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RESUMO

EFEITO DO METILEUGENOL NA EXCITABILIDADE NERVOSA EM NERVO
CIATICO DE RATO — Paulo Marconi Linhares Mendonga. Dissertacio apresentada ao
Mestrado Académico em Ciéncias Fisiol6gicas, como pré-requisito parcial para obtencao para
o grau de Mestre.

O Metileugenol (ME) € um dos andlogos do eugenol cujo peso molecular é 178,2; cor
amarelo ouro, odor marcante e forte, insolivel na dgua e solivel em cloroférmio e éter,
também conhecido como: 1,2 dimetoxi-alilbenzeno; sendo constituinte de um grande nimero
de plantas aromaticas do Nordeste do Brasil, tais como: Myristica fragran H. (Myristicaceae),
Ocimum basilicum L. (Apiaceae), Doryphora sassafrds Endl. (Monimiaceae), and Croton
nepetaefolius Baill (Euphorbiaceae), também conhecido pela denominacdo comum de
“Marmeleiro Sabid”. Esse composto € usado na industria de cosméticos na fabricacdo de
sabdes, nos xampus e como agentes flavorizantes nas geléias, em bebidas ndo alcodlicas,
goma de mascar e sorvetes. O ME assim como o eugenol possui atividade antibacteriana
moderada induz efeitos no SNC, tais como hipotermia diminui¢do da atividade motora
espontanea, perda da capacidade de manutencdo postural, efeitos miorrelaxantes,
anticonvulsivantes e, em doses maiores, anestésicos gerais, sem comprometimento dos niveis
de aminas cerebrais.Neste estudo, nds verificamos os efeitos do ME no potencial de acdo
composto (PAC) de nervo cidtico de rato, bem como as variagdes na amplitude pico-a-pico
(APP), nas amplitudes positivas do primeiro e segundo componentes, velocidade de conducao
do primeiro e segundo componentes e a integral. Para registro extracelular do PAC, nervos
cidticos dissecados de ratos Wistar foram montados em uma cimara de Harvard e estimulados
a uma freqiiéncia de 0,2 Hz e 20 Hz, com pulsos elétricos de 20 — 40 V, 50 - 100us de
duracdo. O ME induziu bloqueio do PAC dependente de concentracdo. A concentrac¢ao 0,1
mM ndo demonstrou efeito. Mas nas concentragdes de 0,3; 0,6; 1; 2 e 4 mM houver reducdo
da APP respectivamente dos controles: [6,8 £ 2,9 mV (N=3), 8,3 + 1,8 mV (N=4), 9,1 £ 1,7
mV (N=4), 8,6 = 1,3 mV (N=5), 6,2 + 1,3 mV (N=3)] para 89,7 + 15%, 38,5 = 5,3%, 43,2 +
15,3%, 6,59 £ 1,92%, 2,8 £ 1,88%. O ME bloqueou as amplitudes positivas e velocidades de
conducdo do primeiro e segundo componentes do PAC nas concentracdes acima citadas,
sendo a amplitude positiva do primeiro componente reduzida dos controles: [2,96 £ 1,2 mV
(N=5), 2,6 £ 0,5 mV (N=7), 3,8 £ 0,7 (N=6), 3,2 + 0,5 mV (N=5), 1,9 + 0,6 mV (N=3)] para
65,5 + 22,9%, 69,0 = 12,6%, 62,5 + 13,7%, 30,5 = 21,9%, 25,3 + 8,8% e velocidade de
conducdo para: [93,2 + 10,5 mV (N=5), 96,1 + 23,9 mV (N=7), 72,2 £ 6,1 mV (N=6), 64,4 £
1,9 mV (N=6), 56,8 + 2,0 mV] para 76,6 = 19,9%, 72,7 + 6,3%, 72,0 * 3,0%, 62,2 + 13%,
sendo que na concentracdo de 4,0mM nao houve resolucdo para a medida da velocidade de
conducdo A reducdo da velocidade de condugdo do segundo componente dos controles: [24,1
+ 2,4 mV (N=5), 27,7 £ 5,5 mV (N=7), 25,2 £ 1,7 mV (N=6), 26,2 £ 2,1 mV (N=6), 21,7 +
0,89 (N=3)] para 71,3 + 18,6%, 59,0 £ 11,4%, 56,9 + 1,8%, 9,5 * 9,5%, sendo que na
concentracdo de 4,0mM ndo houve resolucdo para a medida da velocidade de condugdo. Na
concentracdo de 0,6 mM que promoveu uma inibi¢do em torno de 50% da resposta maxima
foi calculada a integral com diferenca estatistica significante em relaciao ao controle (valor ao
fim do periodo de estabiliza¢do). Os dados do trabalho demonstram que o ME bloqueia a
excitabilidade nervosa.

Palavras-chave: Metileugenol, 6leo essencial, nervo cidtico, potencial de a¢do composto,
excitabilidade nervosa, velocidade de condugao.



ABSTRACT

THE EFFECT OF METHYLEUGENOL IN NERVOUS EXCITATION IN SCIATIC
NERVES OF RATS — Paulo Marconi Linhares Mendonga. Dissertation presented to the
Master’s Degree Academy of Physiologic Sciences as prerequisite for the acquisition of
Master of Science Academic Award.

