dos receptores de adenosina) e a sulpirida (antagonista de receptor
dopaminérgico do tipo D). Os animais foram divididos em diferentes grupos (n=8)
onde dois deles receberam sulpirida 20 mg/kg s.c. ou cafeina 10 mg/kg s.c. 15
minutos antes da administracdo do AP na dose de 100 mg/kg, i.p.. Outros grupos
receberam apenas veiculo, cafeina 10 mg/kg i.p., sulpirida 20 mg/kg i.p. e &lcool
perilico na dose de 100 mg/kg. Apds 30 minutos os camundongos foram submetidos

ao teste do acido acético.

5.2.5 Estudo do envolvimento da via L-arginina-6xido nitrico

Para investigar o envolvimento da via L-arginina-0xido nitrico no
mecanismo de acdo do AP, os animais receberam o precursor do éxido nitrico, a L-
arginina (600 mg/kg i.p.) ou o L-NNA (100 mg/kg, i.p.), um inibidor da enzima 6xido
nitrico sintase. Decorridos 15 minutos, estes receberam o alcool perilico na dose de
100 mg/kg. Outro grupo recebeu L-NNA 15 minutos antes da L-arginina e apos 30
minutos foram submetidos a avaliacdo nociceptiva induzida pelo acido acético
(BRIGNOLA, et al. 1994; SANTOS, et al. 2005).



53

5.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO ALCOOL PERILICO

5.3.1 Avaliacédo do alcool perilico na peroxidacgéo lipidica— TBARS

O método utilizado para avaliar o efeito protetor do AP na peroxidacao
lipidica, um dos principais danos causados pelas EROs/ERNSs, foi a determinacao
das substancias reativas ao acido tiobarbiturico, conhecido como método TBARS
(Thiobarbituric Acid Reactive Species) (ESTERBAUER; SCHAUR; ZOLLNER, 1991).

Este método foi usado para medir a capacidade antioxidante do AP
num meio rico em lipidios (GUIMARAES et al., 2010). O substrato rico em lipidios
adotado foi a gema de ovo homogeneizada (1% p/v) em 20 mM de padréo fosfato
(pH 7,4). Um mL do substrato foi sonicado e entdo homogeneizado com 0,1 mL de
AP, em diferentes concentracdes (0,9 - 1,8 - 3,6 - 5,4 - 7,2 pg/mL). A peroxidagao
lipidica foi induzida pela adicdo de 0,1 mL de solugdo de AAPH (2,2'-azobis
[2metilpropionamidina] diidrocloride) (0,12 M). O controle negativo recebeu apenas o
veiculo (0,05% tween 80 dissolvido em salina 0,9%). As reacdes foram realizadas
por 30 minutos a 37°C. Apés resfriamento, as amostras (0,5 mL) foram centrifugadas
com 0,5 mL de acido tricloroacético (15%) a 1200 rpm por 10 minutos. Uma aliquota
de 0,5 mL do sobrenadante foi misturado com 0,5 mL de acido tiobarbitarico (TBA)
(0,67%) e aquecido a 95°C por 30 minutos. Apos resfriamento, a absorbancia das
amostras foi medida usando um espectrofotdmetro a 532 nm. Os resultados foram
expressos como percentagem de TBARS formada a partir do AAPH apenas

(controle induzido). O Trolox 140 pg/mL foi utilizado como droga-padrao.

5.3.2 Avaliacéo do alcool perilico quanto ao sequestro de radicais livres

Para avaliar a atividade antioxidante do AP, foram adotadas, ainda,
duas outras metodologias que se baseiam na capacidade de uma substancia
sequestrar radicais livres, através da interacdo direta de uma substancia com
moléculas reativas, convertendo os radicais livres em espécies menos reativas e,
portanto, mais estaveis (HOELZL et al., 2005).
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5.3.2.1 Radical hidroxila (*OH)

A formacao do radical hidroxila (*OH) a partir da reacéo de Fenton foi
guantificada usando a degradacdo oxidativa do acucar 2-desoxirribose (LOPES;
SCHULMAN; LIMA, 1999).

O principio do teste é a quantificacdo do produto de degradacao deste
acucar, o malonaldeido (MDA), pela sua condensacdo com o TBA. Reacdes tipicas
foram iniciadas pela adicdo de Fe®* (FeSO, 6 mM concentracdo final) & solugéo
contendo 5 mM de 2-desoxirribose, 100 mM de H,O, e 20 mM de padréao fosfato (pH
7,4). Para medir a atividade antioxidante do AP contra o radical hidroxila, diferentes
concentracbes do AP (0,9 -1,8 - 3,6 - 5,4 - 7,2 pg/mL) foram adicionadas ao sistema
antes da adicdo de Fe?". As reacdes foram realizadas por 15 minutos em
temperatura ambiente, e foram estacionadas pela adicdo de acido fosforico a 4%
(v/v) seguido por 1% de TBA (v/v, em 50 mM NaOH). As solug¢des foram aquecidas
por 15 minutos a 95 °C, e entéo resfriadas em temperatura ambiente. A absorbancia
foi medida a 532 nm e os resultados foram expressos como percentagem de MDA

formado.

5.3.2.2 Oxido nitrico (*NO)

Neste teste, o 6xido nitrico (NO) foi produzido a partir da decomposicéo
espontanea de nitroprussiato de sédio (SNP) em 20 mM de padréo fosfato (pH 7,4).
Uma vez formado, o NO interagiu com o oxigénio para produzir ions nitrito, 0s quais
foram medidos pela reacéo de Griess (BASU; HAZRA, 2006).

