Universidade Estadual do Ceara
Thatsi Frota S4 Nogueira Neves de Souza

EFEITO ANTINOCICEPTIVO E ANTI-
EDEMATOGENICO DO EUGENOL

Fortaleza-Ceara
2007



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



Universidade Estadual do Ceara

Thatsi Frota S4 Nogueira Neves de Souza

EFEITO ANTINOCICEPTIVO E ANTI-
EDEMATOGENICO DO EUGENOL

Dissertacdo apresentada ao Curso de Mestrado Académico
em Ciéncias Fisiologicas do Centro de Ciéncias da Satude
da Universidade Estadual do Ceara, como requisito para a
obtencdo do grau de Mestre em Ciéncias Fisiologicas.

Orientadora: Dr* Andrelina Noronha Coelho de Souza
Co-orientadora: Dr* Claudia Ferreira Santos

Fortaleza-Ceara
2007



Universidade Estadual do Ceara

Curso de mestrado Académico em Ciéncias Fisiologicas

Titulo do trabalho: Efeito antinociceptivo e anti-edematogénico do Eugenol

Autor: Thausi Frota Sa Nogueira Neves de Souza

Defesa em: 27/12/2007 Conceito obtido: SATISFATORIO
Nota obtida: 9.5

Banca examinadora;:

Andrelina Noronha Coelho de Souza, Prof®. Dr”.
Orientadora - UECE

Aline Alice Cavalcante de Albuquerque, Prof". Dr".
UECE

José Henrique Leal Cardoso, Prof. Dr.
UECE



Ciéncia exige persisténcia.
“Muitos dos fracassos que as pessoas
experimentam sio devidos ao fato de que elas
nio sabem quio proximas estio do sucesso
quando resolvem desistir.” Thomas Edson

“A finalidade fundamental da ciéncia é o bem
estar da humanidade. A ciéncia é também o
caminho mais certo e mais curto para a
obtencio deste objetivo.

Os dirigentes da sociedade por desconhecerem
tal funcio da ciéncia, geralmente nio
espelham em suas acdes, a compreensao de tal
objetivo.” Ernesto Neves



AGRADECIMENTOS

Um trabalho cientifico ¢ uma atividade complexa. Essa complexidade exige
compreensdo e ajuda de muitas pessoas. Em primeiro lugar, agradego a Deus, por ter me dado
o dom da vida e a for¢a de vontade necessaria para a conclusdo deste trabalho.

Aos meus pais Ernesto Neves e Itassucé Frota Sd& Nogueira Neves pelo amor,
compreensdo e dedicacdo durante todos os anos de minha vida e principalmente por me
ajudarem durante o longo processo do mestrado.

Agradeco ao meu esposo Erimar Feijo de Souza e aos meus filhos Mahayana Clara e
Rhavy pelo amor e aceitacdo nos momentos em que me ausentei para dedicar-me aos estudos.

Aos meus irmdos e colegas de profissdo Riedel, Tassel e Slayton pelo incentivo e
apoio. Aos meus sobrinhos Israeli, Mariana, Gabriel, Arthur obrigada pelos momentos de
alegria e descontragao.

Agradeco as minhas secretarias e amigas Marcia Gomes Leite, Neila Rodrigues
Martins e Sueli Gomes de Souza por organizar e realizar muitas tarefas que a mim cabiam.

Aos colegas de mestrado e aos colegas da familia LAFIEX , obrigada pela paciéncia,
gentil ajuda e prazerosa convivéncia.

Em especial, agradeco a grande amiga Natalia Rocha Celedonio, pela participagao,
dedicagdo, presteza e competéncia, com quem sempre pude contar quando as muitas davidas
surgiam.

As amigas Magda Marinho e Patricya Silva por dedicarem seus sibados, domingos e
feriados para me ajudar no desenvolvimento dos experimentos.

Aos funciondrios da Universidade Estadual e do Lafiex, que sempre nos atenderam
prontamente.

Ao professor Ariclécio Cunha de Oliveira, por contribuir com sua valiosa ajuda na
correcdo e sugestoes para desenvolvimento deste trabalho.

Nossos agradecimentos aos dirigentes da FUNCAP pelo apoio financeiro e aos
proprietarios e funcionarios da Faculdade Christus pelo apoio logistico, pressupostos
importantes para o sucesso de produgdo cientifica.

Pedindo desculpas pelas ajudas recebidas e aqui ndo relembradas, chego finalmente as
minhas orientadoras Dr*. Andrelina Noronha Coelho de Souza e Claudia Ferreira Santos pela
dificil tarefa de avaliacdo e critica deste trabalho.

Agradeco a banca examinadora, que prontamente aceitou o convite para a avaliagdo
desta tese.



1.1
1.1.1

1.2
1.2.1
1.2.2

1.3

1.3.1

1.4

1.5

II-
2.1

2.2
I11-
3.1
3.2
3.3
3.4
3.41

3.4.2
343
3.5
3.6
3.6.1

3.6.2

3.7
IV-
4.1
1N

SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS

LISTA DE FIGURAS

LISTA DE TABELAS

RESUMO

ABSTRACT

INTRODUCAO

Eugenol

Atividades farmacolédgicas e agdes bioldgicas
Dor

Mecanismos envolvidos na transmissdo da dor
Alguns mediadores quimicos envolvidos na sensagdo dolorosa

Inflamacao

Inflamacgao aguda

Regulacdo da temperatura corporal
Relevancia

OBJETIVOS
Geral

Especificos

MATERIAIS E METODOS
Drogas e solucdes

Animais

Determinacao da toxicidade aguda

Atividade antinociceptiva

Determinacdo do efeito antinociceptivo do eugenol no teste das contor¢des
abdominais induzidas pela inje¢do intraperitoneal de acido acético
Determinacdo do efeito antinociceptivo do eugenol no teste da formalina
Determinacao do efeito antinociceptivo do eugenol no teste da placa quente

Determinacao da influéncia do eugenol na regulagdo da temperatura corporal

Atividade antiedematogénica

Determinacdo do efeito anti-edematogénico do Eugenol no edema de pata

induzido por carragenina

Determinacdo do efeito anti-edematogénico do Eugenol no edema de pata

induzido por dextrana
Analise estatistica
RESULTADOS

Toxicidade aguda do Eugenol

Axaliacrsn Ao afeita Ao Fiiocenal et mnadelace Ae nacicencan

13
13
14
17
19
23
26

28

30

32

33
33

41
42

42
G)



LISTA DE ABREVIATURAS

°C — grau centigrado

5-HT - serotonina

AA — écido araquidonico

ACP — érea cinzenta periaquedutal

ANOVA — andlise de variancia

C — controle

Ca " — jon calcio

CK - quimiocinas

COX — cicloxigenase

CSF — fatores estimuladores de colonias

DAINES — drogas antiinflamatdrias ndo esteroidais
DL 50 — dose que provoca letalidade em 50 % dos animais
GABA — 4cido gama — aminobutirico

GCRP - peptideo relacionado ao gene da calcitonina
H — receptores de histamina

HSV-2 — virus herpes simples tipo 2

[LA.S.P. — Associagdo para Estudo da Dor

1.p. — intraperitoneal

i.pl - intraplantar

IFN — interferons



IL — interleucina

IUPAC - Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
K" - ion potassio

LC — leucotrienos

MAO A — monoaminooxidase A

N — niimero de experimentos

NE — norepinefrina

NGF - fator de crescimento do nervo
NMDA — N — metil — D — aspartato

NO - 6xido nitrico

NOSi — enzima 6xido nitrico sintase induzida
NOSn — enzima 6xido nitrico sintase neuronal
PAF — fator de ativagdo plaquetario

PGE — prostaglandina E

PGHS — enzima prostaglandina H sintase
PLC — fosfolipase C

POA — area pré-optica

RNA — 4cido ribonucléico

RNAm — 4cido ribonucléico mensageiro

s.c. — subcutaneo

SNC — sistema nervoso central

SP — substancia P

TNF — fator se necrose tumoral

TX — tromboxano

v.0. — via oral

v/v — volume por volume

VIP — peptideo vasoativo



Figura 1-
Figura 2-
Figura 3-
Figura 4-
Figura 5-
Figura 6-

Tabela 1-

LISTA DE FIGURAS

Efeito do eugenol no teste das contor¢cdes abdominais

Efeito do eugenol no teste da formalina

Efeito do eugenol no teste da placa quente

Efeito do eugenol sobre a temperatura retal

Efeito do eugenol sobre o edema de pata induzido por carragenina
Efeito do eugenol sobre o edema de pata induzido por dextrana

LISTA DE TABELAS

Parametros observados na determina¢do da toxicidade aguda

44
46
48
49
51
52

43



10

RESUMO

No presente estudo foram avaliadas as propriedades antiedematogénica e
antinociceptiva do Eugenol, seu efeito sobre a temperatura corporal, bem como foi
determinada sua toxicidade aguda, quando administrado por via oral. Foram utilizados os
testes das contor¢des abdominais, teste da formalina, teste da placa quente, edema de pata
induzido por carragenina e dextrana. Inicialmente, foi estudada a toxicidade aguda do
Eugenol, através da DL50, onde este monoterpenodide derivado do fenilpropano, apresentou
DL50 de aproximadamente 1,2 g/kg. O Eugenol na dose de 300 mg/kg, inibiu
significativamente o edema de pata induzido por dextrana em relacdo ao grupo controle. No
edema de pata induzido por carragenina, o Eugenol, na dose de 300 mg/kg, apresentou efeito
maximo reduzindo em 54 % o edema em relacdo ao grupo controle. No teste da formalina, o
Eugenol (1 mg/kg) apresentou efeito antinociceptivo apenas na primeira fase, ja na dose de 3
mg/kg , apresentou efeito antinociceptivo tanto na primeira quanto na segunda fase do teste.
Isto demonstra que o Eugenol apresenta atividade anti-inflamatoria, ja que a segunda fase ¢
caracterizada pela libera¢do de mediadores inflamatorios. No teste da placa quente, o Eugenol
na dose de 100 mg/kg, no tempo de 90 minutos, foi eficaz em aumentar o tempo de laténcia
de resposta ao estimulo térmico (55,0 + 1 ° C), demonstrando sua possivel a¢io central. No
teste das contor¢des abdominais induzidas por 4cido acético, o Eugenol foi capaz de inibir
significantemente o nimero de contor¢des quando comparado ao grupo controle. Estes dados
sdo condizentes com os dados obtidos no edema de pata induzido por carragenina, visto que
os dois testes envolvem a formagao e liberagdo de derivados do 4cido araquidonico, tais como
as prostaglandinas.O efeito antiedematogénico do Eugenol manifestado no edema de pata
induzido por dextrana parece estd relacionado a diminui¢do do efeito e/ou da liberagdo de
histamina. Percebeu-se ainda que o Eugenol reduziu em média aproximadamente 2 ° C a
temperatura corporal quando utilizado nas doses de 10, 30, 100 e 300 mg/kg. Os resultados
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aqui apresentados indicam que o Eugenol, por via oral, apresenta efeito antiedematogénico,
antinociceptivo e redutor da temperatura corporal.

ABSTRACT

In this present study, it was evaluated the antioedematogenic and antinociceptive effect of the
Eugenol, its effect about the corporal temperature, as well like was determined its sharp
toxicity, when administered orally. It was utilized the writhing test, the formalin test, the hot
plate test and edema of paw prompted by carrageenan and dextran. Initially, it was studied the
sharp toxicity of the Eugenol, through the DL50, where monoterpenoid derived from the
phenylpropane, presented DL50 of approximately 1.2 g/kg. The Eugenol in the dose of 300
mg/kg, inhibited significantly the paw oedema induced by dextran regarding the group
control. In the paw oedema prompted by carrageenan, the Eugenol, in the dose of 300 mg/kg,
presented maximum effect reducing in 54 % the edema regarding the group control. In the
formalin test of, the Eugenol (1 mg/kg) presented antinociceptive effect in the first phase,
already in the dose of 3 mg/kg, presented antinociceptive effect in the first and in the second
phase of the test. This shows that the Eugenol presents anti-inflammatory activity, since to
second phase is characterized by the liberation of inflammatory mediators. In the hot plate
test the Eugenol, in the dose of 100 mg/kg, in the time of 90 minutes, was efficient in
increase the time of latency of answer to the thermal stimulus (55.0 + 1 °C), showing its
possible central action. In the acetic acid-induced writhing test the Eugenol inhibit
significantly the number of contortions when compared to the group control. These dates are
appropriate with the facts obtained in the paw oedema induced by carrageenan, seen that the
two tests involve the formation and liberation of derived from the arachidonic acid, such as
the prostaglandins. The antioedematogenic effect of the Eugenol manifested in the paw
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oedema induced by dextran is probally related to the diminution of the effect and/or of the
liberation of histamine. It perceived itself even if the Eugenol reduced in mean approximately
(2 °C) the corporal temperature when utilized in the doses of 10, 30, 100 and 300 mg/kg. The
results here presented indicate that the FEugenol, administered orally, presents
antioedematogenic and antinociceptive effects and reducer of the corporal temperature.