The methyleugenol (ME) is one of the eugenol’s analogous which molecular weight is 178.2;
Gold-like yellow, strong and striking odor, insoluble in water and chloroform-soluble and
ether, also known as: 1,2 dimetoxi-alilbenzeno; being constituent of a large number of
aromatic plants from the Northeast of Brazil, such as: Myristica fragran H. (Myristicaceae),
Ociumum basilicum L. (Apiaceae), Doryphora sassafrds Endl. (Monimiaceae), and Croton
nepetaefolius Baill (Euphorbiaceae), also widely known by the name of “Marmeleiro Sabiad”.
This compound is used in the cosmetics industry for the fabrication of soaps, shompoos and
as flavourizant agents in jams, in non-alcoholic drinks, chewing gums and ice creams. The
ME just as the eugenol, possesses moderate anti-bacteria activivy, inducing efects on the SNC
such as hypothermia, diminution of the spontaneous motor activity, loss of the capacity to
maintain the posture, mioralaxing effects, anticonvulsivants and, in large doses, general
anaesthetics, without compromissing the levels of brain aminas. In this study, we verified the
effects of ME in the compound action potential (CAP) of rat’s sciatic nerve, and the variation
in the large-ness peak-to-peak (APP), in positive large-ness of the first and second
compounds, conduction speed of the first and the second compounds and the integral. For
celular register of CAP, dissectated sciatic nerves of rats Wistar were assembled on a chamber
of Harvard and stimulated at the frequency of 0,2 Hz and 20 Hz, with electrical pulses of 20 —
40 V, 50 - us of duration. The ME induced blockade of CAP dependant of the concentration.
The concentration 0,1 mM did not demonstrate effect. 0,3; 0,6; 1; 2 and 4 mM reduced the
APP respectively of the controls: [6,8 £ 2,9 mV (N=3), 8,3 £ 1,8 mV (N=4), 9,1 £ 1,7 mV
(N=4), 8,6 £ 1,3 mV (N=5), 6,2 + 1,3 mV (N=3)] to: 89,7 £ 15%, 38,5 = 5,3%, 43,2 + 15,3%,
6,59 + 1,92%, 2,8 £ 1,88%. The ME blocked the positive amplitudes end speeds of
conduction of the first and second compounds of CAP in the concentrations above mentioned,
being the positive amplitude of the first compound reduced from the controls: [2,96 £ 1,2 mV
(N=5), 2,6 £ 0,5 mV (N=7), 3,8 £ 0,7 (N=6), 3,2 £ 0,5 mV (N=5), 1,9 £ 0,6 mV (N=3)] to:
65,5 +22.9%, 69,0 = 12,6%, 62,5 £ 13,7%, 30,5 = 21,9%, 25,3 * 8,8% e conduction speed to:
[93,2 £ 10,5 mV (N=5), 96,1 + 23,9 mV (N=7), 72,2 + 6,1 mV (N=6), 64,4 + 1,9 mV (N=6),
56,8 = 2,0mV] to: 76,6 £ 19,.9%, 72,7 + 6,3%, 72,0 £ 3,0%, 62,2 + 13%, but in the
concentration of 4 mM there was no resolution for the measurement of the conduction speed.
The conduction speed of the second compound being reduced [(93,19 =+ 10,49 mV (N=5);
96,06 = 23,95 mV (N=7); 72,26 £ 6,06 mV (N=6); 64,43 £ 1,88 mV (N=6); 56,87 + 2,06 mV
(N=3)] to: [76,67 = 19,9% (N=5), 72,7 + 6,32% (N=7); 72 £ 7,44% (N=6); 62,2 £ 31,8%
(N=6), but in the concentration of 4 mM there was no resolution for the measurement of the
conduction speed. On the 0,6 mM concentration, which promoted a = 50% inhibition of the
maximum response, an integral was calculated with a significant statistical difference when
related to the control (value at the end of the stabilization period). The data on the assignment
shows that the ME block the nervous excitability.

Key-Words: Methyleugenol, essential oil, sciatic nerve, compound action potential, nerve
excitability, conduction velocity.
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INTRODUCAO

1. Historia dos Produtos Naturais

A histéria da utilizacdo de produtos naturais na medicina se perdem na origem dos
tempos. Os relatos mostram que os povos pré-historicos tiveram os primeiros conhecimentos
sobre as plantas medicinais e que em todas as partes o mundo foi-se desenvolvendo sistemas
de terapéuticas que faziam uma relagdo e interacdo que combinavam elementos empiricos,
racionais, religiosos e magicos. Existem registros que hd 80.000 anos os povos do periodo
Paleolitico utilizavam a vasta flora que os cercavam e utilizavam as plantas bem como suas
partes e, hd 50.000 anos o homem do periodo neolitico foi enterrado numa cova em Shanidar’,
com ramos de flores e ervas. Outros escritos mostram que no mesmo periodo povos
cultivavam aproximadamente duzentos tipos distintos de plantas, e delas retiravam suas
qualidades medicinais, sendo feito os registros por volta de 14.000 através de pinturas de

curandeiros feitas por artistas (COWEN, 1994).

O conhecimento sobre as plantas sempre tem acompanhado a evolu¢do do homem
com o passar dos anos. As populagdes mais primitivas cedo perceberam a existéncia, ao lado
das plantas comestiveis, de outras plantas que utilizadas empiricamente mostravam seu poder

curativo.

As doencas sdo tdo antigas como a humanidade e as populacdes antigas e os
povos pré-histéricos ndo escaparam em absoluto delas, a dor e a morte. A visdo da cura tinha
uma concepgdo espiritualista e acreditavam que todos possuiam espirito, e que as forcas
espirituais explicavam todos os fendmenos e que o sucesso era uma manifestacdo desses
poderes. Portanto para curar as enfermidades eles invocavam espiritos e para isso acreditavam
que pessoas especiais tinham a condi¢do desta acdo como sacerdotes, bruxos e curandeiros
(COWEN, 1994). A maioria da sociedade acreditava que a enfermidade era o resultado da

invasdo do corpo por espiritos malignos.

! Shanidar — cidade do norte do Iraque.
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Para as curas através dos curandeiros, sacerdotes e bruxos eram seguidos alguns
rituais através de canticos, sons, mantras com contor¢des diante do paciente, pronunciavam
hinos, aspiravam para fora do corpo o espirito maligno e davam ao paciente substancia a base

de 6leos para que fosse ingerido.

A relagdo e preparacdo dos remédios por parte dos curandeiros ddo inicio a
origem da farmdcia. A idéia de que os medicamentos podiam ter outros poderes além do seu
efeito sobre as fungdes corporais e que eles eram necessdrios para exorcizar 0s espiritos
malignos, teve uma notdvel influéncia sobre a farmdcia e a medicina durante os tempos que

seguiram.

2. Oleos essenciais

Os “Oleos essenciais” termo empregado para designar substancias liquidas
oleosas, volateis, os quais apresentam caracteristicas particulares de aroma forte e quase
sempre agraddvel. Apresentam composi¢do complexa, constituidos de principios volateis, que
podem sofrer modificacdes durante o processo de preparacdo. Os O6leos sdo compostos
extraidos de plantas, sendo o arraste por vapor d’adgua o método de extragdo mais utilizado,

devido ao baixo custo e fécil processo de extragdo (CRAVEIRO et al., 1981).

Os Oleos essenciais voldteis apresentam ampla distribuicio em vegetais
superiores. Algumas estimativas sugerem a sua ocorréncia em 30% das espécies investigadas.
Todavia, os géneros capazes de elaborar os compostos que constituem os 6leos essenciais

estdo distribuidos em aproximadamente cinqiienta familia (BRUNETON, 1993).

Os o6leos essenciais sdo liquidos a temperatura ambiente, mas volateis, o que
diferencia dos Oleos fixos. S@o raramente coloridos, apresentando geralmente densidade
menor do que a dgua, possuindo um alto indice de refracdo e sdo soluveis em solventes

organicos e moderadamente soliveis em dgua (BRUNETON, 1993).