A mistura da reacdo (1 mL) contendo 10 mM de SNP em padréao
fosfato e AP, nas diferentes concentragbes (0,9 - 1,8 - 3,6 - 5,4 - 7,2 yg/mL) foi
incubada a 37 °C por 1h. Uma aliquota de 0,5 mL foi retirada e homogeneizada com
0,5 mL do reagente de Griess. A absorbancia do cromoéforo foi medida a 540 nm. O
percentual de inibicdo da producdo de NO foi determinado por comparacdo dos
valores de absorbancia do controle negativo (apenas 10 mM SNP e veiculo) e as
preparacoes testes. Os resultados foram expressos como percentagem de nitritos

formados por SNP apenas.
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5.4 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

No intuito de avaliar alteracdes histopatoldégicas em tecidos cerebrais, 0s
animais foram divididos em 5 grupos com 6 animais cada, tratados por via
intraperitoneal obedecendo aos protocolos de tratamento assim descritos: Grupo
Controle, tratado com solugéo salina 0,9% por via intraperitoneal; Grupo Veiculo,
tratado com o veiculo (TWEEN 80 a 0,05% dissolvido em solucédo salina 0,9%) por
via intraperitoneal; Grupo alcool perilico, tratados com o AP nas doses de 50, 75 e
100 mg/kg; i.p., denominados AP 50, AP 75 e AP 100, respectivamente.

Apbs os tratamentos os grupos foram colocados em gaiolas individualmente e
72h depois foram anestesiados com pentobarbital soédico (30 mg/kg, i.p.) para
eutanasia.

Em seguida, seus cérebros foram removidos e fixados em formalina a 10%
para a realizacdo das analises histopatologicas. Cortes sagitais, feitos em intervalos
de 1 mm, foram obtidos a partir de um corte inicial proximo aos corpos mamilares.
Para o estudo microscépico, seccbes de 10um foram feitas, coradas em
hematoxilina - eosina (HE), e analisadas com auxilio de um microscépio 6ptico em
objetivas de 40 e 100X, mas as fotos foram feitas com a objetiva de 100X. As areas
cerebrais foram observadas em toda extensdao sem escolha de campos especificos;
as laminas foram lidas da esquerda para direita e de cima para baixo e classificadas
de acordo com as descricGes do atlas de Paxinos e Watson (1986). O grau de leséo
foi expresso através de uma escala percentual de 0 (nenhum) a 100 (total) para cada
hipocampo e corpo estriado analisado de acordo com o método descrito
anteriormente (PAXINOS; WATSON, 1986, BUREAU et al., 1994; FREITAS et al.,
2010). A leséo cerebral € definida pela presenca de pelo menos 50% de alteracdo
histopatolégica em cada area analisada (hipocampo e corpo estriado).

O procedimento descritos foram realizados com a colaboracdo do professor
Rivelilson Mendes de Freitas da Universidade Federal do Piaui.
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5.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados por Analise de Variancia (ANOVA) seguido
pelo post-test de Newman-Keuls para mdltiplas comparacdes no programa
GraphPad Prism versdo 4.03 para Windows, GraphPad Software, San Diego
California EUA. O mesmo programa (GraphPad Prism) foi utilizado para confecc¢éo
dos graficos apresentados neste trabalho. As diferencas foram consideradas

estatisticamente significativas quando p<0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 INVESTIGACAO DOS MECANISMOS DE ACAO DO ALCOOL PERILICO

6.1.1 Estudo do envolvimento do sistema opioide

O grafico 1 mostra o efeito do AP sobre a via opioide no teste das
contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético. O grupo tratado com naloxona
(21,6 = 2,2) ndo apresentou diferenca significativa em relagdo ao controle (23,3 *
2,5). Tanto o AP, na dose de 100 mg/kg (3,4 £ 1,7) como a morfina (0,3 + 0,2)
reduziram significativamente o nimero de contor¢cbes abdominais comparados ao
controle. O tratamento com naloxona reverteu parcialmente o efeito do AP (naloxona
+ AP: 10,4 £ 2,3), quando comparamos ao grupo que foi tratado apenas com AP. A
morfina, controle positivo, teve seu efeito revertido pela naloxona como esperado
(grupo naloxona + morfina: 20,0 + 3,4), comparando ao grupo que recebeu apenas

morfina.

Teste do acido acético
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Grafico 1 — Efeito da naloxona (NLX) sobre a atividade antinociceptiva do &lcool perilico (AP) e
morfina na nocicep¢do induzida pela administracdo de acido acético em camundongos. Valores
expressos em média + E.P.M. (n=8). *p<0,01 vs controle; *p<0,05 vs &lcool perilico; “**p<0,001 vs
morfina (ANOVA “one-way” seguido pelo post-test de Newman-Keuls multiplas comparacées).
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6.1.2 Participacdo dos canais de K a7p

No gréfico 2 esta avaliado o efeito do AP sobre os canais de K'arp. O
grupo tratado com glibenclamida (40,5 + 2,3) apresentou um maior numero de
contor¢cdes abdominais quando comparado ao grupo controle (17,8 £ 2,4). Tanto o
AP, na dose de 100 mg/kg (2,6 = 0,9) como a morfina (0,6 + 0,5) reduziram
significativamente o niumero de contor¢cdes abdominais em relacdo ao controle. O
tratamento com glibenclamida néo reverteu o efeito do AP (glibenclamida + alcool
perilico: 0,9 = 0,6) quando comparado ao grupo que foi tratado apenas com AP. A
morfina, por sua vez, teve seu efeito revertido pela glibenclamida, comparando o
grupo tratado com morfina ao grupo tratado com glibenclamida e morfina (12,0
4,0).