I- INTRODUCAO

1.1- Eugenol

O eugenol ¢ uma substancia aromatica natural farmacologicamente muito ativa
presente nos 6leos essenciais de algumas plantas do Nordeste brasileiro. Dentre estas plantas
destacam-se: Eugenia caryophyllus (Spr.) Merril et Harr, o “cravo-da-india”; Dicipelium
cariophyllatum Ness, o “craveiro do Maranhdo ou cravinho; Croton zehntneri Pax et Hoffm, a
“canela-de-cunha”; Ocimum gratissimum L., variedade eugenoliferum, a ‘“‘alfavaca-cravo”
(Craveiro et al., 1981; Dallmeier e Carlini, 1981; Dundee, 1971; Lin et al., 1999; Wu et al.,
1994). Em algumas destas espécies citadas, o teor de eugenol pode ser bastante elevado,

podendo chegar até¢ 95% do peso do dleo, como € o caso do cravo-da-india.

Também conhecido como acido eugénico ou cariofilico, o eugenol ¢ um fenol

monoterpenoide derivado do fenilpropano (Bruneton, 1995), popularmente denominado
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esséncia de cravo (Escobar, 2002). A nomenclatura [IUPAC para o eugenol ¢ 4-alil-2-metoxi

fenol (Oliveira-Filho et al., 1975).

O eugenol se apresenta a temperatura ambiente como um liquido oleoso, incolor
ou amarelo claro, mas quando em contato prolongado com o ar, torna-se mais espesso ¢ de
cor vermelho escuro. Em baixas temperaturas (-9 °C) encontra-se no estado solido (Escobar,
2002). E amplamente soluvel em cloroformio, éter, gorduras e alcool etilico e pouco soliivel
em dagua pura. Sua alta lipossolubilidade possibilita uma facil absor¢do através das
membranas lipidicas e rdpido acesso ao local de agdo. Apresenta odor caracteristico,
semelhante ao cheiro do cravo-da-india, além de possuir sabor ardente e picante. E bastante
irritante as mucosas e causa forte sensacdo de queimacdo quando em contato com a mucosa

oral (Sticht e Smith, 1971).

1.1.1- Atividades farmacologicas e acdes bioldgicas

Apesar de existirem estudos com o eugenol que datam do século dezenove, foi na
segunda metade do século vinte que verificou-se um interesse maior na pesquisa com este
componente, sendo muitos dos trabalhos publicados ligados a odontologia, (Bonastre, 1967;
Molnar, 1967). Atualmente, o eugenol vem sendo extensivamente estudado, j4 tendo sido

caracterizados diversos de seus efeitos bioldgicos.

Por suas diversas propriedades farmacolédgicas, o eugenol tem diversos usos. Seus
efeitos, dependentes da concentragdo de eugenol livre e do tempo de exposicao ao tecido, sdo
complexos e muitos deles ainda ndo estdo completamente esclarecidos. Com a evolugao do
conhecimento a cerca desse composto, seu uso ficou mais comum, especifico e seletivo,
sendo utilizado em diferentes propostas, principalmente na area odontologica (Escobar, 2002;

Atsumi et al., 2000).
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Devido a sua estrutura molecular complexa o eugenol possui diversas acdes
farmacologicas comprovadas. O eugenol ¢ utilizado em praticas odontoldgicas como anti-
séptico topico, analgésico e anestésico local, além de conferir propriedades farmacologicas
aos cimentos obturadores de canais, visto ser bactericida (em concentracdes relativamente
altas de 107 a 10° mol/L), portanto, eficaz no tratamento de algumas enfermidades
infecciosas na cavidade oral (Markowitz et al., 1992; Escobar, 2002). Também ¢ utilizado
como cimento provisorio em cavidades dentdrias, quando associado ao 6xido de zinco

(Nagababu e Lakshmaih, 1994).

A atividade anestésica local do eugenol talvez se deva a sua estrutura fendlica,
que possui capacidade de penetrar com rapidez na bainha de mielina de uma fibra nervosa
interferindo na transmissdo do impulso nervoso por bloqueio de correntes neuronais, sejam
elas provocadas por canais de potédssio de rapida ativagdo e inativagdo ou por canais de
potassio retificadores tardios (Gurney, 1965). Como anestésico local, o eugenol em baixas
concentragdes ¢ um inibidor da atividade nervosa de forma revesivel. Ja em elevadas
concentragdes, bloqueia a condugdo nervosa irreversivelmente, indicando um efeito

neurotoxico (Ozeki, 1975; Kozam, 1977).

O efeito bactericida do eugenol também tem sido atribuido a sua estrutura
fenodlica, principal responsavel pelas propriedades antibacterianas dos dleos essenciais (Burt,
2004), que em concentragdes mais elevadas provocam a degradacdo das proteinas das
membranas celulares das bactérias; e em concentracdes menores tendem a estabilizar as
membranas das células, prevenindo a penetracdo de bactérias nos condutos dentarios

(Markowitz et al., 1992).

Estudos tém evidenciado sua agdo antifingica, especialmente sobre toxinas de
Aspergilius parasiticus (Markowitz et al., 1992) sendo uma alternativa para conservacao de
alimentos. O eugenol pode ser também utilizado como alternativa de baixo custo para a
preservacdo de obras culturais em bibliotecas, por exemplo, em funcdo de sua atividade contra
fungos (Rakotonirainy e Lavédrine, 2005). Segundo Chami e colaboradores, 2004, o eugenol
pode ser uma droga promissora para o tratamento de candidiase oral experimental induzida
por Candida albicans em ratos imunodeprimidos. O eugenol demonstrou ainda atividade
contra HSV-2 (virus herpes simples tipo 2) in vitro e forneceu protecdo significativa contra

um modelo de HVS-2 genital em ratos e camundongos (Bourne ef al., 1999).
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Alguns trabalhos também tém atribuido ao eugenol atividade
anticarcinogénica (Reddy, 1996, 1997; Al-Harbi et al.,1995), uma vez que suprimiu a
mutagenicidade induzida em Salmonella typhimurium TA100 pela anfotericina B1 e pelo N-
metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina (Francis et al, 1989) e em TA98, pelo metilbenzantraceno
(Amonkar et al., 1986). Estudo realizado por Yoo e colaboradores, 2005, demonstrou ter, o
eugenol, induzido apoptose de células cancerigenas de humanos, sugerindo ser um agente

quimioterapico seguro e ndo toxico, quando comparado a terapéutica convencional.

O eugenol apresenta também efeito anti-edematogénico local, anti-inflamatdrio
e antinociceptivo. Os efeitos anti-inflamatério e antinociceptivo sdo favorecidos pela
diminui¢do da sintese de prostaglandinas, através da inibicdo da cicloxigenase talvez devido
a competicdo com o substrato do acido araquidonico pelo sitio de agdo da prostaglandina-
sintase (Dewhist ¢ Goodson, 1974; Escobar, 2002). Essa inibicdo da COX, associada a
mobilizagio de Ca™, confere ao eugenol propriedade antiplaquetéaria (Chen ef al., 1996). Com
relagdo ao efeito anti-edematogénico do eugenol parece resultar da interferéncia com as
enzimas cicloxigenase e lipoxigenase da cascata do 4cido araquidonico (Suzuki et al.,1985;

Wright et al., 1995; Atsumi ef al., 2000).

Foi atribuida ao eugenol inibi¢do da degranulagdo mastocitaria, prevenindo a
reacdo anafilatica, além de inibir a liberacdo de histamina de células mastocitérias in vivo e in
vitro (Kim et al., 1997). Em estudos com edema de lingua induzido por extrato de
Dieffenbachia picta Scott (planta toxica comumente conhecida como comigo—ninguém-—
pode), Dip e colaboradores, 2004, mostraram que o eugenol reduziu significativamente o

edema em tempo e doses muito menores que as drogas habitualmente utilizadas.

Alguns trabalhos tém mostrado o potente efeito modulador do eugenol sobre as
concentragdes intracelulares de substdncias antioxidantes como glutationa e a enzima
glutation-N-transferase (Drukarch et al., 1997; Rompelber et al, 1996; Bouthillier et al., 1996;
Budavari, 1996; Stohs et al., 1986). Ito e colaboradores, 2005, demonstraram que o eugenol
tem atividade antioxidante também sobre moléculas de LDL-colesteral. O eugenol inibe a
peroxidagdo lipidica pela varredura de radicais intermedidrios como as espécies reativas de
oxigénio, essa atividade antioxidante ¢ determinada por sua estrutura metoxifenolica (Stohs et
al., 1986; Taira et al., 1992; Nagababu e Laksmaiah, 1994; Mansuy et al., 1986; Ito et al.,
2005).
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Em tecido nervoso, o eugenol apresenta acao anestésica geral, pois bloqueia tanto
a condu¢do do potencial de acdo em nervos periféricos quanto na jungdo neuromuscular
(efeito dependente da concentracdo) (Bevan e Szolcsanyl, 1990; Shibata et al., 1994; Brondin
e Rold, 1984; Ozeki, 1975; Seimoneit et al., 1996; Cruz, 2001). O eugenol pode ainda
promover neuroprote¢do contra dano isquémico através de sua a¢do hipotérmica e por
modulagdo de receptores N-metil-d-aspartato (NMDA) e do radical superdxido (Won et al.,
1998; Wie et al., 1997).

O eugenol apresenta agcdo depressora sobre o Sistema Nervoso Central (SNC), o
que pode explicar, pelo menos em parte, sua acdo anticonvulsivante, antinociceptiva e
hipotermizante. Alguns estudos revelam ainda que o eugenol apresenta significante atividade
antipirética quando administrado perifericamente, além de reduzir a febre por acdo central de
forma semelhante ao acetaminofeno (Feng e Lipton, 1987; Dallmeier e Carlini, 1981; Monte
et al., 2000; Sticht e Smith, 1971; Reiter € Brandt, 1985; Mello et al., 1973; Sell e Carlini,
1976; Ohkubo ¢ Shibata, 1997).

Em musculo liso vascular, o eugenol promove vasodilatacdo reversivel da artéria
pré-contraida por norepinefrina, por alta concentracio extra-celular de K e por estimulago
elétrica (Sticht e Smith, 1971; Nishijima et al., 1999). O efeito vaso-relaxante ¢ dependente de
concentragdo, em vasos pré-contraidos com cloreto de potassio e fenilefrina, sugerindo sua
atuagdo como antagonista de Ca™ e na modulagio do 6xido nitrico (Damiani e Rossoni,

2003).

Alguns estudos relacionam os efeitos anticonvulsivante, hipotérmico e
antiespasmodico do eugenol ao efeito como bloqueador de canais de céalcio (Monte et al,
2000; Stich and Smith, 1971). Quando o eugenol interage com canais de calcio, o influxo de
ifons ¢ alterado e previne a permeabilidade da membrana celular ao s6dio de maneira ndo

especifica, ocasionando bloqueio da neurotransmissao (Senseh et al.,1993).

Estudos tém demonstrado que o eugenol pode apresentar diferentes tipos de

toxicidade in vitro, in vivo
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altas doses e foram associados a producdo de radicais fenoxil, devido a sua instabilidade e

hidrofobicidade (Fujisawa et al., 2002).

1.2- Dor

A dor ¢ uma manifestacdo utilizada pelo SNC para sinalizar um processo lesivo
sofrido pelo organismo, que coloca em risco sua integridade fisica e pode, com frequéncia, ser
o primeiro sinal de doencas. Essa manifestacdo proporciona reagdes de adaptacdo que visam
preservar a integridade do organismo contra futuras lesdes teciduais (Levine e Taiowo, 1994;

Dray, 1997).