A sintese e o acumulo dos Oleos essenciais estdo geralmente associados, a
presenca de estruturas histoldgicas especializadas. Esses Oleos distribuem-se em todos os

tipos de Orgdos vegetais e apresentam uma complexa e alta variedade de misturas de
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constituintes pertencentes, quase que exclusivamente, a dois grupos caracterizados, mas de
origens biogénicas diferentes, o grupo dos terpendides e um grupo de compostos arométicos

derivados do fenilpropano (HATANAKA, 1993).

A funcdo bioldgica dos terpendides nos 6leos essenciais permanecse ia 0 0 cu 361.8 0.36d [(o
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Outras propriedades dos 6leos essenciais também t€m sido investigadas. Quando
usados externamente, produtos tais como a turpentina, causam um aumento do fluxo
sanguineo capilar, sensacao de calor e, em alguns casos, uma leve atividade anestésica local,
esses efeitos foram explorado no passado pela utilizacdo de embarcacdes ou linimentos.
Existem muitas pomadas, cremes ou géis com Oleos essenciais, designados a aliviar

distensdes, luxacdes, estiramentos e outras afeccdes musculares (BRUNETON, 1993).

4. Toxicidade dos oleos essenciais

O esclarecimento sobre o grau de toxicidade dos dleos essenciais também tem se
tornado importante, devido ao seu uso terapéutico, tais como a Aromoterapia (definida como
tratamento de doencgas usando 6leos de plantas). Alguns rétulos apresentam o 6leo contido no
produto onde € feito alusdo com respeito ao uso abusivo. Sendo que alguns produtos induzem
uma utilizacdo de forma ndo criteriosa. A auto prescricdo € perigosa e € muitas vezes
encorajada pelo ficil acesso, mostrando falta de controle e de leis que controlam e

regulamentam o uso de tais produtos (BRUNETON, 1993).

Muitos conhecimentos tém surgido sobre a toxicidade aguda dos 6leos, ligado a
ingestdo determinadas doses, particularmente a neurotoxicidade, induzida por cetonas as quais
provocam episédios epileptiformes e tetaniformes e ainda distirbios psiquicos. Alguns
compostos dos 6leos sdo téxicos em altas doses (Dyso — 3g/Kg - Croton nepetaefolius), sendo
sua utilizacdo criteriosa nas préticas da aromterapia quando da utilizacdo de dleos essenciais,
puro ou em altas doses, por via oral, e ainda mais quando sdo utilizados em misturas

(BRUNETON, 1993).

Os o6leos essenciais e seus constituintes apresentam uma diversidade de utilizacao
em vdrias dreas. Podem ser usados na industria alimenticia, perfumaria e cosméticos, assim
como podem ser também empregados para mascarar odores indesejaveis e usados como
solventes e insumos em produtos da industria de plastico, tinta, borracha, etc., além de serem

ponto de partida para a sintese de outras substancias (CRAVEIRO et al., 1981).

5. Metileugenol

— Aspectos gerais
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Metileugenol (Ci; His Oz;) (ME), um dos andlogos do eugenol (Figura 1), tem
peso molecular 178.2; cor amarelo ouro, odor marcante e forte, insolivel na dgua e soldvel
em cloroférmio e éter (SELL & CARLINI, 1976) também conhecido como: 1,2 dimetoxi-
alilbenzeno; 1,3,4-eugenol-metil-éter; 1-alil-1,2-dimetoxibenzeno; 4-alilveratrol; 4-alil-1,2-
dimetoxibenzeno; 3,4-dimetoxialilbenzeno ENT 21040; 1-3 3,4-dimethoxyphenyl -2-propene;
eugenol methyl ether (DE VINCENZI, 2000).

0] metileugenolz, ¢ um dos andlogos do eugenol que podemos encontrar como
constituinte de um grande nimero de plantas do Nordeste do Brasil tais como: Myristica
fragran H. (Myristicaceae), Ocimum basilicum L. (Apiaceae), Assarum europaeum,
Cinnamomum oliveri (TISSERAND; BALACS, 1995; FRANCHOMME PENOEL, 1995)
Doryphora sassafrds Endl. (Monimiaceae), croton zenhtneri, ou ‘“Canela de Cunha”
(COELHO-DE-SOUZA et al., 1997; MAGALHAES, 1997) e Créton nepetaefolius Baill
(Euphorbiaceae) (LEAL-CARDOSO & FONTELES, 1999; DE VINCENZI et al., 2000;
OZCAN and CHALCHAT, 2000).

s e
e \

Ohe

FIGURA 1 - Estrutura molecular do metileugenol.

Esses compostos sdo usados na industria de cosméticos na fabricagdo de sabdes,
nos xampus e como agentes flavorizantes nas geléias, em bebidas ndo alcodlicas, goma de

mascar e sorvetes (COUNCIL OF EUROPA, 2001).

O metileugenol € um dos componentes dos 6leos essenciais € seus componentes
sao separados e usados como aditivos flavorizantes e como fragrancias desde 1920, e sendo
reconhecido e classificado em geral pelo aroma e pela associacdo dos extratos manufaturados

desde 1965 (STOFBERG, 1987).

? Metileugenol: E um composto fenélico andlogo do eugenol.
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O metil-eugenol e o estragol sdo consumidos predominantemente em produtos

alimenticios tradicionais (STOFBERG and GRUNDSCHOBER, 1987).

TABELA 1 — Algumas plantas que contém metileugenol

NOME BOTANICO NOME COMUM % CONTIDO NA PLANTA
Acorus calamus L. Sweet flag 1.0
Artemisia dracunculus L. (Asteraceae) Tarragon -
Cympogon citratus DC. (Poaceae) Lemongrass -
Cympogon flexuosus Nees. (Poaceae) Lemongrass 2.0
Elettaria cardamomum L. Matou. (Zingiberaceae) Cardamom 0.1
Eugenia caryophyllata Thumb. (Myrtaceae) Clove -
Hyssopus officinalis L. (Lamiaceae) Hyssop 0.54
Myristica fragrans H. (Myristicaceae) Nutmeg 0.1-17.9
Myrtus communis L. (Myrtaceae) Myrtl 2.3
Ocimum basilicum L. (Lamiaceae) Sweet basil 2.0
Pimenta officinalis Lindl. ( Myrtaceae) Pimento 5.0-8.8

Fonte: Fenalori, 1995.