Teste do acido acético

45n k.v.4
_|_

40+

304

25+

N° de Contorgdes

Grafico 2 — Efeito da glibenclamida (GLIB) sobre a atividade antinociceptiva do alcool perilico (AP) e
morfina na nocicep¢do induzida pela administracdo de acido acético em camundongos. Valores
expressos em média + E.P.M. (n=8). **p<0,01 vs controle e “p<0,05 vs morfina (ANOVA “one-way”
seguido pelo post-test de Newman-Keuls multiplas comparacdes).
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6.1.3 Estudo do envolvimento do sistema muscarinico

O grafico 3 mostra o efeito do AP em relacédo ao sistema muscarinico. O
grupo tratado com atropina 5 mg/kg (17,6 = 4,8) ndo apresentou diferenca
significativa em relacdo ao controle (22,4 + 1,5) quanto ao numero de contor¢des
abdominais. Tanto o AP, na dose de 100 mg/kg (3,6 + 1,8) como a acetilcolina 5
mg/kg (10,6 £ 1,9) reduziram significativamente o nimero de contor¢cdes abdominais
comparados ao controle. O tratamento com atropina nado foi capaz de reverter o
efeito do AP (atropina + AP: 0,4 £ 0,4), quando comparamos ao grupo que foi tratado
apenas com AP. A acetilcolina, controle positivo, teve seu efeito revertido pela
atropina (atropina + acetilcolina: 23,7 + 5,3) comparando ao grupo que recebeu

apenas acetilcolina.
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Grafico 3 — Efeito da atropina (ATR) sobre a atividade antinociceptiva do alcool perilico (AP) e
acetilcolina (Ach) na nocicepc¢éo induzida pela administracdo de acido acético em camundongos.
Valores expressos em média + E.P.M. (n=8). *p<0,05; **p<0,01 vs controle e &p<0,05 vs Ach (ANOVA
“one-way” seguido pelo post-test de Newman-Keuls mltiplas comparacoes).

6.1.4 Estudo do envolvimento do sistema adenosinérgico e dopaminérgico

O grafico 4 mostra o efeito do AP em relagéo aos sistemas adenosinérgico e

dopaminérgico. Os grupos tratados com cafeina 10 mg/kg (17,0 = 2,6) e sulpirida 20
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mg/kg (20,6 + 2,6) ndo apresentaram diferencas significativas em relacao ao controle
(18,3 + 3,4) quanto ao numero de contor¢cdes abdominais. O AP, na dose de 100
mg/kg (4,6 + 2,2) reduziu significativamente o nimero de contorcbes abdominais
comparados ao controle. O pré-tratamento com cafeina ou sulpirida nao foi capaz de
reverter o efeito do AP (cafeina + alcool perilico: 5,4 + 3,0 e sulpirida + &lcool
perilico: 7,1 £ 3,5), quando comparamos ao grupo que foi tratado apenas com AP.
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Gréfico 4 — Efeito da cafeina (CAF) e sulpirida (SULP) sobre a atividade antinociceptiva do alcool
perilico (AP) na nocicepg¢éo induzida pela administrac@o de &cido acético em camundongos. Valores
expressos em média + E.P.M. (n=8). **p<0,01 vs controle (ANOVA “one-way” seguido pelo post-test
de Newman-Keuls multiplas comparacdes).

6.1.5 Estudo do envolvimento da via L-arginina-0xido nitrico

O tratamento dos animais com o AP 100 mg/kg (3,4 + 0,9), L-arginina 600
mg/kg (1,6 = 0,7) e L-NNA (N-Omega-Nitro-L-Arginina) + L-arginina (4,3 = 1,8)
resultou em uma reducdo significativa no numero de contor¢cbes abdominais
induzidas pelo acido acético, quando comparados ao grupo controle (29,3 £ 4,0). O

L-NNA (37,1 £ 4,0) sozinho promoveu um aumento no niamero de contor¢des se
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comparado ao controle. Quando se administrou o AP na presenca de L-arginina (3,9
+ 2,8) ou L-NNA (8,3 + 2,6) ndo ocorreu modificagdo significativa quanto ao nimero
de contor¢des abdominais quando comparados ao grupo que foi tratado apenas com

alcool perilico, como pode ser observado no grafico 5.
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Gréafico 5 — Efeito do L-NNA e L-arginina sobre a atividade antinociceptiva do &lcool perilico (AP) na
nocicepcao induzida pela administracdo de &cido acético em camundongos. Valores expressos em
meédia + E.P.M. (n=8). *p<0,05 e **p<0,01 vs controle (ANOVA “one-way” seguido pelo post-test de
Newman-Keuls multiplas comparacgdes).

6.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO ALCOOL PERILICO

6.2.1 Avaliacdo do alcool perilico sobre a peroxidacéao lipidica— TBARS

O efeito do AP sobre a peroxidacéo lipidica foi analisado pelo método
TBARS. Os resultados obtidos mostram que, em todas as concentracdes testadas
(0,9; 1,8; 3,6; 54 e 7,2 pg/mL), o AP causou uma diminuigdo significativa na
producdo de TBARS em relagdo ao grupo AAPH 0,12 M (99,9 = 1,3). A inibicdo na
producao foi da ordem de 18% (81,8 = 0,8); 32% (68,3 + 1,2); 42% (58,3 = 0,8); 53%
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(47,0 = 1,0); 70% (29,8 £ 1,0), respectivamente. O Trolox 140 mM, droga padrdo
utilizada, também reduziu o parametro observado, apresentando 57% (43,0 + 3,0) de

inibicdo (grafico 6).
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Gréfico 6 - Efeito do alcool perilico (AP) nos niveis de TBARS in vitro. Lipidios extraidos da gema do
ovo foram submetidos a danos oxidativos por meio da incubacdo com AAPH e a capacidade de
diferentes concentracbes de AP para evitar a formacdo de TBARS foi analisada. O controle negativo
significa a peroxidacgéo lipidica basal com o veiculo sozinho (Tween 80 0,05% dissolvido em solugao
salina 0,9%); Grupo AAPH 0,12 M é considerado como o0 grupo que apresenta 100% de dano
oxidativo. Os valores representam média + E.P.M., experimentos em duplicata. ***p<0,001 vs AAPH
(ANOVA “one-way” seguido pelo post-test de Newman-Keuls multiplas comparacgdes).