A dor, além de ser uma sensagdo, ¢ uma experiéncia. Isto ¢ importante, porque as
sensacdes possuem vias neuroanatomicas relevantes, com receptores especificos que
permitem a deteccdo e a medida de um estimulo. J4 as experiéncias, incorporam componentes

sensoriais com influéncias pessoais € ambientais importantes (Russo e Brose, 1998).

O componente sensorial da dor ¢ denominado nocicep¢ao, que pode ser definida
como a resposta fisiologica a uma lesdo tecidual. A qualidade da dor e o inicio das respostas
protetoras sdo determinadas pela medula espinhal e estruturas cerebrais superiores envolvidas

na integragcdo e modifica¢do dos sinais nociceptivos (Russo e Brose, 1998).

A sensagdo dolorosa pode ser classificada de acordo com varios critérios.
Levando em consideracdo a velocidade de sua transmissdo pode ser classificada como rapida
ou lenta. A dor rapida ¢ sentida dentro de cerca de 0,1 s depois do estimulo doloroso ser
aplicado. Os impulsos dolorosos sdo transmitidos pelos nervos periféricos, para a medula
espinhal, pelas fibras aferentes primarias mielinizadas A-delta, com velocidade de conducao
entre 12 e 30 m/s. Por outro lado, a dor lenta comega apds 1 segundo ou mais e aumenta
lentamente, durante muitos segundos e as vezes minutos, sendo os impulsos conduzidos por
fibras aferentes primarias ndo mielinizadas do tipo C, com velocidade de 0,5 a 2,0 m/s

(Newmann et al.,1996; Millan, 1999).
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De acordo com a duragdo pode ser denominada transitéria, aguda ou cronica. Na
dor transitoria, a ativagdo dos nociceptores ¢ feita na auséncia de qualquer dano tecidual. Na
dor aguda, geralmente ocorre lesdo e ativagdo dos nociceptores no sitio lesionado (Loeser e
Melzack, 1999), podendo rapidamente cronificar (Carr e Goudas, 1999). A dor cronica ¢
causada, geralmente, por uma lesdo ou patologia, sendo perpetuada por outros fatores que ndo
os causadores iniciais da dor. A dor crdnica estd geralmente relacionada a hiperalgesia e a
alodinia, além do processo de habilidade de modulagdo da dor estd prejudicado (Loeser e

Melzack, 1999).

A dor pode ser ainda classificada como nociceptiva, neurogénica, neuropatica,
psicogénica ou inflamatéria que sdo resultantes, respectivamente, da estimulacdo excessiva
dos nociceptores, lesdo do tecido neural, disfungdo de um nervo, fatores psicologicos, ou

resultante de processos inflamatdrios (Millan, 1999).

Existem ainda algumas manifestagdes dolorosas que podem ser mencionadas,
como a hiperalgesia e a alodinia. Segundo a Associag@o para Estudo da Dor (I.A.S.P.) existem
determinadas situagdes em que a excitagdo das fibras torna-se progressivamente maior,
especialmente em relagdo a dor lenta, enquanto o estimulo doloroso continuar. Ao estado de
sensibilizacdo desenvolvido nessas circunstancias, denominamos hiperalgesia (Almeida et al.,

2004; Dray et al., 1994).

A hiperalgesia envolve mediadores armazenados (substancia P e aminodcidos
excitatorios) e induzidos (6xido nitrico e metabolitos do acido araquidonico), liberados de
neurdnios aferentes primarios ou sintetizados na medula espinhal (Meller et al., 1996; Meller
e Gebhart, 1994; Meller et al., 1994). A hiperalgesia primaria ¢ conseqiiéncia da
sensibilizacdo dos nociceptores durante um processo inflamatorio (La Montte et al., 1982).
Enquanto a hiperalgesia primaria ¢ a sensacdo de dor no local da injaria, a hiperalgesia
secundaria ¢ sentida num local remoto da injuria inicial (Almeida et al., 2004; Dray et al.,

1994).

A alodinia ¢ caracterizada por uma sensibilidade aumentada para um estimulo
normalmente in6cuo. Um exemplo ¢ uma autosensibilidade da pele queimada pelo sol ao leve
toque. A alodinia pode resultar de duas diferentes condigdes; responsividade aumentada de

neurdnios transmissores da dor, da coluna espinhal (sensibiliza¢do central) ou diminui¢do dos
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limiares de ativacdo dos nociceptores (sensibilizagdo periférica) (Basbaum e Jessell, 2000;

Almeida et al., 2004; Dray et al., 1994).

Na sensibiliza¢do central, a dor pode ser produzida por ativacdo de fibras
sensoriais primarias ndo-mielinizadas. A sensibilizagdo periférica ocorre quando as
terminacdes dos nociceptores ficam expostas a produtos de danos teciduais e inflamacao,
referidos coletivamente como caldo inflamatério. Tais produtos incluem protons
extracelulares, serotonina, bradicinina, nucleotideos, fator de necrose tumoral (TNF), acido
araquidonico e outros metabodlitos lipidicos, todos os quais interagem com receptores em

terminagdes nervosas sensoriais (Basbaum e Jessell, 2000).

1.2.1- Mecanismos envolvidos na transmissao da dor

A transmissdo do processo doloroso ¢ um mecanismo que envolve interagcdes
muito complexas de estruturas periféricas e centrais, desde a superficie da pele até o cortex
cerebral. Embora os mecanismos envolvidos na transmissdo do processo doloroso tenham
sido melhor compreendidos devido a um maior entendimento da fisiologia das fibras aferentes
e do processo de neurotransmissao no corno dorsal da medula espinhal (Grubb, 1998; Millan,
1999), os mecanismos exatos envolvidos na génese e na transmissdo da dor ainda ndo estdo

totalmente esclarecidos (Macfarlene et al; 1997).

O inicio da transmissdo da sensacdo dolorosa ¢ mediada pela estimulacdo de
receptores especificos, os nociceptores. A caracteristica fundamental dos nociceptores ¢ que
estes respondem a estimulos que por sua intensidade sdo capazes de lesar tecidos, em
contrapartida, ndo respondem a estimulos de média ou de baixa intensidade (Julius e
Basbaum, 2001). Como todo sistema sensorial, a sensibilizacdo nociceptiva converte
estimulos ambientais em sinais elétricos, porém, ao contrario de outros sistemas (visdo, olfato,
tato), os nociceptores ndo se encontram restritos a estruturas anatOmicas especiais, mas

presentes em todo o corpo (Schmidt, 1976; Millan, 1999; Julius e Basbaum, 2001).

Os nociceptores podem se dividir de acordo com os estimulos a que respondem

em trés classes: os mecanonociceptores, 0os termonociceptores € 0s nociceptores polimodais.
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Os primeiros sdo sensiveis a estimulos mecanicos intensos, como apertdes, beliscdes e
. ~ ;. , , . 0 . .

picadas; os segundos sdo sensiveis a estimulos térmicos (>45 “C), na faixa em que os tecidos

comec¢am a ser lesionados pelo calor; e os terceiros sdo sensiveis tanto a estimulos mecanicos,

como térmicos ou quimicos (Nakatani e Yamashita, 1977).

Os nociceptores estdo associados a fibras aferentes de pequeno didmetro, que
podem ser mielinizadas (fibras tipo A) ou amielinizadas (fibras tipo C). As fibras aferentes de
primeira ordem, relacionadas com a conducdo do estimulo doloroso sdo classificadas de
acordo com sua estrutura, didmetro e velocidade de condugdo em trés tipos: fibras C, fibras A-

beta, fibras A-delta (Rang et al., 2001).

As fibras tipo C se caracterizam por serem amielinizadas, possuirem didmetro de
0,4 a 1,2 um e velocidade de condugdo que varia de 0,5 a 2,0 m/s. Estas fibras apresentam
receptores termosensiveis que respondem ao frio e ao calor, mecanonociceptores de baixo
limiar e receptores especificos para substancias alogénicas tais como ions potassio,
acetilcolina, enzimas proteoliticas, serotonina, prostaglandinas, substidncia P e histamina.
Muitas fibras C, com receptores de alto limiar, estdo associadas a nociceptores do tipo

polimodais (Mense, 1983; Millan, 1999).

As fibras A-delta sdo mielinizadas, tém didmetro que varia de 2,0 a 6,0 pm,
conduzindo a uma velocidade de 12 a 30 m/s. Elas transmitem informag¢des de alta
intensidade e baixa laténcia, promovendo a sensacdo dolorosa rapida da primeira fase da dor
aguda, desencadeando o reflexo de retirada. As fibras A-delta dividem-se em dois grupos. O
primeiro (tipo I), corresponde as fibras com receptores de limiar alto, que respondem a
estimulos mecanicos de alta intensidade e a estimulos térmicos ou quimicos de baixa
intensidade. O segundo grupo (tipo II) apresenta receptores que sdo estimulados por altas
temperaturas (45-53 °C) e alguns receptores para frio intenso (-15 °C) (Willis ¢ Westlund,
1997; Almeida et al., 2004).

As fibras A-beta possuem didmetro maior que 10 pm e velocidade de condugio
que varia entre 30 e 100 m/s. Estas fibras ndo propagam estimulos potencialmente ndxicos em
situagdes normais, além de estarem relacionadas a alodinia Existem ainda as fibras A-alfa,
que juntamente com as fibras A-beta sdo fundamentais no circuito doloroso, pois participam

no mecanismo de supressdo segmental da dor. (Willis e Westlund, 1997; Millan, 1999).
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Varios sao os tratos envolvidos na transmissdo da informac¢do dolorosa, dentre
eles o principal ¢ o trato espinotalamico. Através deste, a percep¢ao da sensagdo nociceptiva
tem inicio a nivel periférico, através dos nociceptores e das fibras a eles associados sendo
entdo transmitida até o sistema nervoso central (SNC). Para tanto os nociceptores fazem
sinapse no corno dorsal com neuronios de segunda ordem, predominantemente ao nivel da
Lamina II (substancia gelatinosa) da medula espinhal. Os neurdnios de segunda ordem
cruzam a medula espinhal para ascender através do trato espinotaldmico, com suas fibras
terminando principalmente no talamo. No tdlamo, neurdnios de terceira ordem emitem
axoOnios através da cépsula interna ao coértex somatosenssor, onde ocorre a somatizagdo do
estimulo nocivo, ou emitem axonios para o giro cingulado anterior, onde existe 0 componente
emocional da dor. Esta ¢ a chamada via cléssica e ¢ também a principal via de condugdo da
dor, apesar de existirem outros possiveis caminhos envolvendo diferentes estruturas nervosas

(Bensson, 1999).

Alguns “inputs” ao invés de resultarem em processos excitatérios, podem resultar
em inibi¢do das projecdes neuronais. O balango entre os procesos excitatorios e inibitdrios € a
base da teoria da comporta de transmissdo da dor (Melzack e Wall, 1965) e referido por Le

Bars e colaboradores, 1979, como controles excitatorios de substancias noxicas difusas.

A principal via descendente inibitoria da dor passa via funiculo dorsolateral. Essa
via tem inicio na area cinzenta periaquedutal (ACP) e recebe aferéncias do hipotalamo e do
trato espinotaldmico ascendente; descende via nucleo magno da rafe, que d4 origem a
neurdnios liberadores de serotonina (5-HT) e de norepinefrina (NE), cujos papéis inibitdrios
descendentes contribuem para analgesia. As terminacdes dessas fibras fazem sinapses com
neuronios na raiz dorsal completando um longo feedback negativo, funcionando como parte

essencial do sistema de controle de comporta (Dickenson, 1995; Stamford, 1995).

De acordo com a teoria da comporta, a ativagdo das fibras A-alfa e A-beta,
aumenta a atividade de neuronios inibitérios, e desta forma fecha a comporta bloqueando a
transmissdo da informacdo dolorosa para estruturas supra-espinhais. Ao invés disso, quando
ocorre a ativacdo das fibras A-delta e C, dar-se a inbigdo da ativacdo dos interneuronios
inibitérios e a comporta se abre, facilitando a transmissdo da informacdo nociceptiva até as

estruturas supraespinhais (Wall, 1978; Le Bars et al., 1979).
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A inibi¢do dos circuitos nociceptivos no corno dorsal ¢ mediada por um grande
numero de neurotransmissores, incluindo aminoacidos inibitdrios tais como o acido gama-
aminobutirico (GABA) e glicina bem como neuropeptideos tais como a encefalina (Curtis et
al., 1968; Lin et al.,1994). O GABA esta envolvido em ambas as inibigdes pré e pos-
sinapticas, enquanto a glinina somente na inibicdo pos-sinaptica (Eccles et al., 1963; Curtis et
al., 1968; Carlton e Hayes, 1990; Carlton et al, 1992). Receptores pré-sinapticao que
medeiam inibi¢do pré-sinaptica incluem receptores GABA A e GABA B, esses mesmos tipos
de receptores também podem estar envolvidos na inibicdo pos-sindptica, juntamente com

receptores de glicina (Curtis et al., 1968; Curtis e Lacey, 1994).