6. Estudos realizados com metileugenol

A exposi¢cdo humana ao ME pode ocorrer pelo uso de cosméticos diretamente
aplicados na pele, por inalacdo, ou por via oral através de substincias flavorizantes contidas
nos alimentos (DE VINCENZI ef al, 2000). Muitas acdes bioldgicas do ME tem sido
relatadas previamente. Por exemplo, esse composto tem atividade antibactericida
(FRANCHOMME e PENOEL, 1995), em mamiferos. Também foi visto que o ME foi visto
que induzia efeitos de hipotermia, além de ser miorelaxante, antiespasmoédico,
anticonvulsivante e ter efeito anestésico (SELL and CARLINI, 1976; DALLMEIER and
CARLINI, 1981; SOUZA et al., 1990; MAGALHAES et al., 1998; LIMA et al., 2000;
SAYYAH et al., 2002).

Em estudos realizados previamente, foi observado que a ingestdo oral de
quantidades cronicas de metil-eugenol esteve associada com o aumento na incidéncia de
hepatotoxicidade, neoplasma no figado e estdomago em ratos (NATIONAL TOXCIOLOGY
PROGRAM, 2000).
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Em um estudo realizado em um periodo de quatorze semanas, ratos fémeas e
machos receberam por gavagem metileugenol nas doses de (controle; 10; 30; 100; 300 e
1000mg/Kg) e 0,5% de metilcelulose 5 vezes por dia durante 2 semanas. Foi observado uma
redugdo do peso dos animais do grupo tratado com as doses de 300 e 1000 mg/Kg. Também
foram observados danos hepéticos e hipertrofia adrenal em doses de 100 ou mais, também de
quadros de colestase ou de outras fun¢des hepdticas alteradas, reducdo dos niveis séricos de
albumina e proteinas totais e atrofia gastrica nas doses de 300 e 1000 mg/Kg. Em um segundo
experimento similar feitos com ratos machos e fémeas, houve uma reducao significativa do
peso corporal dos animais na dose de 300 mg/Kg. Ocorreu também variacdo no peso do
figado dos ratos machos nas doses de (30, 100, 300 e 1000 mg/Kg), e nas doses de (300 e
1000 mg/Kg) nas ratas fémeas, o aumento foi significativo. Além disso, ocorreu uma
incidéncia de alteracdo citologica, necrose, hiperplasia do ducto biliar e inflamacgao
subcutanea também foram observados no figado dos ratos machos com doses de 1000 mg/Kg

e nas fémeas nas doses de 300 e 1000 mg/Kg. (DE VINCENZI et al., 1999).

Em comparacido ao pentobarbital, o ME demonstrou, quando administrados via
intraperitonial em ratos, uma resposta eletroencefalogréafica similar, com inducao anestésica
mais rdpida, maior facilidade operatéria, um menor efeito ciandtico e melhor recuperacdo
do coma anestésico (SELL & CARLINI, 1976; CARLINI et al., 1981; BARBOSA &
OLIVEIRA, 1990).

Parece atuar diretamente na miofibrila lisa, exercendo, além do efeito relaxante,
um efeito antiespasmddico inespecifico para as contracdes induzidas por acetilcolina ou
histamina, que é amplamente independente de alteragdes no potencial transmembrana e

provavelmente envolve um componente intracelular (LIMA, 1998).

Sugeriu-se ainda que o relaxamento induzido pelo ME pode refletir uma atuagao
localizada em algum estdgio da transducdo do sinal no ileo, apds o processo de ativagdo dos
receptores da membrana sarcoplasmética, e independente de alteragdes do infulxo de Ca*™
extracelular. Entre outras hip6teses mais especificas se inclui a possibilidade de que o ME
seja capaz de produzir uma dessensibilidade do aparelho contritil para o Ca*™ (LIMA, 1998;

LIMA et al., 2000).
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7. Canais ionicos

Em 1938, experimentos realizados por Kenneth Cole e Howard Curtis,
observaram que a atividade no axonio gigante de lula durante o potencial de acdo, a
condutancia da membrana aos fons aumenta de forma muito acentuada, tal descoberta sugeria
que o potencial de acdo resultaria do movimento muito elevado de ions, através dos canais da
membrana. Uma década apés Hodgkin e Katz observaram que a amplitude do potencial de
acdo era reduzida quando a concentracio de Na® externa era reduzida. Os mesmos
propuseram que a despolarizac¢do da célula d4 inicio a um potencial de acao que levaria a uma
modificacdo da permeabilidade ao fon Na* por um periodo muito curto. Esse influxo seria
superior a permeabilidade primdria ao K* quando esta se encontra em repouso. Um outro fato
sugerido foi que a fase descendente do potencial de ac¢do fosse devido a um aumento tardio a

permeabilidade ao K* (KANDEL et al., 1997).

A atividade elétrica que € caracteristica dos neurdnios — tendo sua habilidade para
conduzir, transmitir e receber sinais elétricos é uma resultante da abertura e do fechamento de

proteinas de canal i06nico especificas na membrana citoplasmética de neurdnios (LODISH, 2002).

Em fibras mielinizadas de mamiferos, os vérios tipos de canais idnicos nao sao
distribuidos ao acaso, mas, ao contrario, tem uma distribui¢cdo ordenada. Por exemplo, canais
para Na' e canais rdpidos de K" tém distribui¢io complementar, ou seja, canais para Na*
encontram-se agrupados em alta densidade no nodo de Ranvier da membrana axonal e canais
rapidos de K" localizados paranodal / internodal na membrana axonal, abaixo da bainha de

mielina (HILLE, 2001).

A excitabilidade de células sensoriais, neurdnios e midcitos dependem dos canais
i0nicos, transdutores de sinais que fornecem uma via regulada para a movimentag¢do de ions
inorganicos, tais como o Na*, K*, Ca®*, CI', através da membrana plasmdtica, em resposta a

varios estimulos celulares (NELSON et al., 2002).

Pelo fato de canais i0nicos geralmente permitirem a passagem tanto de anions e
cations, mas ndo de ambos, o fluxo de fon através de um canal produz uma redistribui¢do de carga

nos dois lados da membrana, alterando o potencial de membrana (V,,) (NELSON et al., 2002).
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No potencial de repouso, o neurdnio possui canais i0nicos controlados por
voltagem que se encontram fechados; sendo a passagem de ions bloqueados. Quando uma
regiio da membrana citoplasmética fica levemente despolarizada, os canais de Na* regulados
por voltagem abrem-se por um periodo curto permitindo o influxo de fons Na*, causando de
tal forma uma repentina e transitéria variacdo de cargas gerando uma despolariza¢do
associada com um potencial de acdo. Na seqiiéncia a abertura e fechamento transitério dos
canais de Na* regulados por voltagem, a abertura transitéria dos canais de K™ da mesma
natureza provocam assim o retorno do potencial de membrana ao estado de repouso e torna-se

ainda mais negativa (hiperpolarizada) por um curto tempo (LODISH, 2002).