6.2.2 Avaliacdo do alcool perilico gquanto ao sequestro de radicais livres

6.2.2.1 Radical hidroxila (*OH)

O AP foi testado quanto a atividade sequestradora de radicais hidroxila (OH).
Os resultados estdo mostrados no grafico 7, no qual observa-se que o AP, nas
concentracdes testadas, foi capaz de remover o radical OH de maneira significativa,
guando comparado ao grupo sistema (100,2 = 1,3) [0,9 pg/mL: 30% (69,7 + 2,0); 1,8
pg/mL: 42% (58,0 + 0,4); 3,6 pg/mL: 46% (54,0 + 0,8); 5,4 uyg/mL: 59% (41,2 £ 0,4);
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7,2: yg/mL 66% (34,0 £ 0,8) de inibicdo, respectivamente]. O trolox 140 pg/mL
produziu uma diminuicao de 76% (24,9 = 1,0).
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Grafico 7 - Efeito do alcool perilico (AP) sobre o sequestro do radical hidroxila. Atividade de captacao
de radicais hidroxila foi quantificada usando a degradacdo oxidativa in vitro da 2-desoxirribose, que
produz malondialdeido (MDA) por condensagdo com acido 2-tiobarbitlrico (TBA). Sistema significa
producdo do MDA pela degradacéo da 2-desoxirribose com FeSO, e H,0O, sozinhos. Os Outros
grupos denotam producdo de MDA por FeSO, e H,0; na presenca de diferentes concentracbes de
AP (0,9; 1,8; 3,6; 54 e 7,2 uyg/mL). Os valores representam média + E.P.M. experimentos em
duplicata. ***p<0.001 vs AAPH (ANOVA “one-way” seguido pelo post-test de Newman-Keuls multiplas
comparacoes).

6.2.2.2 Oxido nitrico (*NO)

A atividade do AP como substancia sequestradora de NO também foi testada.
Os resultados apresentados no grafico 8 mostram que o AP, nas concentracdes
testadas, foi capaz de remover o NO de maneira significativa, em relagédo ao grupo
SNP (99,9 + 1,3) [0,9 pg/mL: 16,5% de remocéao (83,4 £ 0,9); 1,8 ug/mL: 25,0% (74,9
+ 1,1); 3,6 pyg/mL: 33,0% (67,0 = 1,3 ); 5,4 yug/mL: 40,5% (59,5 + 1,2); 7,2 ug/mL:
55,3% (44,7 + 0,8) de inibicédo, respectivamente]. O trolox 140 ug/mL produziu uma
diminuicao de 59,9% (40,1 = 2,9).
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Grafico 8 - Efeito do alcool perilico (AP) sobre o sequestro do éxido nitrico (NO). O controle significa
a producéo de NO basal do veiculo (Tween 80 0,05% dissolvido em solu¢éo salina 0,9%) na auséncia
de uma fonte geradora NO (sem SNP), o grupo SNP significa a produgéo de nitrito por nitroprussiato
de sadio sozinho, considerado 100% da producao de NO. O efeito de diferentes concentracbes do AP
sobre o SNP foi determinada pelo método de Griess. Os valores representam média = E.P.M,,
experimentos em duplicata. ***p<0.001 vs SNP (ANOVA “one-way” seguido pelo post-test de
Newman-Keuls multiplas comparacgdes)

6.3 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

A Tabela 1 demonstra uma pequena percentagem (33%) de animais com
leséo cerebral em nivel de hipocampo (02 de 06 animais) no grupo tratado com AP
100 mg/kg, em comparacdo ao grupo controle. A severidade da leséo foi de apenas
16%. Nao foi detectado nenhum grau de comprometimento do hipocampo nos
animais tratados com AP nas doses de 50 e 75 mg/kg, quando comparados entre si,
ao veiculo e ao grupo controle.

Foi observada presenca de algumas células necrosadas no hipocampo dos
animais tratados com a maior dose do AP (figura 8), porém a maioria dos neurdnios
permaneceu com sua morfologia normal, ndo apresentando qualquer sinal de dano
neuronal como gliose, vacuolizagéo ou deslocamento de nucleo ou nucléolo.

A analise histopatolégica do corpo estriado mostra leves danos
histopatolégicos em apenas 16% dos animais (01 de 06 animais) tratados com AP

na dose de 100 mg/kg. O comprometimento estriatal foi de apenas 10% com
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moderada perda neuronal, gliose, atrofia e degeneracéo (figura 9). As doses de 50 e
75 mg/kg ndo causaram alteracdes (tabela 1).

Tabela 1 - Alteragdes histopatolégicas do hipocampo e corpo estriado de camundongos tratados com
AP.

Grupos (%) Animais Comprometimento Numero de Numero de
com lesdes da area (%) animais com animais
lesdo cerebral

Alteracdes histopatolégicas no hipocampo

Controle 0 0 0 06
Veiculo 0 0 0 06
AP 50 0 0 0 06
AP 75 0 0 0 06
AP 100 33 16 02 06
Controle 0 0 0 06
Veiculo 0 0 0 06
AP 50 0 0 0 06
AP 75 0 0 0 06
AP 100 16 10 01 06

Resultados para % de camundongos com leséo cerebral e % gravidade da lesdo sdo expressos em
porcentagem do nimero de animais. AP 50 — alcool perilico 50 mg/kg, AP 75 — alcool perilico 75
mg/kg e AP 100 — &lcool perilico 100 mg/kg.
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[A] - Controle

[E] - Veiculo

Figura 8: Alterac6es histopatoldgicas no hipocampo de camundongos pré-tratados com AP.

[A] O grupo controle; [B] AP 50 mg/kg/dia; [C] AP 75 mg/kg/dia; [D] AP 100 mg/kg/dia;
[E] grupo veiculo. Coloracdo, Hematoxilina & Eosina. Barra da escala, 10 pm,
ampliacdo de 100X. Lamina representativa (n=6), mostrando uma tipica degeneracao
vacuolar (seta), dano neuronal moderado (circulo) e gliose (quadrado) no hipocampo
de camundongos (Fig. 8D).
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[E] - Veiculo

Figura 9: Alteracdes histopatologicas no corpo estriado de camundongos pré-tratados com AP.