Os caminhos modulatorios descendentes da dor tém mostrado utilizar diferentes
neurotransmissores, incluindo opidides, serotonina, e/ou catecolaminas, e as estruturas nao
incluem somente ACP, mas também locus cerulios, subcerulios e nucleo fusocolicular e
varios nucleos da formacao reticular. Além disso, estruturas dos altos niveis do sistema

nervoso tais como o cortex cerebral e varias estruturas limbicas, incluindo o hipotdlamo
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Muitas citocinas sdo pro-inflamatoérias (TNF-2, IL-1b, IL-8), outras sdo
antiinflamatdrias, e ainda outras apresentam ambos os efeitos. Das citocinas, as mais
importantes sdo IL-1, IL-2, IL-6 e IL-8 e o fator de necrose tumoral (TNF). A IL-1 e o TNF
sdo liberados por células mononucleares do processo inflamatoério e produzem muitas das
respostas pro-inflamatoérias, incluindo inducdo de febre, mobilizacdo e ativacdo de leucocitos
polimorfonucleares, indu¢do das enzimas cicloxigenases e lipoxigenase, elevacdo na
expressdo de moléculas de adesdo, ativagdo de linfocitos T e B, estimulagdo da produgdo de
outras citocinas.(Dray,1997; Millan,1999; Calixto et a/.,2000 ). As citocinas, em geral, sdo
liberadas em sequéncia controlada, por diversos tipos de células e sdo responsdveis pela
producdo de mediadores finais, envolvidos na indu¢do de sinais e sintomas inflamatorios.
Essa regulacdo ocorre principalmente a nivel de transcrigdo génica com expressao do RNA

mensageiro (RNAm) da citocina (Millan, 1999).

Além do envolvimento no processo inflamatério, as citocinas estdo envolvidas na
regulacdo da dor. Diversos sdo os exemplos da participacdo das citocinas nos processos
dolorosos, quer apresentem componentes periféricos ou centrais. A IL-1p e IL-6 estimulam a
producdo de prostaglandinas, enquanto TNF-a exerce seus efeitos via prostaglandinas , bem
como aminas simpaticomiméticas. Em adicdo aos efeitos via prostaglandinas, IL-1p pode
estimular a secrecdo de NGF dos matocitos e exerce efeitos hiperalgésicos através d
leucotrienos B4. Existem evidéncias de que a expressdo de citocinas no sistema nervoso
periférico e na coluna espinhal apresentam um envolvimento no comportamento doloroso em
varios modelos de injiria neuropatica em roedores, além disso, estas podem sensibilizar

diretamente nociceptores (Wieseler-Frank et al., 2004; Zelenka ef al., 2005).

As cininas pertencem a um grupo de peptidicos contendo de 9-11 aminodcidos,
cujo principal representante ¢ a bradicinina (Bhoola et al, 1992; Hall, 1992). As cininas
participam de diversos processos fisiopatologicos, como regulacdo da pressdo arterial,
controle do tonus do musculo liso gastrintestinal, e das vias aéreas, bem como em varios
estados inflamatorios e de fendmenos dolorosos (a nivel espinhal e supra-espinhal) (Hall,

1992; Greisbacher e Legat, 1997).

Os efeitos das cininas sdo mediados através dos receptores B1 e B2 (Calixto ef al.,
2000).0s receptores Bl promovem a manutencdo da hiperalgesia e sua expressdo ¢
aumentada rapidamente durante os processos metabolicos ou infecciosos, inclusive na fase

cronica dos processos inflamatorios e infecciosos (Couture et al., 2001). Os receptores B,
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parecem estar envolvidos na fase aguda de respostas dolorosas e infecciosas, estando

presentes em neurdnios sensoriais, onde se encontram acoplados a proteina G que induz a

ativacdo das fosfolipases C e A, (Millan, 1999).

Dentre os eicosandides estdo a prostaciclina (PC), o tromboxano (TX),
leucotrienos (LC) e as prostaglandinas (PGs), um dos principais mediadores envolvidos na
regulacdo da dor. As prostaglandinas sdo geradas a partir do acido araquidonico através da
acdo de enzimas denominadas cicloxigenases (COXs). Existem duas isoformas ou isoenzimas
de cicloxigenase denominadas cicloxigenase 1 (COX;) e cicloxigenase 2 (COX;). A COX, ¢
constitutiva e encontra-se relacionada com agdes fisiolégicas nos vasos sanguineos, estdomago
e rins. A COX, ¢ produzida por células expostas a agentes pro-inflamatérios, incluindo as
citocinas, ésteres do forbol, fatores de crescimento e endotoxinas (Vane e Botting, 1995,1996;

Millan, 1999).

Muitas dessas substancias quimicas relacionadas aos processos dolorosos também

estdo relacionadas a processos inflamatorios.

1.3- Inflamacao

A inflamagdo ¢ compreendida como a maior reagdo da imunidade natural
(congénita) frente a penetracdo de agentes infecciosos, ao ataque de antigenos e/ou injuria
tecidual (dano tecidual), que ocorre no tecido vascular. E um processo celular ¢ bioquimico
que ocorre aproximadamente da mesma maneira, independentemente da natureza do estimulo,
visto que em quaisquer circunstancias, a inflamag¢do possui trés etapas comuns que siao
vasodilatacdo com aumento de permeabilidade, migra¢do de leucocitos e plaquetas e

finalmente o reparo tecidual (Rang et al., 2001).

Suas fungdes incluem destrui¢do e remogao de agentes nocivos, confinamento de

agentes lesivos para a remocdo eficaz e eliminagdo dos efeitos sistémicos dos agentes
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celulares, além do aumento da resposta imune e da promog¢do da cicatrizacdo da ferida
(Brown et al., 1968). A inflamacdo excessiva, entretanto, pode guiar a injuria tecidual, e se for

severa, causar descompensacao fisiologica, disfun¢ao organica e até morte (Liew, 2003).

A inflamacdo pode ser dividida em duas grandes categorias que sdo cronica e
aguda. A inflamagdo crdnica se caracteriza por uma prolongada dura¢do (semanas, meses ou
anos). Infiltracdo de células mononucleares e fibrose sdo feitos histoldgicos tipicos da
inflamacdo cronica (Liew, 2003; Davies et al., 2003). De modo geral, a inflamagdo aguda
apresenta-se relativamente de curta duracdo (horas ou dias) e se caracteriza por vasodilatagao
(rubor), exsudacdo de fluido rico em proteinas e migracdo celular primariamente de
neutrofilos no local da injuria e em muitos casos ativacdo da cascata de coagulagdo

(Splettstoesser e Schull-Werner, 2002).

A inflamacdo ¢ sempre induzida por produtos de degradagdo bacteriana, fungos,
virus, bem como células mortas ou defeituosas do proprio hospedeiro. Produtos da
degradacdo de agentes invasores sdo detectados por receptores especificos localizados na
membrana plasmatica, o que ocasiona a expressdo de genes da inflamacdo. A expressdo
desses genes determina a liberagdo de proteinas envolvidas nas reagdes inflamatorias

(Simbirtsev, 2005; Walting, 2006; Igonin et al/, 2004; Kulinsky, 2007).

Proteinas regulatorias, peptideos e enzimas expressadas como resultado da
ativacdo de genes inflamatorios sdo especialmente importantes na iniciagdo e na regulagdo da
inflamacdo, com destaque para as citocinas, quimiocinas, fosfolipase A,, cicloxigenase 1 e 2,
proteinas kinase, sistema complemento, cascata de coagulagdo, enzimas proteolitica

(Kulinsky, 2007).

Na fase inicial da resposta inflamatoria, que ocorre imediatamente apos a lesao
tecidual, os vasos sanguineos locais se dilatam tornado-se mais permedaveis. A vasodilatacao
permite que o sangue alcance a regido danificada e o aumento da permeabilidade permite que
células citotoxicas naturais, plaquetas, principalmente neutréfilos e macréfagos migrem com
mais facilidade dos vasos sanguineos (Lingen, 2001). O aumento do fluxo sanguineo
possibilita a percepcdo dos sinais e sintomas da inflamac¢do — calor, rubor, dor, edema na
regido afetada (Mc Green e Mc Green, 2000), além de perda da funcdo em determinadas

circunstancias (Rang et al., 2001; Rocha e Silva, 1978).
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Como mencionado, a vasodilatagdo ¢ um feito classico da inflamag¢do aguda
caracterizada clinicamente por vermelhiddo e calor no local, que se verifica em consequéncia
do engurgitamento dos capilares e arteriolas, bem como recrutamento adicional de outros
vasos que normalmente levam ao eritema; também pode haver elevagdo da temperatura local
(Rocha e Silva, 1978). A vasodilatagdo ¢ mediada primariamente por 6xido nitrico (NO) e
prostaglandinas vasodilatadoras (PGl,; PGD,; PGE,; PGF,,). Esses mediadores lipidicos sao
produzidos a partir do 4cido araquidonico via ativacdo da cicloxigenase (Tabernero et al,
2003). Outro sinal inicial da inflamacdo ¢ o edema, que ¢ causado pelo fluxo transvascular de
fluido rico em proteinas provenientes do compartimento intravascular para dentro do
intersticio como resultado das ag¢des da histamina, bradicinina, leucotrienos, componentes do
sistema de complemento, SP e PAF (Friedl et al., 1989; Denzlinger et al.,1985). De acordo
com Tortora e Grabowski (2002) a dor pode resultar de lesdo de fibras nervosas, da irritagdo
provocada por substancias quimicas provenientes de patdgenos ou ainda, do aumento da

pressdo originada do edema (Tortora e Grabowski, 2002).

A medida que o plasma sai para o intersticio, o sangue remanescente flui mais
lentamente e torna-se mais viscoso, permitindo que leucocitos possam se aderir as paredes dos
vasos e espremam-se através dos espacos criados pela retracdo endotelial. O fator
quimiotaxico para neutrofilos e eosindfilos da anafilaxia causam movimento unilateral de
neutrofilos e eosindfilos para o local da inflamag@o. Os neutrédfilos sdo os primeiros € mais
abundantes leucocitos a serem transferidos para o local da inflamacdo ou infecgdo. O
fendmeno de transmigragdo ¢ dividido nas fases de migracdo, rolagem, adesdo, diapedese e
quimiotaxia (Schiffman et al .,1975; Fernandez et al.,1978 ). A migracdo leucocitaria ¢
facilitada pelas moléculas de adesdo, que podem estar presentes em diferentes tipos de células
e sdo expressas por estimulos gerados no sitio do processo inflamatério. Algumas das células
que podem expressar moléculas de adesdo tém sido identificadas como leucocitos,
macrofagos fibroblastos, plaquetas, bem como em células endoteliais. Os fatores
quimiotaticos estimulam tanto os leucécitos como as células endoteliais a expressarem
moléculas de adesdo, facilitando a adesividade entre essas células, processo conhecido como

rolling (Bevilacqua, 1993).

No processo inflamatério trés sistemas de proteinas plasmaticas que
desempenham papel fundamental sdo o sistema de cininas, o sistema complemento, e o
sistema de coagula¢do; todos consistindo de uma série de enzimas inativas que sao

convertidas através de uma cascata de etapas em enzimas ativas. Estes sistemas estdo unidos
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através de uma mistura de interagcdes nas quais as proteinas de um podem ativar um ou os

demais sistemas (Bhole e Stahl, 2003; Opal, 2003; Campbell, 2001).