O processo de sinalizagdo neuronal acontece através de variagOes rdpidas da
diferenca de potencial elétrico através da membrana da célula (KANDEL et al., 1997). O
potencial de acdo gerado por uma célula, assemelha-se em tamanho e ndo diminuem a
medida que sdo conduzidos ao longo do ax6nio (BEAR, 2002). Este processo acontece

através dos canais i0nicos que sao poros, macromoléc
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As alteracdes tempordrias na condutancia ao s6dio (gn,), propostas por Hodgkin e
Huxley sdo devidas a existéncia de “gates” para o s6dio na membrana axonal. Esses portdes
eram ativados — “abertos” por uma alteracdo na membrana neuronal, despolarizacdo acima do
limiar, e inativados — “fechados” quando a membrana adquiria um potencial de membrana
positivo, sendo esses portdes novamente prontos para serem acionados, apenas quando o

potencial de membrana retornasse ao seu valor negativo (BEAR, 2003).

O potencial de a¢do é uma redistribui¢do de carga elétrica através da membrana.
A despolariza¢io da membrana faz com que os canais para Na* se abram rapidamente (com
aumento na gy,), levando ao influxo de Na®. Essa corrente, por descarregar a capacitincia
da membrana, produz despolarizacdo adicional, abrindo, assim, mais canais de Na®,
resultando em corrente mais intensa. Esse processo produz entdo o potencial de agdo

(KANDEL et al., 2000).

Nenhuma espécie i0nica estd distribuida igualmente nas duas faces da membrana
da célula neural. Na* e CI estdo mais concentrados do lado extracelular, enquanto K* e outros

anions do lado intracelular, sendo os anions organicos principalmente aminoacidos e proteinas

(KANDEL, 2000).

A membrana das células excitdveis — ndo somente neur6nios contém canais de
cations controlados por voltagem, que sdo responsaveis pela geracdo do potencial de agdao

(ALBERTS, 2004).

8. Canal de sodio

Agnew et al encontraram que os canais para Na* sdo protefnas e com residuos de

carboidratos ligados a peptideos, com peso molecular de 260.000 (AIDLEY, 1998).

A cadeia protéica possui uma estrutura longa de 1820 residuos de aminoécidos
com quatro regides homodlogas e que possuem seqiiéncias similares de aminodcidos
organizados em quatro dominios (I ao IV) (AIDLEY, 1998). Existe em cada hélice de cada
dominio uma alta densidade de residuos carregados positivamente. Acredita-se que esse

segmento se mova para dentro da membrana em resposta a alteragdes de voltagem e que os



22

quatros dominios também estejam agrupados, formando um poro entre eles. Quando a célula
estd no potencial de repouso o poro estd fechado. A inativacdo do canal ocorra por um
mecanismo de bola-e-cadeia. Sendo um dominio protéico na superficie citos6lica do canal de
Na® chamado de inativacio de entrada (a bola), é presa ao canal por um segmento
polipeptidico (a cadeia). Tal dominio € livre para se mover quando o canal encontra-se
fechado, mas, quando ele se abre, um sitio na face interna do canal torna-se disponivel para

ligar a bola amarrada, bloqueando assim o canal (NELSON et al, 2002).

A repentina mais breve despolarizacio de uma regido da membrana
citoplasmadtica, durante um potencial de agdo, é causada por um movimento macico e
transitério influxo de fons Na* através de canais de Na' regulados por voltagem nessa regido,
sendo que no potencial de repouso da membrana, esses canais encontram-se fechados.
Quando a despolarizacdo da membrana ocorre uma mudanga na conformagao desses canais,
abrindo canais especificos de Na" e permitindo o influxo desse fon através dos mesmos

(LODISH et al, 2002).

Virios tipos de canais para Na* sendo esses diferentes entre si, estdo presentes em
diferentes tipos de axonios. Podemos observar que os canais possuem ativa¢do e inativacao
lentas presentes nos axdnios sensoriais cutineos, em oposicdo com os canais para Na' de
ativacdo e inativacdo rdpidas, em axoOnios aferentes musculares. Desta forma percebe-se a

oportunidade de manipulagdo farmacoldgica de especificos tipos de axonios.

As correntes que passam pelo canal de sédio, assim como os potenciais de acdo,
podem ser completamente bloqueados pela tetrodotoxina (TTX). A TTX € uma potente toxina
que obstrui o poro permeével ao Na*, ligando-se firmemente a um sitio especifico no lado
externo do canal. Extraida dos ovérios do peixe chamado baiacu. A TTX € uma entre vérias
toxinas naturais que interferem com a func¢do do canal de Na" dependente de voltagem

(BEAR, 2003).

Muiltiplos componentes da corrente de Na* tém sido registrados em neurdnios do
ganglio da raiz dorsal (GRD), que exibem diferencas significativas de “gating” e sensibilidade
a tetrodotoxina (TTX) (KOSTYUK et al., 1981; ROY e NARAHASHI, 1992; OGATA e
TOTEBAYASHI, 1993; RUSH et al., 1998). As cinéticas das correntes sensiveis a TTX sdo
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geralmente rdpidas e o estado constante de ativacdo e inativacdo sdo alterados em voltagens
hiperpolarizantes, quando comparadas as correntes resistentes a TTX. Pelo menos cinco
componentes distintos de canais para Na® voltagem dependente tém sido registrados em
neurdnios do GRD (RUSH et al., 1998). O Na, 1.7 (PN1), um canal sensivel a TTX, com
inativagao rapida, muito expresso em GRD (SANGAMESWARAN et al., 1997; TOLEDO -
ARAL et al., 1997); o Na, 1.8 (PN3), resistente a TTX, com inativagdo lenta, expresso
predominantemente em pequenas fibras nociceptivas tipo C (AKOPIAN et al., 1996;
SANGAMESWARAN et al., 1997); o Na, 1.9 (NaN) que deve contribuir para a corrente
TTX resistente em pequenos neurdnios do GRD (DIB-HAJJ et al., 1998).

Em fibras mielinizadas de mamiferos, os vérios tipos de canais i0nicos nao sdao

distribuidos ao acaso mas, ao contrario, tem uma distribui¢do ordenada. Por exemplo, canais
+ . L . + A . . .« o~ . .

para Na" e canais rdpidos para K™ tétm uma distribui¢do complementar, ou seja, canais para

Na" encontram-se agrupados em alta densidade no nodo de Ranvier da membrana axonal e

canais rdpidos de K localizados paranodal / internodal na membrana axonal, abaixo da

bainha de mielina (HILLE, 2001).

9. Canais de potassio

O canal para K" é uma proteina com 616 residuos de aminodcidos com Peso

Molecular (PM) de 70.200 (AIDLEY, 1998).