[A] O grupo controle; [B] AP 50 mg/kg/dia; [C] AP 75 mg/kg/dia; [D] AP 100 mg/kg/dia;
[E] grupo veiculo. Coloracdo, Hematoxilina & Eosina. Barra da escala, 10 pm,
ampliacdo de 100X. Lamina representativa (n=6), mostrando uma tipica degeneracao
vacuolar (seta), dano neuronal moderado (circulo) e gliose (quadrado) no corpo
estriado de camundongos (Fig. 9D).
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7 DISCUSSAO

A pesquisa com produtos naturais continua identificando uma enorme
variedade de substancias que sao usadas para o desenvolvimento de novas drogas
pela indastria farmacéutica. Varios modelos de nocicepcdo em animais de
laboratorio podem ser utilizados para verificar a atividade analgésica de extratos e
compostos naturais. No entanto, de uma maneira geral, esses modelos possuem
caracteristicas proprias que devem ser consideradas, tais como simplicidade,
reprodutibilidade e validade dos resultados obtidos.

O élcool perilico € um composto de origem natural pertencente a
classe dos monoterpenos. Estudos anteriores provaram que esta molécula, nas
doses de 50, 75 e 100 mg/kg, foi capaz de produzir antinocicepcédo em trés modelos
classicos usados na pesquisa de substancias antinociceptivas. Séo eles, o teste da
placa quente, o teste da formalina e o teste das contor¢bes abdominais induzidas
pelo &cido acético (BENEDITO, 2009).

Diante destes resultados, decidiu-se aprofundar o estudo com o AP e
passou-se a investigar seu possivel mecanismo de acéao utilizando o teste do acido
acético, como protocolo de escolha, e ferramentas farmacoldgicas. Utilizamos ainda
metodologias in vitro na intencdo de correlacionar o seu mecanismo de a¢cdo com
uma possivel atividade antioxidante. Por dltimo, foi investigado a presenca e
intensidade de alteracdes histopatologicas em duas areas cerebrais apos o
tratamento com a substancia em estudo.

Em um artigo de revisdo (ALMEIDA et al., 2001) envolvendo a
atividade analgésica de plantas estudadas e publicadas nas revistas Phytomedicine,
Fitoterapia, Planta Médica, Journal of Etnopharmacology e Phytotherapy Research,
mostrou que 66 trabalhos foram publicados, abordando o uso de extratos obtidos de
plantas, em roedores. Para avaliar a atividade analgésica, 42,1% dos trabalhos
utilizaram as contor¢des abdominais induzidas por éacido acético, 18,7 % dos
trabalhos o teste da formalina e 17,9 % utilizaram o teste da placa quente (CARLINI
et. al., 2003).

O modelo quimico de nocicepcdo de contorcbes abdominais em

camundongos baseia-se na contagem das contor¢cbes da parede abdominal,
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seguidas de tor¢do do tronco e extensao dos membros posteriores, como resposta a
irritacdo peritoneal e a peritonite produzidas pela injecdo intraperitoneal de acido
acético (WHITTLE, 1964).

Portanto, neste estudo, o mecanismo de acdo do AP foi avaliado
utilizando o modelo das contor¢cdes abdominais, que € simples, rapido e confiavel
(SHINDE, et al., 1999) e é caracterizado por ser uma metodologia de alta
sensibilidade, sendo sensivel a drogas centrais e periféricas (VAZ et al., 1996;
RAMEZANI; HOSSINZADEH; DANESHMAND, 2001; PERIMAL et al., 2010).

A investigacdo dos mecanismos de acdo de psicofarmacos,
geralmente, é baseada na interacdo farmacoldgica que ocorre entre receptores e
ligantes durante a transmissdo neuronal. Este estudo baseia-se na utilizacdo de
antagonistas farmacologicos conhecidos, 0s quais, uma vez administrados
previamente, bloqueiam os efeitos decorrentes da ativacdo do receptor especifico,
impedindo que a substancia em estudo possa se ligar a este receptor e promover
sua acao. Caso a via de sinalizacdo bloqueada ndo seja um mecanismo usado pela
substancia-teste, o efeito ndo sera alterado.

O primeiro sistema investigado foi o sistema opioide. Os receptores
opioides estdo expressos nos nervos envolvidos na transmissédo da dor (trajetoria
ascendente sensorial) e modulacéo (trajetoria inibitoria descendente) na periferia, na
medula espinhal e no cérebro (MANSOUR et al., 1994). Eles previnem a ativacéo e
sensibilizacdo dessas fibras e inibem a liberacdo de neurotransmissores, por
estarem presentes nas fibras C dos nervos aferentes primarios sensitivos (STEIN et
al., 1993).

Os opioides foram estudados mais intensamente do que qualquer outro
grupo de drogas, na tentativa de se compreender seus poderosos efeitos em termos
moleculares, bioquimicos e fisiolégicos, permitindo o desenvolvimento de novos
agentes dotados de vantagens significativas em relacdo a morfina. Mesmo com esse
estudo, a morfina continua sendo o agente convencional para avaliagéo de qualquer
novo agente (DUGGAN; NORTH, 1984; PASTERNAK, 1993; YAKSH, 1997).

O efeito antinociceptivo de monoterpenos envolvendo o sistema
opioide j& foi descrito na literatura. Galeotti et al. (2002) com o monoterpeno (-)-

mentol, Peana et al. (2003) com o (-)-linalol e Lima et al. (2012) com o a-felandreno.
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A fim de avaliarmos a participagdo da via opioide no mecanismo de
acdo do alcool perilico, foi utilizado a naloxona, um antagonista ndo seletivo dos
receptores opioides. A droga padrao escolhida foi a morfina. Os resultados sugerem
a participacdo do sistema opioide no efeito antinociceptivo do AP, devido a reverséo
parcial do efeito antinociceptivo em animais pré-tratados com a naloxona.