1.3.1- Inflamacio aguda

A formacdo do edema estd entre os sinais iniciais da inflama¢do. O edema ¢
causado pelo fluxo de fluido rico em proteinas do compartimento transvascular para o interior
do interticio como resultado da acdo da histamina, bradicinina, leucotrienos, componentes do
sistema do complemento, SP e fator de agregagdo plaquetéaria (PAF). Estes fatores alteram de
modo marcante a funcdo de barreira dos pequenos vasos e aumenta a permeabilidade de
capilares e vénulas a 4gua e proteinas (Abbas e Lichtman, 2005; Rang et al., 2001). Diversos
sdo os agentes flogisticos capazes de induzir a liberacdo de mediadores inflamatorios e que

portanto podem ocasionar o edema. Dentre estas substancias estdo a carragenina e a dextrana.

A carragenina causa uma rea¢do inflamatodria facilmente reproduzivel sendo pois,
um irritante padrdo para examinar inflamacdo aguda. Este teste ¢ altamente sensivel para
drogas anti-inflamatérias ndo esteroidais, sendo desde muito, aceito como agente flogistico

para investigar novas drogas de efeito anti-inflamatdrio (Just et al.,1998).

A injecdo intraplantar de carragenina elicita uma resposta inflamatéria que ¢
caracterizada por edema de pata tempo dependente, infiltracdo de neutréfilos e aumento dos
niveis de varios mediadores inflamatérios que operam em uma seqiiéncia para produgdo da
resposta inflamatoria (Vinegar et al.,1969), além do desenvolvimento de hiperalgesia para

estimulos térmicos e mecanicos (Handy e Moore, 1998).

Tem sido bem documentado que varios mediadores inflamatérios tais como
cininas, prostaglandinas, histamina e PAF estdo envolvidos em respostas edematogénicas
elicitadas por carragenina (Kheifets et al, 1989). A formagdo de edema apos a injecdo de
carragenina tem sido descrita como um evento bifasico, consistindo de uma primeira fase,
relativamente rapida, seguida de uma fase tardia mais sustentada (Handy e Moore, 1998). A
fase inicial do edema (0-1h) que ndo ¢ inibida por drogas anti-inflamatorias ndo esteroidais

(DAINS), tais como indometacina ou aspirina tem sido atribuida a liberagdao de histamina, 5-
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HT e bradicinina (Di Rosa et al., 1971). Em contraste, a segunda fase (ap6s a primeira hora)
tem sido relacionada com elevada producdo de prostaglandinas, em especial PGE, e PGF;,

(Di Rosa e Willoughly, 1971).

A carragenina induz a liberagao periférica de NO, o que contribui para a formagao
de edema e desenvolvimento de hiperalgesia em tecido injuriado e inflamagao. A liberagdo
periférica de NO ¢ mediada por 6xido nitrico sintase neuronal (NOS,) na primeira fase da
inflamacdo e por ambos NOS, e 6xido nitrico sintase induzida (NOS;) na fase tardia da
inflamac¢do. NO dilata e promove a permeabilidade microvascular (Gardiner et al.,1990),
resultando na formacdo de edema (Giraldelo, et al.,1994,; Hughes et al., 1990). NO também
aumenta a sintese e liberagdo de mediadores pro-inflamatorios tais como citocinas e espécies
reativas de oxigénio (Marcinkiewiez et al., 1995) e prostanoides (Sautebin et al, 1995),

resultando na formacgao de reagdo inflamatoria.

A dextrana ¢ um polissacarideo de alto peso molecular, capaz de induzir uma
reacdo anafilatica (Van Wauve e Goosens, 1989). No edema induzido por dextrana, percebe-
se um acumulo de fluidos devido a degranula¢do de mastdcitos, caracterizado por apresentar
poucas proteinas e alguns neutrdfilos (Lo et al.,1982). Os principais mediadores envolvidos

na reacao edematosa induzida por dextrana sdo histamina e serotonina (Katz et al.,1984).

E interessante salientar que o edema produzido por substincias como dextrana,
carragenina, formalina, dentre outros agentes flogisticos ndo ¢ especificamente influenciado
por compostos anti-inflamatérios. Uma variedade de outros compostos sdo capazes de reduzir
suas respostas edematogénicas. Especificamente no caso do edema de pata induzido por
carragenina, este pode ser inibido por agentes adrenérgicos, mas ndo por cortisona (Winter et

al., 1962).

1.4- Regulac¢io da temperatura corporal

Os humanos sdao homeotérmicos (sangue quente) e podem manter a temperatura
corporal interna dentro de 0,5 °C acima de uma faixa de temperatura que varia de 12 °C a 60

°C em ar seco (Wheeler, 2006). A temperatura interna do corpo precisa ser mantida dentro de
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uma estreita faixa de temperatura para garantir a fun¢do 6tima das células. Muitas reagdes
enzimaticas dependem da temperatura, sendo consideravelmente lentas com temperaturas
baixas; por outro lado, altas temperaturas podem resultar na desnaturag@o das proteinas, o que

pode iniciar o processo de morte celular (Wheeler, 2006).

Termorregulacdo ¢ o termo dado ao balango existente entre a producgdo e a perda
de calor para que se estabeleca uma temperatura dentro de certa “normalidade” (Cinar e Filiz,
2006). Atualmente, o controle da temperatura do corpo ainda ndo estd totalmente
compreendido, mas sabe-se que a regulacdo da temperatura depende da habilidade do sistema
nervoso em estabelecer o sensoriamento e a integracdo da informacdo térmica entre o

ambiente externo e interno (Wheeler, 20006).

Em mamiferos, se sabe que a temperatura da superficie do corpo ¢ medida por
sensores térmicos (Necker,1972, 1977; Gentle, 1989) e a temperatura interna por estruturas
termosensiveis na area pré—optica (POA), hipotadlamo anterior, coluna espinhal (Necker e
Rautenberg, 1975; Schimidt, 1976, Hammel et al., 1976; Helfmann et al., 1981; Schimidt e

Simon, 1982; Mercer e Simon, 1984); e possivelmente em outros locais.

Pelo menos em mamiferos, embora sensores de frio ¢ calor tenham sido
encontrados na pele e na parte interna do corpo, parece que existe uma domindncia de
informa¢do de sensores de frio cutdneos, enquanto a maioria de estruturas termosensiveis

internas do corpo sdo sensiveis ao calor (Boulant, 1998).

POA ¢ a regido da juncdo entre o telencéfalo e o diencéfalo no cérebro dos
vertebrados; essa regido parece integrar informacdes provenientes da temperatura local do
cérebro com outras temperaturas corporais, sendo, pois, um local termointegrativo e

termosensitivo do sistema nervoso central (Boulant e Dean, 1986; Boulant, 1998).

Tem sido mostrado ainda que o aquecimento da regido pré-Optica elicita uma
variedade de respostas para perda de calor que incluem aumento de secrecdo salivar, aumento
do fluxo sanguineo da pele, bem como respostas comportamentais. Em contraste, o
resfriamento desta 4rea evoca respostas para produgdo de calor, tais como calafrios e
respostas para retencdo de calor, como vasoconstriccio cutdnea além de respostas

comportamentais (Klir e Heath, 1994).
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A febre ¢ uma complexa reagdo fisiopatologica resultante do contato do
hospedeiro com agentes infecciosos ou inflamatérios referidos como pirdgenos exdgenos.
Este contato resulta em uma série de respostas que sdo chamadas em conjunto como “resposta
da fase aguda”. Entre estas respostas pode-se citar, além da febre, a ativacdo endocrina e
imunologica (Dinarello et al., 1988; Blatteis e Schic, 1997). Alguns argumentos apontam os
beneficios da febre, tais como melhora da fun¢do imune e reducdo da proliferacdo bacteriana
particularmente em associacdo com privagdo de ferro (Kluger, 1991; Marnila et al., 1995;

Kluger et al, 1998).

Estes argumentos dao suporte a idéia da febre como um fator importante para a
sobrevivéncia de diversos organismos (ectodermas e endodermas), por outro lado esta pode
ocasionar danos quando acima de certa temperatura. Segundo antigas observac¢des (DuBois,
1949), a febre em humanos raramente excede 41 °C e parece ter limites, sendo postulado que
existem mecanismos de emergéncia que previnem aumento febril da temperatura do corpo
para niveis que pdem em risco a vida devido manifestacdes de dano cerebral (Mackowiak e

Boulant, 1997; Tatro, 2000; Kluger et al., 1998; Roth, 1998; Roth et al., 2004).

1.5- Relevancia

Ha muito, existe a preocupacdo em compreender os processos dolorosos, que apesar de
causar incomodo, desempenham uma fungao biologica essencial, que ¢ de prote¢do. Apesar
dos muitos avangos ja alcangados nesta area existem varias lacunas a serem preenchidas, visto
que muitos dos processos dolorosos ainda sdo dificeis de tratar com os medicamentos

disponiveis no mercado farmacéutico.

Na medicina moderna, muitos produtos naturais tém contribuido enormemente para o

desenvolvimento de drogas de importancia terapéutica, prova disto ¢ que cerca de 25% de
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todas as drogas derivam, direta ou indiretamente, de plantas (Cragg et al., 1997; De Smet,

1997; Shu, 1998).

Apesar das plantas medicinais serem tradicionalmente utilizadas para curas de
enfermidades, ha cinco milénios, por diversas civiliza¢des, a utilizagdo de plantas como fonte
de novas drogas ¢ inexplorado, visto que entre as estimadas 250.000 espécies de plantas
existentes no mundo, somente uma pequena porcentagem tem sido investigada
fitoquimicamente e uma fragdo apenas, submetida aos ensaios farmacologicos (Hamburger e

Hostettmann, 1991).

A despeito do desenvolvimento da terapéutica que tem ocorrido nos ultimos anos, a
comunidade médica ainda precisa urgentemente de analgésicos potentes e eficazes,
especialmente para o tratamento de dores cronicas, visto que milhares de portadores de cancer
ainda continuam utilizando morfina, ou outros derivados opidides, apesar de seus conhecidos
efeitos colaterais. Isso, portanto, tem renovado o interesse das maiores companhias
farmacéuticas em pesquisar produtos oriundos de plantas com o intuito de descobrir

analgésicos potentes e especificos, com menos efeitos colaterais.

A escolha da utilizagdo do eugenol nos nossos ensaios experimentais se deve a todas as
atividades e acdes biologicas atribuidas a este composto como agdo anti-edematogénica, anti-
fungica, anestésica, analgésica, anti-carcinogénica, dentre outras, além deste composto estar
presente na composi¢do de diversos 6leos essenciais de varias plantas do Nordeste brasileiro

que sdo popularmente utilizadas para a cura de diversas enfermidades.

II- OBJETIVOS

2.1- Geral

- Caracterizar os efeitos farmacologicos e toxicolégicos do Eugenol em modelos

experimentais de analgesia e de edema.

2.2- Especificos
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- Determinar os efeitos toxicos do Eugenol em modelo de toxicidade aguda.

- Avaliar os efeitos do eugenol, por via oral, sobre modelos classicos de
nocicep¢ao (teste das contorgdes abdominais, nocicep¢do induzida por formalina, teste da

placa quente).
- Estudar os efeitos do Eugenol, por via oral, sobre a temperatura corporal.

- Analisar a acdo anti-edematogénica do eugenol, por via oral, em modelos de

edema de pata induzidos por dextrana ou carragenina.

III- MATERIAIS E METODOS

3.1- Drogas e Solucdes

As drogas utilizadas para o desenvolvimento da pesquisa foram de pureza
analitica. As solugdes de acido acético (0,6 % v/v; i.p.) e formaldeido (2,5 % v/v; i.pl.) foram
obtidas da Cinética Quimica Ltda e preparadas em solucdo salina (NaCl 0,9 % p/v). A
morfina (10 mg/kg; s.c.), dextrana (1% p/v; i.pl.) e carragenina (1% p/v; i.pl.) foram obtidas
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da Sigma Chemical (St. Louis, MO, USA) e preparadas em solugdo salina (NaCl 0,9% p/v). A
indometacina (10 mg/ml; i.p.)foi obtida da Sigma e preparada em bicarbonato 1 % (NaCl 0,9
% p/v).

As solugdes de eugenol (0,1; 0,3; 1,0; 3,0; 10; 30; 100; 300 mg/kg), foram
preparadas em salina 0,9 % contendo Tween 80 0,1 % v/v seguidas de agitagdo mecanica.
Apds homogenizacdo, estas doses foram administradas por via oral através de canula
orogastrica em um volume final de 0,1 ml/10g de peso corpoéreo do camundongo. O Tween 80

0,1 % foi obtido da companhia Sigma e preparado em solugdo salina (NaCl 0,9 % p/v).