Nas células excitdveis, o papel de quase todos os tipos de canais para K,
geralmente estdo relacionados 2 estabilizacdo. O conjunto de canais para K, regulam o
potencial desencadeado, acabam com periodos de atividade intensa, controlam os intervalos
de picos durante as acdes repetidas, e diminuem geralmente a eficiéncia dos impulsos

excitatdrios na célula quando estio abertos (HILLE, 2001).

Provavelmente todas as células possuem canais para K*, mas niio se conhecem
todos os tipos presentes, sendo extremamente dificil saber a contribui¢cdo individual na

eletrofisiologia celular de cada tipo de canal (HILLE, 2001).
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Membranas axonais expressam predominantemente a classe de canais para K*
do tipo retificadores tardios (Kv). As trés propriedades mais importantes do potencial de
acao axonal sdo: alta velocidade de conducdo, brevidade e rdpida recuperagdo. Alta
velocidade requer “propriedades de cabo” adequadas e uma boa densidade de canais para
Na® de ativacdo rdpida. Brevidade requer rdpida inativacdo de canais para Na' e uma alta
permeabilidade ao K. Em muitas células excitdveis com potenciais de acdo de pequena
duracdo (1-10ms a 20°C), a alta permeabilidade ao K* é devido a rdpida ativacdo de canais
retificadores tardios da classe Kv. Ax6nios desmielinizados, motoneurdnios € musculos
esqueléticos rapidos de vertebrados fazem potenciais de acdo de pequena amplitude devido
canais Kv. Contudo, em axoOnios mielinizados, uma grande condutincia inespecifica,
independente de voltagem - a condutincia de repouso para fons K* - tem um papel
importante. Certamente retificadores tardios rapidos parecem nao estar presentes em nodos

de Ranvier tipicos de mamiferos (HILLE, 2001).

Canais para K" retificadores tardios lentos (KCNQ) sdo expressos em neurdnios,
onde eles sao regulados por neurotransmissores. A condutancia desses canais pode ser
muito lentamente ativada por um unico potencial de acio em um dado neurdnio, mas eles
sdo ativados por potenciais proximos ao nivel de repouso, freqiientemente em torno do
potencial limiar de excitagio (HILLE, 2001). Esses canais para K sdo controlados por
voltagem, mas devido a sua cinética ser mais lenta, eles abrem somente durante a fase de

declinio do potencial de acdo, quando os canais de Na® estdo inativos. A sua abertura+
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Os estudos com mutante de canais para K* controlados por voltagem mostram
que os vinte aminodcidos na regido N-terminal da proteina do canal sdo necessdrios para a
rapida inativagdo do canal. Quando da alteracdo da estrutura, as cinéticas de inativacao
sdo alteradas, e caso seja removida a regido inteira, a inativacdo nao ocorre. Esses dados
sugerem entdo que a regiio amino terminal de cada subunidade do canal para K' atua
como um peso que obstrui a extremidade citoplasmatica do poro tdo logo ele abre,

inativando, assim, o canal (ALBERTS, 2004).

O canal para K* ativado por Ca™ € tanto estrutural quanto funcionalmente
diferente de qualquer outro tipo de canal. Ele abre quando ocorre um aumento na
concentragio citosélica de Ca™ da membrana celular nervosa. Devido ao resultante aumento
da permeabilidade da membrana ao K' tornar a membrana mais dificil de despolarizar,

levando a um aumento no atraso entre um potencial de acao e o préximo (ALBERTS, 2004).

Em células excitdveis de vertebrados existem canais ativados pelo aumento da
[Ca™] livre no citoplasma, sdo os grandes canais para K™ Ca) (BK), os pequenos (SK) e os
intermedidrios (IK) com diferentes propriedades (BLATZ e MAGLEBY, 1987 apud
HILLE, 2001), diferem em sua dependéncia de voltagem, sensibilidade ao Ca'™,
farmacologia e condutancia. Em alguns vertebrados, apds cada pico em um motoneur6nio a
membrana hiperpolariza duas vezes, uma hiperpolarizacdo rdpida inicial e uma lenta e
retardada, ambas devido a elevada condutancia ao K*. Os canais responsdveis por esta alta
condutancia sdo Kvs, suplementados pelos BKs que abrem rapidamente durante a
despolarizagdo e colaboram na repolarizacdo do pico e na hiperpolarizacdo rdpida e os
canais SK geradores da hiperpolarizacdo lenta (ADAMS et al., 1982; STORM, 1990 e
SHAQ et al., 1999 apud: HILLE, 2001).

Axonios parecem ser construidos para economia metabdlica em repouso. Em
potencial de repouso negativo, todos esses canais tendem a fechar, minimizando o fluxo das
correntes antagOnicas para dentro e para fora e minimizando o custo metabdlico da
ociosidade. Despolarizacao, por outro lado, tende a abrir canais e dissipar gradientes 10nicos,
mas a inativacio de canais para Na' e ativacdo retardada de canais para K* em axonios
mantém este consumo em um minimo. Para economia de energia, as células apresentam um
fluxo de corrente antagdnica, através de canais para K retificadores para dentro (Kir), que

aumentam a condutancia de acordo com a hiperpolarizacdo e diminuem de acordo com a
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despolarizacdo. Canais Kir, tipo Karp, hiperpolarizam células quando niveis de ATP estdao
baixos, ou seja, com baixos niveis de energia, estes podem ser encontrados no coragdo, no

musculo esquelético, em neurdnios e células B pancredticas (HILLE, 2001).

Existem ainda canais Ka, que podem ser ativados quando uma célula é
despolarizada, apés um periodo de hiperpolarizagdo, evitam o desenvolvimento de

despolarizagdes interpico no espaco entre potenciais de acdo sucessivos.

10. Canais de calcio

Canais para Ca'" voltagem-dependente coexistem com canais para Na®,
contribuindo parcialmente para excitabilidade elétrica em corpos celulares de neurdnios de
vertebrados. Canais para Ca"™ e Na' sdo distribuidos diferentemente, em neurdnios de
vertebrados, a densidade de canais para Na* deve ser mais alta no segmento inicial do axonio
e nos nodos de Ranvier, uma vez que canais para Ca™™ HVA (ativados por alta voltagem)
ocorrem em dendritos e soma, mas ndo em axénio (MAGEE et al., 1998 ¢ CATTERALL,
2000a apud HILLE, 2001).

— Potencial de acao composto

O potencial de acdo € uma seqii€ncia de eventos: de despolarizacdo da membrana,
hiperpolarizacdo e retorno ao valor de repouso, sendo ciclos com duracdo de 1 a 2ms e

podendo ocorrer centenas de vezes por segundo (LODISH, 2002).