Os canais K'atp dependentes também mostram ter um envolvimento
nos processos de dor. A ativacdo desses canais leva a uma hiperpolarizacéo celular,
diminuindo os niveis de Ca®' intracelulares e reduzindo a liberacdo de
neurotransmissores, desse modo levando a antinocicepgdo (OCANA et al., 2004;
LOHMANN; WELCH, 1999; LOPES et al., 2012). Dependendo da localizacdo, esses
canais podem agir direta ou indiretamente nos sinais de transmissdo da dor.
Atualmente, varios anestésicos usados clinicamente agem por interagir também com
canais de potassio. Alguns produtos naturais também possuem essa mesma acao
(McCURDY; SCULLY, 2005; LOPES et al., 2012).

Para verificar a participagdo dos canais para K'atp no mecanismo de
acao do alcool perilico, a glibenclamida, um conhecido bloqueador desses canais, foi
utilizada. Os resultados obtidos mostraram que a antinocicepgéo produzida pelo AP
nao foi revertida pela glibenclamida, sugerindo a ndo participacdo desses canais no
mecanismo de acao.

Foi demonstrado que a ativacado periférica de receptores colinérgicos
muscarinicos produz antinocicepcdo em diferentes modelos experimentais
(BARROS, 2010). Além disso, é conhecido o envolvimento da acetilcolina como
modulador das respostas nociceptivas. A antinocicep¢do induzida pela
administracdo sistémica de morfina pode ser antagonizada pela administracéo
intratecal de antagonistas muscarinicos, reforcando a ideia de sinergismo entre os
sistemas opioide e colinérgico (TAGUCHI et al., 1999). Em adicdo, sabe-se que a
atropina mostra-se capaz de reverter a antinocicepg¢ao produzida por substancias de
origem natural, entre elas monoterpenos (PEANA, 2004). Desta forma, com
propésito de avaliar o envolvimento do sistema muscarinico na antinocicepc¢ao do
AP, os animais foram tratados com atropina antes da administracdo do alcool
perilico. A atividade antinociceptiva do AP nao foi alterada pela atropina, sugerindo

gue o alcool perilico exerce seu efeito independente do sistema colinérgico.



73

O sistema adenosinérgico também foi investigado e os dados mostram
que o pré-tratamento dos animais com cafeina, antagonista ndo seletivo de
receptores adenosinérgicos, nao suprimiu o efeito antinociceptivo causado pelo AP,
indicando a ndo participacdo dessa via no seu mecanismo. A adenosina atuando em
receptores A; pré-sindpticos, induz a diminuicdo da producédo de AMP. e a inibicao
dos canais de calcio voltagem dependente, gerando uma diminui¢cdo na liberacéo de
acetilcolina, SP ou CGRP (SAWYNOK, LIU, 2003; PEANA et al., 2006). Ja a sua
ativacdo poés-sinaptica induz a abertura de varios subtipos de canais de potassio.
Adicionalmente, dados da literatura demonstram que 0s receptores de adenosina
Aza também participam da modulagcdo da dor em niveis espinhais e supra espinhais
(PHAM et al., 2003; PEANA et al., 2006).

O sistema dopaminérgico € constituido por receptores D;, D,, D3, D4 €
Ds, acoplados a proteina G. Possui varios antagonistas, dentre eles a sulpirida, um
antagonista de receptores do tipo D, e o haloperidol, um antagonista n&o-seletivo,
sendo este considerado um neuroléptico tipico. A relacdo do sistema dopaminérgico
com a modulacdo da nocicepcdo € demonstrada pela presenca de receptores
dopaminérgicos, principalmente do subtipo D, e seu respectivo mRNA codificador
em areas do corno dorsal. A presenca destes € mais pronunciada na laminas |, mas
também sdo encontrados na laminas de II-VI. Estudos de imunohistoquimica
mostram que esses receptores estdo localizados em terminais centrais de fibras
aferentes primarias, estabelecendo a relagdo entre o sistema dopaminérgico e o
controle da dor (VAN DIJKEN, et al.,1996).

Os resultados mostram que o efeito antinociceptivo causado pelo AP
ndo é dependente da ativacdo dos receptores dopaminérgicos do tipo D,, tendo em
vista a ndo reversao pela sulpirida.

Também foi investigada a participacdo da via L-arginina 6xido nitrico
na antinocicepgao induzida pelo AP, tendo em vista que essa via exerce um papel
importante na modulacdo da nocicepcdo. Uma série de estudos morfolégicos,
fisiologicos e farmacologicos sugerem que o 0xido nitrico (NO) participa do processo
de nocicepcdo (HALEY; DICKENSON; SCHACHTER, 1992; CURY et al., 2011).

O mecanismo antinociceptivo do NO envolve a formagdo de GMP
ciclico, ativacdo de PKG e consequentemente abertura de canais para K. O NO

medeia o efeito analgésico de varias drogas, incluindo opioides, dipirona e alguns
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agentes anti-inflamatorios. Os mecanismos pelos quais estes farmacos estimulam a
producdo de NO nao foram ainda bem caracterizados (CURY et al., 2011).

O NO exerce um duplo papel no processo de nocicepcao, podendo
atuar como molécula nociceptiva ou antinociceptiva a depender de varios fatores,
como dose utilizada, via de administracdo, pré ou poOs-tratamento e modelo
experimental utilizado (CURY et al., 2011).

Camundongos foram pré-tratados com o substrato da Oxido nitrico
sintase, a L-arginina e com o L-NNA, um inibidor da oxido nitrico sintase. Nenhuma
das duas substancias foi capaz de reverter significativamente a antinocicepcéo
produzida pelo AP. Os achados desse estudo sugerem o nao envolvimento da via L-
arginina-o6xido nitrico na antinocicepcao causada pelo alcool perilico.