3.2- Animais

Foram utilizados camundongos Swiss albinos machos, pesando entre 25 ¢ 35 g e
ratas Wistar fémeas, pesando entre 250 e 350 g. Estes foram provenientes do Biotério da
Faculdade Christus e mantidos na sala de quarentena do Instituto Superior de Ciéncias

Biomédicas com ciclo claro/escuro de 12 h.

No dia do experimento, os animais permaneceram no laboratdrio a temperatura de

0 . 1 N
22 a 24 "C, por um periodo médio de 2 horas antes da realizagdo dos testes, que ocorreram
entre 9 e 18 h, na fase clara do ciclo. Durante o experimento, os animais tiveram agua ad

libitum.

Os experimentos foram conduzidos de acordo com orienta¢des para cuidados com
animais de laboratorio e consideracdes éticas para investigacdes de dor experimental em
animais conscientes (Zimmermann,1983). Os protocolos experimentais foram aprovados pelo

comité de ética da Universidade Estadual do Ceara.

3.3- Determinacio da toxicidade aguda
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Para determinagdo da toxicidade aguda, os camundongos foram separados em 3
grupos de 6 animais cada. Os grupos foram tratados com eugenol, via oral, nas doses de 600,
1500 e 3000 mg/kg. Apds a aplicagdo, os animais foram observados de forma continua
durante 120 minutos seguido de intervalos de 8/8 horas por 72 horas. O niimero de animais
que chegaram a Obito foi anotado e expresso como percentual do nimero total de animais
injetados. A determinacdo da DL50 foi feita através de interpolag@o logaritimica, onde foram
plotados no eixo das ordenadas os valores dos probitos correspondentes ao percentual de
mortes € no eixo das abcissas as doses da substancia em estudo. Por ocasido da determinagao

da DL50 foram observadas e registradas todas as alteracdes comportamentais visiveis.

Os parametros comportamentais observados foram alerta, atividade motora

espontanea, locomocao, sedacdo, piloerecdo, ptose, dispnéia, mic¢ao e morte.

3.4- Atividade antinociceptiva

Estudos sobre comportamento doloroso em laboratorio geralmente utilizam ratos
e camundongos. Os métodos usados nestes estudos sdo direcionados especialmente para a
deteccao de diferentes modalidades de dor através da variagdo dos tipos de estimulos, sua

localizagdo ou intensidade (Franklin e Abbott,1989).

Os testes de atividade antinociceptiva tiveram como finalidade, avaliar o efeito do
eugenol administrado via oral sobre a indugdo da dor. Foram utilizados modelos de
nocicep¢ao térmica e quimica. Os testes foram usados para distinguir entre as seguintes
hipdteses: se o eugenol possui capacidade de inibir nocicep¢do por mecanismos centrais,

periféricos ou inflamatdrios.

3.4.1- Determinacio do efeito antinociceptivo do eugenol no teste das

contorcdes abdominais induzidas pela injecio intraperitoneal de acido acético

Dentre os varios modelos de dor visceral, o teste das contor¢des abdominais tem

sido usado como método de ilustracdo padrdo para avaliagdo de drogas com atividade
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analgésica (Abdollahi et al., 2003). Inimeras substancias podem desencadear contorgdes € o
acido acético ¢ uma delas (Collier et al.,1968). O 4cido acético produz uma dor indireta, como

resultado de uma inflamag¢ao aguda do peritdnio (Gyres e Knull, 1975).

O teste das contor¢des abdominais induzidas por acido acético € realizado através
da injecdo intraperitoneal dessa substancia noxica e irritante em ratos ou camundongos. Logo
apos a administragdo do 4cido acético os animais apresentam uma resposta nociceptiva que
consiste na forma¢do de uma onda de constri¢cdo e alongamento que passa caudalmente pela
parede abdominal, podendo ser acompanhado por torcedura do tronco seguida por extensao

dos membros posteriores (Siegmund et al., 1957).

No teste das contorgdes ambos os efeitos analgésicos, centrais e periféricos,
podem ser detectados, mas devido a inespecificidade, cautela € necessaria para a interpretagcdo
dos resultados, ¢ importante que outros testes sejam desenvolvidos para confirmacdo de dados

(Vogel e Vogel, 1997).

Muitos mediadores tais como as cininas, a acetilcolina, a SP e as prostaglandinas
participam na transmissdo da nocicep¢do proveniente das visceras (Vogel e Vogel, 1997).
Drogas anti-inflamatorias ndo esteroidais, como a indometacina, alguns inibidores da
monoaminoxidase, antioxidantes, e outros, inibem a sintese endégena de prostaglandinas
induzidos por 4cido acético, inibindo assim as contor¢des abdominais (Deraedt et al., 1976 e
1980). Foi também relatada a participacdo do sistema simpatico nas contor¢des abdominais

através da libera¢do de aminas, como a dopamina (Duarte ef al.,1988).

A metodologia utilizada seguiu o modelo proposto por Vander Wende e Morgolin
(1956) para ratos e modificada por Koster e colaboradores (1959) para camundongos. As
contor¢oes abdominais foram induzidas por administracdo intraperitoneal de 0,1 ml/10g de
peso de 4cido acético 0,6% (v/v). Em seguida, foi realizada a contagem do nimero de
contor¢oes abdominais durante 20 min, sendo iniciada a contagem 10 min ap6s a inje¢ao do

acido acético.

Uma hora antes da avaliagdo, os animais do grupo controle receberam, via oral,
solugdo salina contendo Tween 80 0,1% (veiculo) e os animais dos grupos tratados receberam
diferentes doses de eugenol (0,1; 0,3; 1; 3; 10; 30; 100 mg/kg). Como controle positivo foi

utilizada indometacina (10 mg/kg, i.p.), aplicada 30 minutos antes da inje¢do do 4cido acético.
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3.4.2- Determinacdo do efeito antinociceptivo do eugenol no teste da

formalina

O teste da formalina ¢ um modelo de dor no qual é possivel avaliar a resposta do
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A segunda fase do teste da formalina parece ser um modelo de sensibilizagao
central uma vez que pode ser contraposta por antagonista de receptores NMDA e porque
neurdnios do corno dorsal exibem propriedades associados com sensibilizagdo central quando

registrado durante essa fase da resposta da formalina (Beirith ef al., 1998).

O procedimento utilizado foi similar ao descrito por Dubuisson e Dennis (1977) e
Shibata e colabaradores (1989), com algumas modificacdes. O teste foi realizado a
temperatura ambiente de 22 a 24 °C, na auséncia de fatores experimentais que pudessem

afetar o fluxo sanguineo periférico, devido a grande sensibilidade da resposta da fase tardia.

Foi aplicado, na pata contralateral direita do camundongo, formalina (20 pl de
solugdo 2,5%, v/v), e logo apds a inje¢do da formalina os animais foram colocados
individualmente sob campanulas transparentes (funis de vidro com 20 cm de diametro), ao
lado de espelhos, que serviram para facilitar a observagdo. Foi registrado em crondmetro o
tempo, em segundos, que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata durante as
fases inicial (0-5 min apods aplicagdo da formalina) e tardia (15-30 min apos aplicagdo da

formalina) (Tjolsen et al., 1992).

Uma hora antes da avaliagdo, os animais do grupo controle receberam, via oral,
solugdo salina contendo Tween 80 0,1% (veiculo) e os animais dos grupos tratados receberam
diferentes doses de eugenol (0,1; 1; 3; 10; 30; 100; 300 mg/kg, v.0.). A solucdo de morfina

(10 mg/kg, s.c.) foi utilizada como controle positivo para o teste.

3.4.3- Determinacio do efeito antinociceptivo do Eugenol no teste da placa

quente

O teste da placa quente foi proposto por Woolfe e MacDonald, 1944, e
modificado por Carlini, 1993. Este teste ¢ um modelo de dor muito sensivel as drogas que
atuam centralmente como a morfina e seus derivados sendo baseado no estimulo fasico de alta
intensidade. Este teste pode, portanto, ser utilizado com o intuito de confirmar a relevancia do
componente central no mecanismo de acdo de uma dada substancia (Tjolsen et al., 1992;

Eddy e Leimback,1953).
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O teste consiste em colocarmos o camundongo sobre uma superficie aquecida a
uma temperatura constante de 55+1° C e registramos o tempo que o animal apresenta uma
resposta, medida em segundos. A resposta ao estimulo térmico resulta no ato de morder ou
lamber e/ou saltar. Estes componentes comportamentais estdo relacionados a respostas
supraespinhais (Le Bars et a/.,2001). Os animais utilizados no teste foram submetidos a um
pré-teste no dia anterior e aqueles que apresentaram uma resposta nociceptiva no intervalo de

8 a 12 segundos foram selecionados para o teste.

O grupo controle recebeu solucdo salina contendo Tween 80 0,1% (veiculo) via
oral, enquanto os grupos experimentais receberam eugenol nas doses 1; 10; 100 mg/kg. Apos
a administracdo desta solugdes, os animais foram colocados na placa pré-aquecida e em
intervalos de 30 min até 210 min apds o inicio do teste. O tempo maximo de permanéncia

sobre a placa ndo excedeu 30 s para prevenir possiveis danos teciduais.

3.5- Determina¢do da influéncia do eugenol na regulacio da temperatura

corporal

A fim de avaliar possiveis alteracdes sobre a temperatura corporal induzidas pelo
eugenol (1; 3; 10; 30; 100; 300 mg/kg, v.0.), foi mensurada a temperatura retal, em graus
centigrados, antes e 1h ap6s a aplicacdo das citadas doses do eugenol. Para tal foi utilizado
um termometro de precisdo encapsulado por epox e protegido por uma haste de ago
inoxidavel. A haste, anexada a um mostrador digital, (Harvard, Soutw Natik, MA, USA) foi

introduzida 2 cm, no reto do camundongo.

3.6- Atividade antiedematogénica



40

3.6.1- Determinacio do efeito anti-edematogénico do Eugenol no edema de

pata induzido por carragenina

No edema de pata induzido por carragenina, os camundongos foram pré-tratados
com eugenol nas doses de 30 e 300 mg/kg ou veiculo (tween 80 em solucdo salina), 1 hora
antes de receber a injecdo de 50 pl de carragenina (300 pg/pata) na regido subplantar da pata
traseira do animal. Apos a aplicacdo, o volume (pul) da pata é determinado pelo pletismometro

nos tempos 0, 30, 60, 90, 120, 150, 180 e 240 minutos (Katz et al.,1984; Lo et al.,1982).

3.6.2- Determinacio do efeito anti-edematogénico do Eugenol no edema de

pata induzido por dextrana

Para avaliacdo da atividade antiedematogénica, neste modelo utilizamos ratas
Wistar fémeas, que receberam via oral eugenol nas doses de 30 e 300 mg/kg ou veiculo (0,1%
tween 80 em solugdo salina), 1 hora antes da injecdo subplantar de 0,1 ml de dextrana (300
pg/pata). Nos tempos 0, 30, 60, 120 e 180 minutos apds a injecdo do agente flogistico
medimos o volume das patas (Katz et al.,1984; Lo et al.,1982).

3.7-Analise Estatistica

Os resultados foram aqui apresentados como média * erro padrio da média, onde
(n) representa o n’ de experimentos. Foram considerados estatisticamente diferentes os
resultados que apresentarem probabilidade de ocorréncia de hipdtese de nulidade menor do
que 5% (p < 0,05). Para comparacdo das médias foram utilizados testes de andlise de

variancia entre grupos (ANOVA) e testes ndo paramétricos.



IV — RESULTADOS

4.1- Toxicidade aguda do Eugenol

A toxicidade aguda do eugenol foi de 1173,33 mg/kg.

41
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4.2- Avaliacao do efeito do Eugenol em modelos de nocicepc¢ao

4.2.1- Efeito do Eugenol no teste das contor¢des abdominais induzidas por

acido acético

A figura 1 apresenta os resultados do efeito do Eugenol, administrado por via oral,

no teste das contor¢des abdominais induzidas por acido acético em camundongos.