O potencial de acdo € uma alteracdo abrupta do potencial de repouso da
membrana de um estado de eletronegatividade da face interna da membrana citoplasmatica,
para um estado de eletropositividade, uma vez excitada a fibra nervosa. No nervo, este
fendmeno decorre geralmente da passagem de um estado onde a membrana € mais permeavel
a passagem de fons K™ e tem valores de potencial transmembrana mais préximos do valor do
potencial eletroquimico deste fon, para um estado onde se observa uma inversao da polaridade
da membrana, onde a mesma apresenta uma maior permeabilidade aos fons Na*. Este tltimo
faz com que o valor do potencial transmembrana se aproxime muito do potencial

eletroquimico do Na*. (HODGKIN e HUXLEY, 1939; HODGKIN e KATZ, 1949).
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O potencial de acdo no nervo se caracteriza ainda como um estado transitorio

. L. o . N
muito rapido (poucos milissegundos), uma vez que esta condutancia ao Na" logo cessa,
enquanto a permeabilidade ao K chega ao seu valor maximo, fazendo com que o potencial
transmembrana retorne ao seu valor inicial. A amplitude deste potencial de agdo demonstrou
ser amplamente dependente da concentracdo externa de fons Na* e insensivel 4 variagdo do K*

extracelular (CRUZ, 2000).

Quando a membrana é despolarizada até o limiar, ha aumento temporario na (gna),
com isso ocorrerd a entrada de fons sédio o que despolariza o neurénio. A restauragao do
potencial negativo serd iniciada pelo aumento na (gg) durante a fase descendente da

despolarizacdo (BEAR, 2002).

O potencial € dito composto (figura 2), quando o seu registro ocorre de forma
extracelular (ou seja, entre diferentes pontos do meio extracelular), este € constituido por
vdrias fibras nervosas, as quais conduzem a resposta ao estimulo aplicado com diferentes
amplitudes e velocidades. O pico registrado € composto de picos individuais de muitos
axonios e este varia na amplitude com o estimulo, sendo uma resposta gradual e saturdvel,
pois ao aumentar o estimulo mais e mais axonios contribuem para o total do registro (JUNGE,

1976; BEST e TAYLOR, 1990).

Erlanger e Gasser, (1937) demonstraram que o registro do potencial de acdo
composto revelava a presenca de até trés componentes a, § e 7y, que refletiam a atividade de
diferentes tipos de fibras nervosas. Essas fibras foram denominadas como grupos A, B e C
(Tabela 1), levando-se em consideracao aspectos relacionados a sua velocidade de conducao,
diametro da fibra e amplitude de resposta. Foi demonstrado que as fibras de diametros
maiores possuem uma velocidade de conducdo maior, maior amplitude de resposta elétrica,
menor limiar de excitagdo e menor duracdo da resposta e do periodo refratario (HURSH,

1939; GASSER, 1943).
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TABELA 2 — Classificacdo das fibras nervosas de mamiferos. A classificagao do grupo I a IV
aplica-se somente a fibras sensoriais.

DIAMETRO VELOCIDADE DE

TIPO GRUPO (VM) CONDUCAO (M/S) FUNCAO

Aa 15-20 50-120 Fibras motoras para misculo esquelético

Aa Ia 15-20 70-120 Terminacdes primdrias no fuso muscular

Aa Ib 12-20 70-120 Aferentes no 6rgao tendinoso de Golgi

AP II 5-10 30-70 Terminacdes  secunddrias  nos  fusos
musculares, tato, pressao

Ay 3-6 15-30 Inervac¢do motora dos fusos musculares

Ad I 2-5 5-25 Receptores de pressdo, dor rdpida e aguda e
temperatura

B 3 3-15 Pré-ganglionares autondmicas

C 0.5-1 0.5-2 Pés-ganglionares autondmicas (ndo-
mielinizadas)

C v 0.5-1 0.5-2 Dor lenta e difusa e temperatura (ndo-
mielinizadas)

Fonte: AIDLEY, 1998 - Capitulo 4, p. 53.

As fibras do tipo A sdo todas mielinizadas, apresentam didmetros de 1 a 20 um e
velocidades de conducdao de 50 m/s ou menos, para as fibras menores, até 120 m/s, para as
maiores. Possuem maior amplitude de resposta, menor limiar de excitacao, menor duragao de
resposta e periodo refratdrio igualmente menor. Este grupo de fibras é o que
quantitativamente mais contribui para o PAC. Podem ocorrer em nervos somdticos como o
cidtico e o safeno. As fibras do tipo B sdo mielinizadas, apresentam didmetros da ordem de 1
a 3 um e velocidade de condugdo de 3 a 15 m/s. Ocorrem apenas em nervos autondmicos pré-
ganglionares. As fibras do tipo C ndo sdo mielinizadas, apresentam diametros inferiores a 1
um e apresentam velocidades de condugdo em torno de 2 m/s, sendo encontradas
principalmente em nervos cutaneos e viscerais, podendo ser encontrada no nervo sural, polpa

dentéria e articulacdoes (BEST e TAYLOR, 1990).

Figura 2 — Tracado ilustrativo do potencial de A¢do Composto (PAC)
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11. Nervo ciatico

O sistema nervoso de diferentes espécies evoluiu de ancestrais comuns e que estes
podem ter mecanismos comuns era o que precisdvamos para relacionar os resultados em
experimentos com animais com os experimentos realizados em humanos. Os primeiros
trabalhos que mostravam detalhes de como o impulso elétrico é conduzido pelo nervo foram
mostrados primeiramente em lulas e, agora, sabemos que sdo igualmente aplicdveis em
humanos. A maioria dos neurocientistas hoje em dia utiliza modelos animais nos processos
que eles querem compreender em humanos. Conseqiientemente ratos sao excelentes modelos
para pesquisa focada em compreender como as drogas exercem seus efeitos sobre o sistema

nervoso (BEAR et al., 2002).

O nervo cidtico ou isquidtico estd localizado entre o trocanter maior e a
tuberosidade isquidtica. Quando o quadril estd estendido o nervo se acha recoberto pelo

grande gluteo, mas ao fletir o quadril, o musculo desloca-se deixando o nervo descoberto

(GARDNER et al, 1988).

Esse nervo tem fibras (axonios) com diferentes didametros o que causa diferentes
velocidades de conducdo do potencial de acdo. Quando estimulada, a fibra nervosa produz e
transmite um impulso ao longo de sua extensdo, que envolve dois processos chamados de
excitacdo e conducdo. A excitacdo se refere a eventos que levam a geracdao de um potencial de
acdo, enquanto a conducdo, estd relacionada com a propagacdo desta resposta ao longo da

fibra nervosa (BEST & TAYLOR, 1990).