O proximo passo do nosso estudo foi investigar, in vitro, a capacidade
de o AP agir como molécula antioxidante, retardando ou inibindo o efeito danoso dos
radicais livres sobre estruturas celulares (lipidios, DNA e proteinas), uma vez que
varias evidéncias indicam que o estresse oxidativo tem um papel crucial na
nocicepcao, estando envolvido nos processos de dor inflamatoria e dor neuropética
(WANG; PORRECA; CUZZOCREA, 2004; IBl; MATSUNO; SHIBA, 2008).

Devido ao fato de que os agentes antioxidantes atuam por mecanismos
diferentes e que apresentam mdultiplas caracteristicas de reac¢des, nenhum método
sozinho reflete a atividade antioxidante de uma substancia, sendo, portanto,
necessario o emprego de varios métodos (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).

Nesse estudo foram utilizadas trés metodologias antioxidantes in vitro,
as quais se baseiam, fundamentalmente, em demonstrar o efeito da substancia
como antioxidante ao impedir a peroxidacao lipidica (um dos efeitos mais danosos
causados pelas EROs/ERNs), bem como, ter atividade sequestradora de radicais
livres, evitando que estas espécies reativas figuem disponiveis para causar danos as
células.

O método empregado para avaliar a acdo do AP sobre a peroxidacao
lipidica foi a determinagdo das substéncias reativas ao acido tiobarbiturico,
conhecido como TBARS.

O principio deste método baseia-se na utilizacdo de um substrato rico
em lipidios (neste caso, foi usada gema de ovo homogeneizada) que sofre a

peroxidacao lipidica a partir da sua reacdo com o AAPH, um composto azo gerador
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de radicais livres, que sofre decomposicao térmica, resultando na formacdo de
nitrogénio molecular e dois radicais carbonos (R), os quais rapidamente reagem com
0 oxigénio, formando radicais peroxilas (ROO-<) (KRASOWSKA et al.,, 2000;
OLIVEIRA et al.,, 2010). Estes radicais, por sua vez, reagem com os lipidios
resultando na formacdo de espécies reativas ao &cido tiobarbitarico (TBARS), que
reagem com TBA formando compostos cromoéforos que sdo medidos
espectrofotometricamente (ZIN; ABDUL-HAMID; OSMAN, 2002; FITO; LA TORRE;
COVAS, 2007; SERAFINI et al. 2011). Substancias antioxidantes sdo capazes de
prevenir a formacdo de TBARS. Este método € bastante utilizado para avaliar a
atividade antioxidante de varios produtos naturais (MOON; SHIBAMOTO, 2009).

O Alcool perilico, em todas as concentracdes testadas, foi capaz de
prevenir a peroxidacao lipidica induzida por AAPH, inibindo a quantidade de TBARS
formadas em 70%. Resultado semelhante foi obtido com o trolox, um analogo
sintético hidrofilico do a-tocoferol (vitamina E), que é largamente usado como padréo
antioxidante (Grafico 6). A partir destes resultados, pode-se sugerir que o AP exerce
um efeito antioxidante que, provavelmente, protege as biomoléculas lipidicas,
essenciais para o funcionamento da membrana celular (SERAFINI et al., 2011).

Outras metodologias bastante empregadas para avaliar a atividade
antioxidante de uma substancia baseiam-se na capacidade de sequestrar radicais
livres, por meio da interacdo direta de uma substancia com moléculas reativas,
convertendo os radicais livres em espécies menos reativas e, portanto, mais estaveis
(HOELZL et al., 2005; SANTOS, 2011).

A capacidade de uma substancia sequestrar *OH ¢é diretamente
relacionada com sua atividade antioxidante, uma vez que impede o dano oxidativo
causado por este radical (HUANG; OU; PRIOR, 2005; SHUKLA et al., 2009;
SERAFINI et al., 2011). Neste método, o radical *OH é gerado pela reacéo de
Fenton, na qual o Fe?* reage com H,0, resultando na producdo do *OH. Estes
radicais atacam o acguUcar 2-desoxirribose (usado no método como alvo),
degradando-o em uma série de fragmentos, entre eles, o malonaldeido (MDA) que,
por sua vez, reage com o TBA, dando origem a um composto cromoéforo, medido
espectrofotometricamente (HALLIWELL, 1992; MAGALHAES et al., 2008). Se uma
substancia sequestradora de *OH for adicionada ao sistema, ela competira com o

agucar pela *OH, inibindo a degradacdo deste alvo e, consequentemente, havera



76

diminuicdo dos niveis de MDA quantificados (MAGALHAES et al., 2008). Contudo,
este método possui uma desvantagem, uma vez que muitos antioxidantes também
tém propriedade quelante de metais, o que pode alterar a atividade do Fe?",
mascarando, assim, a acao da substancia em estudo (HUANG; OU; PRIOR, 2005).

Observando os resultados apresentados é possivel sugerir que o AP
possui atividade sequestradora de <OH, exibindo uma atividade antioxidante
significante que pode ser capaz de inibir os danos celulares causados por este
radical. O trolox, droga usada como padrdo, também reduziu significativamente a
degradacéo da 2-desoxirribose.

A outra metodologia utilizada para avaliar a atividade antioxidante foi a
determinacdo da atividade sequestradora de *NO. O principio deste teste consiste
na producdao de *NO a partir da decomposicdo espontanea de nitroprussiato de
sédio, em solugao aquosa. O *NO, por sua vez, interage com o oxigénio, produzindo
ions nitritos que podem ser medidos pela reacdo de Griess (BASU; HAZRA, 2006).
Estes ions nitritos tém um forte poder oxidante, podendo provocar danos celulares
severos (GUIMARAES et al., 2010). A adicdo de uma substancia sequestradora de
*NO compete com o oxigénio pelo *NO, consequentemente, diminuindo a producéo
de nitritos (AHMADI et al., 2011; SERAFINI et al., 2011).