O Eugenol, nas doses de 0,1 e 0,3 mg/kg, ndo apresentou efeito significativo
quando comparado ao grupo controle. Por outro lado, nas doses de 1, 3, 10, 30 e 100 mg/kg, o
Eugenol apresentou atividade antinociceptiva, que ndo se mostrou dose-dependente,
promovendo uma reducdo significativa (p < 0,05,teste t) no numero de contor¢des
abdominais, que foi de 53,8 + 1,5 no grupo controle. O Eugenol alcangou redu¢do maxima na
dose de 3 mg/kg (39% em relacdo ao controle), para as doses de 1, 10, 30 e 100 mg/kg as

reducdes foram, respectivamente, de 26%, 35%, 31% e 31% em relagdo ao grupo controle.

A indometacina (10 mg/kg), droga que bloqueia a sintese de prostaglandinas, aqui
utilizada como controle positivo, diminuiu em aproximadamente 99% o nimero de

contor¢oes abdominais em relagdo ao controle (p < 0,05, Boferroni T- test).
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; 4 6

Diminuigao da

atividade motora

espontinea

Sedacao - 4 6
Piloeregao - 3 6
Dispnéia - 2 3
Ptose - - 3
Micgao - - -
Morte - 1 6

TABELA 1: Parametros comportamentais observados para determinagdo da toxicidade aguda
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Efeito do eugenol no teste das contor¢des abdominais
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(n=8)
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1
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1

*

(n=8)

*

(n=8)

(n=8)

*

(n=5)

I Controle

I Eugenol 0,1 mg/kg
I Eugenol 0,3 mg/kg
I Eugenol 1 mg/kg
[ Eugenol 3 mg/kg
I Eugenol 10 mg/kg
I Eugenol 30 mg/kg
1 Eugenol 100 mg/kg
I Indometacina

(n=5)

FIGURA 1: Efeito antinociceptivo do Eugenol, administrado por via oral, no
teste das contor¢des abdominais induzidas acido acético. As colunas
representam a média do nimero de contor¢des e as barras verticais o erro
padrdo da média. * p<0,05, em relagdo ao grupo controle.
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4.2.2 — Efeito do Eugenol no teste de nocicep¢io induzida por formalina

Os resultados apresentados na figura 2 mostram que o Eugenol administrado por
via oral, 60 minutos antes do teste, causou inibicdo significativa (p < 0,05, teste t) da dor
caracteristica da primeira fase do teste de formalina (fase neurogénica) nas doses de 1 e 3
mg/Kg, diminuindo em 31% e 29%, respectivamente, o tempo em que o animal passou

lambendo a pata, que foi de 54,5 + 2,7 s no grupo controle.

Na segunda fase (dor inflamatéria) somente com a dose de 3mg/kg o Eugenol foi
capaz de reduzir de forma significativa (p < 0,05, teste t) a dor induzida pela inje¢do intra-
plantar de formalina, diminuindo em 29% o tempo em que o animal passou lambendo a pata,

que foi de 147,9 + 8,9 s no grupo controle.

A morfina, droga de referéncia utilizada neste teste como controle positivo na
dose de 10 mg/kg, causou inibicdo de 98 % e 94 % respectivamente na primeira e segunda

fases do teste da formalina.
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FIGURA 2: Efeito antinociceptivo do Eugenol, aplicado por via oral, no
teste formalina. Ordenada, tempo gasto (em segundos) pelos animais
lambendo a pata. As colunas representam a média do tempo de lambida da
pata e as barras verticais o erro padrdo da média. * p<0,05, em relacdo ao
grupo controle.
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4.2.3- Efeito do Eugenol no teste da placa quente

Conforme resultados apresentados na figura 3, o Eugenol administrado por via
oral, na dose de 100 mg/kg causou aumento do tempo de laténcia de resposta ao estimulo
térmico no teste da placa quente nos tempos de 90 e 120 minutos aumentando o tempo de
resposta, respectivamente, de 11,6 + 0,6 s e 10,6 + 0,4 s, no grupo controle, para 17,5+ 1,5s e

20,1 +2,4 s, no grupo experimental.

4.3— Efeito do Eugenol no teste da temperatura corporal

Conforme os dados apresentados na figura 4, os animais tratados com Eugenol,
nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg, apresentaram uma reducao na temperatura corporal quando
comparado com o grupo controle. No grupo controle a variacdo de temperatura 1 h apos o
tratamento com tween 0,1 % foi de 0,17 °C, j& nos grupos experimentais a variagio de
temperatura, apds 1 h de tratamento com Eugenol, nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg, foi,

respectivamente, de -1,2 °C; -0,9 °C; -1,7 °C.
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FIGURA 4: Efeito do Eugenol aplicado por via oral, sobre a
variagdo da temperatura corporal. Ordenada, variacdo da temperatura
1h apds o tratamento. As colunas representam a média da variagdo da
temperatura e as barras verticais o erro padrdo da média. * p < 0,05,
em relacdo ao grupo controle

49



50

4.4- Avaliacao do efeito do Eugenol em modelos de edema

4.4.1- Efeito do Eugenol no modelo de edema de pata induzido por

carragenina

De acordo com os resultados apresentados na figura 5, a administragdo oral de
Eugenol reduziu de maneira significativa o volume do edema de pata induzido pela injecao
intra-plantar de carragenina. No grupo controle os volumes de edema de pata foram de 78,3 +
5,7 uL, 104,1 + 7,4 uL e 100,0 + 5,0 puL, respectivamente nos tempos de 120, 180 e 240
minutos. O pré-tratamento com Eugenol na dose de 300 mg/Kg reduziu significativamente o
volume de edema para 45,0 + 2,8 uL, 47,5 + 12,5 uL e 77,5 + 4,7 uL respectivamente nos
tempos de 120, 180 e 240 minutos, reducdes equivalentes a 42,5 %, 54,3 %, 22,5 % (p < 0,05,
teste T). O pré-tratamento com Eugenol na dose de 30 mg/Kg reduziu significativamente o
volume de edema para 71,4 + 7,9 uL, no tempo de 240 minutos, reducgdo equivalente a 28,6

% (p <0,05, teste T).

4.4.2- Efeito do Eugenol no modelo de edema de pata induzido por dextrana

Conforme apresentado na figura 6, a administragdo oral de Eugenol reduziu de
maneira significativa o volume do edema de pata induzido pela injecdo intra-plantar de
dextrana. No grupo tratado com Eugenol 300 mg/Kg o volume do edema foi reduzido
significativamente, respectivamente nos tempos de 60 e 120 min, de 600,0 + 77,7 uL e 625,0
+ 68,3 uL no grupo controle para 348,3 + 61,0 uL e 436,6 + 82,7 uL no grupo experimental,

uma reducdo equivalente, respectivamente, a 42 % e 30 % (p < 0,05, teste T).
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Efeito do eugenol no edema de pata induzido por carragenina
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FIGURA 5: Efeito antiedematogénico do Eugenol, aplicado por via oral, no
edema de pata induzido pela injecdo intra-plantar de carragenina. Abscissa, tempo
decorrido em minutos ap6s a injecdo de carragenina; ordenada, variagdo do
volume da pata em pL. Os pontos representam a média da variacdo do volume da
pata direita apds a injecdo intra-plantar de carragenina e as barras verticais o erro
padrao da média. * p<0,05, em relagdo ao grupo controle.



lume (uL)

variacao vo

52

Efeito do eugenol no edema de pata induzido por dextrana
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FIGURA 6: Efeito antiedematogénico do Eugenol, aplicado por via oral, no
edema de pata induzido pela injecdo intra-plantar de dextrana. Abscissa, tempo
decorrido em minutos apos a injecdo de dextrana; ordenada, variacdo do volume
da pata em pL. Os pontos representam a média da variagdo do volume da pata
direita ap6s a inje¢do intra-plantar de carragenina e as barras verticais o erro
padrdo da média. * p<0,05, em relagdo ao grupo controle.
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V — DISCUSSAO

Diversos estudos tém sido desenvolvidos em grandes centros de pesquisa, no
intuito de descobrir e comprovar as atividades bioldgicas e farmacologicas dos constituintes
oriundos de varios oleos essenciais de plantas utilizadas na medicina popular. Dentre estes
constituintes de o6leos, o derivado fendlico 4-alil-2-metoxifenol, designado Eugenol,
conhecido comumente como esséncia de cravo, talvez seja o mais estudado desde o inicio do
século passado até os ultimos anos (Bonastre, 1967). O grande interesse em estuda-lo talvez
se deva a seus diversos efeitos farmacologicos comprovados e a sua baixa toxicidade

(Dundee, 1971; Huang et al., 1990; Leal- Cardoso et al., 2002).

Neste trabalho apresentamos os resultados oriundos da avaliagdo das atividades
antinociceptiva e antiedematogénica do Eugenol, bem como seu efeito sobre a temperatura

corporal, quando administrado por via oral.

Os resultados obtidos em trés diferentes modelos experimentais de nocicepcao
(teste das contor¢des abdominais, teste da formalina e teste da placa quente) por nos utilizados
indicam que o Eugenol apresenta uma significativa atividade antinociceptiva. A propriedade
anti-inflamatoria do eugenol foi também detectada através da inibicdo do edema de pata
induzido por carragenina e dextrana, um método farmacolégico padrao de avaliagao do efeito

anti-edematogénico de produtos naturais (Vinergar ef al.,1969).

Avaliamos a toxicidade aguda do Eugenol através da DL50, que ¢ um dos
parametros tradicionais mais valiosos para a verificacdo desse tipo de toxicidade. A DL50
para o Eugenol foi de cerca de 1,2 g/kg. Vale ressaltar que as doses que apresentaram efeito
antinociceptivo, anti-edematogénico, bem como redutor da temperatura corporal encontram-
se bem abaixo da dose toxica, configurando um grande indice terapéutico desta substancia. E
importante ainda lembrarmos que a determinagdo da toxicidade aguda foi realizada por via
oral. Esta ¢ a via preferida para a administragdo de medicamentos por ser mais cdmoda para o
paciente além de ser economicamente mais vidvel. Além do que a maioria da populagdo faz

largo uso de medicamentos “caseiros” através da utilizagao de chas.
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Iniciamos nosso estudo utilizando o teste das contor¢des abdominais induzidas
pelo 4cido acético. Este modelo abrange diferentes mecanismos nociceptivos tais como
sistema simpatico (liberagdo de aminas biogénicas), via da cicloxigenase e seus metabolitos
(Duarte et al,1988) bem como mecanismos opidides (Collier et al.,1968). O teste das
contor¢oes abdominais induzidas por acido acético, em camundongos, tem se mostrado
bastante eficiente na avaliacdo do efeito antinociceptivo (Vaz et al.,1996; Viana et al., 2000;
Moore et al.,1991; Rabelo et al.,2003; Carvalho et al.,1996). Além disso, este teste possibilita
ap6s uma adaptagdo correlacionar valores de doses efetivas obtidas em roedores e doses
analgésicas em humanos (Dubinsky et al., 1987). Embora o teste das contor¢des abdominais
ndo apresente especificidade, possui a vantagem de ser sensivel, permitindo a detec¢ao
mesmo de analgésicos fracos. Este modelo permite avaliar a atividade de substincias que
atuam principalmente a nivel periférico, mas pode detectar também aquelas que atuam a nivel
central, sendo valioso para uma investigagdo antinociceptiva abrangente (Deraedt ef al., 1980;

Le Bars et al., 2001).

O Eugenol diminuiu significantemente as contor¢des abdominais nas doses de 1,
3, 10, 30 e 100 mg/kg, apresentando redu¢do maxima de 39% em relacdo ao controle, na dose
de 3 mg/kg. Tal resultado aponta para uma agdo anti-inflamatoria periférica do eugenol. Este
pode agir sobre a via de sintese de prostaglandinas uma vez que o acido acético, aplicado
intraperitonealmente, provoca a biossintese e a liberacdo de consideraveis amostras de
prostaglandinas e cininas no fluido peritoneal (Northover, 1963; Gyres e Knull, 1975; Deraedt
et al., 1976; Franzotti et al.,2002). Esses dados corroboram com achados vistos na literatura,
onde Anamura e colaboradores em 1988, demonstraram que o efeito analgésico do Eugenol
em terapias endoddnticas poderia resultar de sua acdo inibitdria sobre o metabolismo do 4cido

araquidonico.

Uma vez que a dor visceral induzida pela inje¢do de 4cido acético caracteriza-se
como uma dor de origem inflamatdria, pode ser prevenida através do tratamento com
farmacos anti-inflamatérios ndo-esteroidais. Tais constatagcdes foram aqui reforcadas, uma vez
que a indometacina (10 mg/kg), droga analgésica e anti-inflamatoria ndo esteroidal, reduziu
em aproximadamente 99% o niimero de contor¢des abdominais em relagdo ao controle. Este

dado ¢ condizente com o relatado por Heapy e coloboradores em 1993.

O uso de diferentes testes nociceptivos ¢ util na deteccdo e revelagdo da

verdadeira atividade antinociceptiva, uma vez que podem existir atividades falso-positivas,
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onde agentes que ndo sdo considerados analgésicos, na realidade apresentam tal fungdo (Loux

etal., 1978).

Dentro deste contexto, outro modelo experimental aqui utilizado foi o teste da
formalina. A injecdo intraplantar de formalina age como um estimulo noxio e induz a uma dor
difusa, moderada e de longa duragdo que possui profunda conexdo com uma injuria tissular, o
que faz deste teste um valido modelo de dor clinica. Este teste ¢ titil ndo somente para avaliar
drogas analgésicas, mas também para elucidar mecanismos de dor e analgesia. Tem sido
ainda postulado que a dor periférica mediada pela formalina pode ser analoga a dor humana
poOs-operatoria (Abbott e Franklin, 1986). Apds a inje¢do de formalina na pata o
comportamento nociceptivo pode ser dividido em duas fases, uma resposta rapida (primeira
fase) e uma resposta tardia prolongada (segunda fase) (Dubuisson e Dennis, 1977; Heapy et

al., 1987).

Neste modelo o Eugenol também foi capaz de reduzir a nocicep¢ao causada pela
injecdo intraplantar do agente ndxico, confirmando sua agdo antinociceptiva; no entanto, este
efeito s6 foi confirmado para baixas doses. Na primeira fase do teste, que evoca um quadro
doloroso devido a estimulacdo direta dos nociceptores e ativacdo predominante das fibras C, o
Eugenol apresentou efeito nas doses de 1 e 3 mg/kg, o que, de certa forma corrobora com
resultados apresentados na literatura onde o Eugenol, em baixas concentracdes, ¢ um inibidor
da atividade nervosa de forma revesivel. Além disto, também ja foi demonstrado que a
aplicagdo de baixas concentragcdes de Eugenol em polpa dentaria apresenta efeito analgésico

na dor mediada através de fibras C (Ozeki, 1975; Kozam, 1977).

Com relagdo a segunda fase do teste da formalina o Eugenol apresentou efeito
antinociceptivo somente na dose de 3 mg/kg. Embora a segunda fase da formalina seja, assim
como as contor¢des abdominais induzidas por acido acético, resultado de uma dor
inflamatoria, o Eugenol ndo foi capaz de apresentar o mesmo efeito encontrado no teste das
contor¢cdes para doses equivalentes. Estes dados parecem contraditorios, no entanto ¢
importante ressaltar que alguns dos mediadores inflamatorios liberados na segunda fase do
teste da formalina ndo sdo os mesmos liberados no teste das contor¢gdes abdominais. Outro
aspecto a ser considerado € que, além das respostas inflamatorias locais, a segunda fase da
formalina relaciona-se com processos na coluna espinhal induzidos pela primeira fase, sendo
também um modelo de sensibilizacdo central, envolvendo especialmente receptores NMDA

(Dickenson e Sullivan, 1987; Hunskaar ¢ Hole, 1987; Brown et al., 1968).
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Outro modelo experimental de dor € o teste da placa quente, que se caracteriza por
apresentar respostas de curta duragdo frente a estimulos fasicos de alta intensidade (Gyres e
Torma, 1984). A atividade analgésica no teste da placa quente ¢ mediada supraespinalmente e
pode ser causada pela inibigdo da sintese de PG. A atividade nocicepiva central pode ser
avaliada através deste modelo térmico embora este mecanismo térmico seja pobremente
compreendido (Jain et a/.,2001; High, 2001; Brochet et al., 1986).0 teste da placa quente
também ¢ bastante utilizado para a avaliagdo ou comparacdo de agentes analgésicos. Este
teste, assim como o teste das contor¢des nos possibilita ainda indicar a acdo do eugenol na dor
aguda (Yeh, 1985; Silva et al.,2003; Leal et al.,1977; Bighetti et al., 1999; Tita et al., 2001).
Quando utilizamos o teste da placa quente em torno de 50 °C ou abaixo desse valor apesar de
se ter um aumento na variabilidade dos resultados, o que dificulta a andlise estatistica
podemos identificar analgésicos mais fracos ou menos potentes, tais como o acido acetil
salicilco e o acetaminofen (Edd e Leimback, 1953; Le Bars et al., 2001). Por outro lado,
temperaturas superiores a 50 °C detectam substancias com efeito central. Apesar de ser
considerado um teste sensivel a analgésicos que agem a nivel central o teste da placa quente ¢
um modelo animal que além de avaliar a atividade de farmacos opidides, também demonstra
atividades para outras drogas de efeito central, tais como sedativos e hipnéticos (Le Bars et

al.,2001; Abbott et al., 1982).

Os achados desse estudo demonstraram que o eugenol administrado por via oral
inibiu significantemente a nocicep¢ao induzida por estimulo térmico e que portanto, 0 mesmo
pode apresentar efeitos a nivel de sitios centrais, sejam na medula espinhal e/ou em niveis

mais altos no sistema nervoso central.

Tendo em vista que a aplica¢do intracerebroventricular do eugenol causa efeito
hipotermizante decidimos avaliar seu comportamento quando aplicado via oral e percebemos
que ele apresentou significativa a¢do redutora sobre a temperatura corporal nas doses de 30,
100 e 300 mg/Kg. Para nos ndo foi surpresa observar uma redugdo na temperatura corporal
dos animais tratados com eugenol, ja que o eugenol parece agir perifericamente a nivel de
mediadores inflamatorios, principalmente prostagandinas, e estas por sua vez, juntamente com
histamina, bradcinina e leucotrienos, estdo relacionadas a estados febris (Brune e Alpermann,

1983).

Embora ndo tenhamos desenvolvido modelo de febre, sabendo que a febre esta

relacionada a producdo de mediadores inflamatérios tais como prostaglandinas, e cientes de



57

que o eugenol promove uma diminui¢do da sintese de prostaglandinas e efeito de reducao da
temperatura corporal podemos supor que ele poderia ser utilizado como antipirético (Akio et
al., 1988; Gupta et al.,2005). Tais resultados corroboram com outros achados anteriormente
descritos na literatura, onde o eugenol teve potente agdo antipirética, quando aplicado central
e perifericamente, revertendo totalmente a febre, enquanto o acetaminofen s6 reduziu a febre

em 68% para doses equivalentes (Feng e Lipton, 1987).

Esté clara a intima relagdo entre a dor e processos inflamatérios. A liberagdo de
mediadores tais como prostaglandinas e leucotrienos exercem papel fundamental na génese
dos sinais e sintomas do processo inflamatorio. Em diferentes tipos de inflamacdo alguns
mediadores possuem ac¢do mais proeminemte do que outros, esses mediadores uma vez

liberados, podem interferir em diversos mecanismos celulares, desenvolvendo sinais e
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O edema induzido por carragenina se caracteriza pela liberagdo de histamina e
serotonina em tecidos injuriados (Van Wauve e Goosens, 1989) e ao contrdrio do edema
induzido por dextrana induz a formacdo de um exudato rico em proteinas e com um largo
numero de neutrofilos (Lo et al., 1982). Em particular, a resposta imune para injecao
intraplantar de carragenina envolve a ativacdo de macréfagos residentes, células mastocitarias
e células endoteliais, que resultam em liberacdo de um numero de citocinas pro-inflamatorias
e mediadores (incluindo TNFa, IL-B, IL-6, e 6xido nitrico). Neutréfilos sdo as primeiras
células imunes recrutadas da circulagdo para a pata inflamada. Neutréfilos alcangam o pico
de 1 2 a 3 h apds a aplicagdo da carragenina e o periodo de influxo de neutrofilos ¢ seguido
por um periodo de influxo de macréfagos (Cunha et al.,1991,1992, 2005; Leung et al.,2001;
Sampson, 2000; Walker et al., 2005).

O Eugenol apresentou significante reducdo do edema induzido por carragenina no
tempo de 180 minutos, tempo este, que coincide com o pico do edema e onde ha
predominancia de sintese de prostaglandinas (feito caracteristico da segunda fase) (Brito e
Antonio, 1998). Estes achados nos levam a hipotetizar que o efeito anti-edematogénico do
Eugenol possa estd relacionado a inibicdo da liberagdo e/ou acdo das prostaglandinas,
reforcando as conclusdes obtidas com os resultados apresentados pelo Eugenol nos teste

nociceptivos.

E conhecido que nos locais da inflamagdo existem altas concentragdes de radicais
livres e substancias oxidantes que apresentam importante envolvimento em diferentes
processos inflamatorios. Portanto, componentes anti-oxidantes podem ser coadjuvantes na
finalizagdo do processo inflamatério (Salvemini et al.,1996). Apresentando, pois o eugenol
atividade anti-oxidante, talvez possamos hipotetizar que seu efeito anti-inflamatério revelado
através de seu anti-edematogénico também se deva , pelo menos em parte a sua atividade

anti-oxidante (Ito et al.,2005).

E bem estabelecido que dextrana e a carragenina, modelos de inflamagio (Brito e
Antonio, 1998) induzem ao edema de pata em roedores por mecanismos diferentes. A
dextrana ¢ um polissacarideo de alto peso molecular que produz uma reacao anafilatica apos
sua injecdo nas extremidades em ratos e camundongos € o edema neste modelo ¢ uma
consequénia da liberacdo de histamina e serotonina das células mastocitarias (Rowley e
Benditt, 1956); percebe-se ainda um acumulo de fluidos, devido a degranulacao de

mastdcitos, com poucas proteinas e alguns neutrédfilos (Lo et al., 1982).
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A histamina ¢ uma amina basica relacionada a processos alérgicos e inflamatdrios,
causando dentre varios efeitos vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular, sendo
considerada um dos principais mediadores do edema de pata induzido por dextrana (Rang et
al.,2001). Correlacionando estes aspectos com os resultados apresentados pelo Eugenol no
edema de pata induzido por dextrana pode-se sugerir que o Eugenol seja capaz de inibir a
liberagdo de histamina dos mastocitos, indicando que este monoterpeno pode apresentar efeito
estabilizador da membrana das células mastocitarias (Ortner e Chignell, 1981). Estes
resultados foram condizentes com os achados de Kim e colaboradores, 1997, onde se
percebeu que o eugenol inibiu a degranulacdo de mastocitos prevenindo reagdo anafilatica

além de inibir a liberagdo de histamina de células mastocitérias in vivo e in vitro.

Os resultados aqui apresentados ndo sdo suficientes para afirmar que o Eugenol
possa ser usado, por via oral, como agente antinociceptivo e/ou anti-edematogénico. No
entanto, nossos dados corroboram e estendem com dados encontrados na literatura que
apontam o Eugenol como uma op¢do terapéutica para ser usada na clinica de dor e

inflamacao.
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VI- CONCLUSOES

1. Os dados obtidos neste estudo mostraram que o Eugenol, administrado por via oral,

apresenta baixa toxicidade.

2. O Eugenol demonstrou atividade antinociceptiva periférica sobre a dor inflamatoria,
uma vez que diminuiu o numero de contor¢des abdominais induzidas pela inje¢do
intraperitoneal de 4cido acético e pela injecdo intraplantar de formalina na fase tardia do teste.
Apresentou ainda acdo antinociceptiva com relacdo a dor de origem neurogénica, inibindo de

forma significativa a dor caracteristica da primeira fase da formalina.

3. O Eugenol pode ter efeitos em sitios centrais, uma vez que aumentou o tempo de

laténcia de resposta ao estimulo térmico no teste da placa quente.

4. Foi observado ainda, que o Eugenol proporcionou uma reducdo da temperatura

corporal, o que nos leva a propor uma futura avaliacdo sobre a sua utilizagdo em estados

febris.

5. Com relagdo ao efeito antiedematogénico, o Eugenol pode apresentar esta
caracteristica devido a uma possivel atividade sobre a liberacdo de histamina e/ou sobre a

acdo e/ou sintese de prostaglandinas.
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