Neste estudo, o alcool perilico, nas concentracdes testadas, diminuiu
significativamente a producdo de nitritos, demonstrando sua capacidade
sequestradora de *NO. E importante ressaltar que o *NO é uma molécula
sinalizadora envolvida em varios processos fisioldgicos e patoldgicos, inclusive na
sinalizacao da dor. A influéncia do *NO sobre a transmisséo nociceptiva € complexa
e contraditoria e o exato mecanismo destas a¢c6es apresenta controvérsia (MELLER;
GEBHART, 1993; SOUSA; PRADO, 2001; KAWANO et al., 2009).

O efeito pro-nociceptivo do *NO ocorre quando esta molécula esta em
altas concentracdes, e pode ser induzido pela interagdo desta molécula com outras
espécies reativas derivadas do oxigénio, como o ion superéxido, uma vez que esta
interacéo leva a formacao de peroxinitritos, que tém potente efeito citotoxico e pro-
inflamatdrio (BECKMAN et al., 1990; QUINTANS-JUNIOR et al., 2011). Dessa forma,
o efeito do AP como substéncia sequestradora de *NO, inibindo a producédo de
nitritos, resulta num efeito citoprotetor e anti-inflamatorio, estando relacionado com

sua acgéo antinociceptiva.
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Os resultados obtidos na avaliagéo antioxidante sugerem, dessa forma,
que o efeito do AP impedindo a peroxidacéo lipidica observada pelo método TBARS
pode ser, provavelmente, devido a interacdo deste monoterpeno tanto com radicais
OH-+ como *NO, por meio de uma acéo sequestradora, que resulta na formacao de
espécies mais estaveis e, consequentemente, numa protecdo das biomoléculas
contra o efeito danoso das EROs/ERNs. Além disso, tendo em vista que varias
evidéncias mostram a participacdo destas espécies reativas no mecanismo da dor, a
atividade antioxidante do AP pode estar contribuindo com o seu efeito
antinociceptivo, semelhante ao que foi demonstrado por Guimaraes et al. (2010) com
0 monoterpeno carvacrol e por Quintans-Junior et al. (2011) com o citronelal.

Estudo anterior mostrou que o efeito antinociceptivo do AP é,
principalmente, em nivel central (BENEDITO, 2009). Sendo este um monoterpeno
lipofilico que provavelmente ultrapassa a barreira hematoencefalica, decidimos
avaliar se este composto provoca algum tipo de alteracdo histologica significativa em
areas cerebrais ap6s administracéo aguda.

Buscou-se observar alteracbes histopatoldégicas dos neurbnios do
hipocampo e corpo estriado como, vacuolizacdo, necrose, atrofia, degeneragao e
ndcleos picnéticos, a fim de identificar uma possivel neurotoxicidade causada pelo
monoterpeno. O alcool perilico provocou apenas alteracfes teciduais minimas nas
duas areas estudadas.

O dano neuronal causado por algumas substancias exdgenas esta
associado, muitas vezes, ao estresse oxidativo, consequentemente formacao de
radicais livres. A atividade antioxidante apresentada pelo AP provavelmente foi
determinante na auséncia de lesGes cerebrais observadas no estudo histopatoldgico.
Resultados semelhantes ocorreram com o0 sesquiterpeno alcodlico farnesol
(OLIVEIRA JUNIOR et al., 2012) e com o diterpeno fitol (COSTA et al., 2012).

Portanto, os resultados obtidos no presente estudo, sdo sugestivos de
gue o AP apresenta um efeito antinociceptivo mediado pelo sistema opioide e
possivelmente por mecanismos antioxidantes, sem a participacdo direta dos
sistemas muscarinico, adenosinérgico, dopaminérgico (D), dos canais para K'atp €
da via L-arginina oOxido nitrico. O monoterpeno também ndo apresentou

neurotoxicidade significativa.
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O alcool perilico vem sendo estudado frente a alguns tipos de
neoplasias, inclusive alguns estudos clinicos de fase | e Il e tem apresentado
resultados bastante satisfatorios (WISEMAN et al., 2007; DE OLIVEIRA, 2010). A
dor esta presente na maioria das pessoas que possuem cancer. Uma droga com
atividade antineoplésica e antinociceptiva seria de fundamental importancia para,
além de tratar o processo patolégico, promover mais conforto a pacientes

acometidos por esse tipo de doenca.
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8 CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos no presente estudo, conclui-se que:

> Alcool perilico apresenta um efeito antinociceptivo mediado pelo
sistema opioide;

» Apresenta atividade antioxidante in vitro nos modelos avaliados;

» Os sistemas muscarinico, adenosinérgico, dopaminérgico (D), L-
arginiga Oxido nitrico e os canais de K*atp ndo participam diretamente
do mecanismo de acdo do &lcool perilico no modelo e condicdes

experimentais avaliados;

» O monoterpeno ndo apresenta neurotoxicidade significativa nas areas

do hipocampo e corpo estriado.



QPerspecttvas



9 PERSPECTIVAS

Com base nos resultados obtidos, sao propostas as seguintes

perspectivas para a continuagcao do estudo do alcool perilico:

» Estudar outros sistemas como o adrenérgico e serotoninérgico que

possam estar envolvidos no mecanismo de ac&o do alcool perilico;

» Investigar o efeito antinociceptivo do alcool perilico por outras vias
de administracdo, como a via oral, intratecal e a

intracerebroventricular;

» Utilizar técnicas eletrofisiolégicas, como, single sucrose gap e

patch-clamp, que auxiliem na elucida¢do do mecanismo de acéo;

» Realizar estudos de doses repetidas para avaliar o efeito do alcool
perilico a longo prazo, bem como, melhor caracterizar possiveis

efeitos toxicos nesse periodo.
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