O nervo cidtico origina-se dos seguimentos espinhais L-4 a L-5 e apresenta
principalmente fibras nervosas do tipo A, subtipos: Aa - constituem uma via eferente para
fibras musculares esqueléticas, via aferente do o6rgdo tendinoso de Golgi (Ib) e
terminagdes primdrias no fuso muscular (Ia), possuem um didmetro médio de 15 um e
velocidade de conducdo de 70 a 120 m/s; AP - fungdo principal de aferéncia na
propriocepg¢do, tato e pressdo nos musculos e articulagdes, didmetro médio de 8 pm e
velocidade de condug¢do média de 50 m/s; Ay - responsdvel pela manutencdo do tdnus
muscular, possui fibras motoras eferentes para o fuso muscular, didmetro de 3 a 6 um

velocidade de conducgdo de 15 a 35 m/s e Ad - fibras sensitivas para temperatura e dor,
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diametro de 1 a 4 pm e velocidade de conducdo de 5 a 25 m/s. (BEST e TAYLOR, 1990;
NOKES et al., 1991; GOODMAAN e GILMAN, 1996; AIDLEY, 1998).

O subtipo de fibras Ao, tendo fibras motoras e sensitivas, contribuem
quantitativamente para o potencial de acdo composto do nervo cidtico, sendo uma menor

participacdo das fibras do tipo C (ERLANGER & GASSER, 1937).

As fibras do tipo B sdo mielinizadas e t€ém diametro de 1 a 3 um e velocidade de
conducdo de cerca de 3m/s até 14m/s. Sdo encontradas apenas em nervos autondmicos pré-

ganglionares (BEST & TAYLOR, 1989).

As fibras do tipo C s3o menores fibras (menos de 1 um de didmetro), ndao sio
mielinizadas e com velocidade de condu¢ao em torno de 1 a 2m/s ou menos. Sdo encontradas

principalmente em nervos cutaneos e viscerais (BEST & TAYLOR, 1990).

A preparacdo usando nervo cidtico de anfibio ou mamifero € uma preparagdo
classica para estudo da propagacao do potencial de agcdo (KOZAM, 1977) que continua sendo
muito usada em estudos fisioldgicos, farmacolégicos e metabdlicos por ser uma preparagao
estdvel e de montagem relativamente répida. Estudos afirmam a estabilidade para trabalhos

com essa preparagao (THEOPHILIDIS & PAVLIDOU, 1993).

O pré-requisito para a propagacdo apropriada do impulso regenerado sido os
axOnios mielinizados através dos nédulos de Ranvier, com a organizacdo apropriada de canais
de sodio para maior eficiéncia na velocidade de conducdo. Onde encontramos uma maior
densidade de canais de sédio nos ndédulos de Ranvier (DUARTE, 2004). Em pesquisas
recentes foi verificado que os nddulos expressam canais de sédio do tipo Nayie que

correspondem a subtipos de canais rapidos sensiveis a TTX (DUARTE, 2004).

Nervo cidtico com parte imersa em solucdes fisiologicas e com um par de
eletrodos de estimulagdo em uma extremidade e um par de eletrodos de registro em outra, tem
sido estabelecido como um padrao de preparagdo in vitro para estudos neurofarmacolégicos e
neurofisiol6gicos (THEOPHILIDIS e PAVLIDOU, 1993). E nervo cidtico de rato € um dos
mais freqiientemente empregados em modelos para estudo do sistema nervoso periférico

(MONTOYA et al., 2002).
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H4 uma grande viabilizacdo do estudo do nervo cidtico in vitro, por este
apresentar uma grande vitalidade apds a sua dissecacdo. Ao ser conservado na temperatura de
37°C, o nervo cidtico de mamiferos preserva suas caracteristicas de conducdo durante um
tempo de até 3 horas, a 32°C durante um tempo de até 6 horas, conforme relatos sobre nervo
cidtico de ratos (THEOPHILIDIS e PAVLIDOU, 1993). Cruz (2000), comprovou que 0 nervo
cidtico de rato permanece vidvel por até 8 horas, sem que ocorra alteragdes nos parametros do

PAC, a temperatura de 25°C.



1 OBJETIVOS

Geral

Pesquisar, usando a técnica de registro extracelular do potencial de acdo composto
(PAC) a ocorréncia de alteragdes na excitabilidade neuronal induzidas pelo metileugenol

(ME) em nervo ciatico de rato.

Especificos:

— Caracterizar os efeitos e alteracdes induzidas pelo ME em nervo cidtico de

rato:

=  As alteracdes na excitabilidade nervosa, quantificando a amplitude pico-
a-pico, velocidade de conducdo nervosa dos componentes, amplitude dos

componentes e a integral, no potencial de agdo composto (PAC).



2 MATERIAL E METODOS

Os nervos cidticos foram dissecados de ratos da raca Wistar (Ratus norvegicus) de
ambos os sexos, pesando entre 180 e 260 gramas fornecidos junto ao Biotério Central da
Universidade Federal do Ceara e mantidos no Biotério da Universidade Estadual do Ceara,
com livre acesso a dgua e racdo ad libitum e ra¢do propria para este tipo de animal, e controle
do ciclo claro / escuro (12/12h). Todos os protocolos desenvolvidos estdo de acordo com as
normas para o cuidado e uso de animais de laboratdrio, publicado pela US National Institute

of Health (NIH Publication 85-23, revisado em 1985).

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, em seguida foi

realizada uma incisdo a partir do calcanho até a regido entre L4 e L6.

O nervo cidtico foi removido de sua insercdo e imediatamente acondicionado em
solucdo de Locke modificada, que continha a seguinte composicao em (mM): NaCl: 140;
KCl: 5,6; MgCl,: 1,2; CaCly: 2,2; Tris-Hidroximetil-Aminometano: 10,0; Glicose: 10,0; a
25°C, havendo ajuste do pH (7,39 a 7,41), onde permaneceu por 1 (uma) hora, antes de ser

levado para a execucao do protocolo experimental.

O metileugenol (ME) devido a sua pouca hidrossolubilidade, foi solubilizado em
dimetilssulféxico (DMSO) em concentracao de 0,02% para formar solucdo estoque, e
posteriormente, foi diluido na solucdao de Locke a fim de se obter as concentragdes desejadas,

as quais o nervo foi exposto dentro da camara.

O registro extracelular, armazenagem e analise dos dados foram realizados de
acordo com técnicas anteriormente descritas na literatura (KOZAM, 1977; WEINREICH et
al., 1995; ALBUQUERQUE et al., 1996; CRUZ, 2000; MOREIRA et al., 2001; PIRES,
2002; MATOS, 2004).

O nervo ciatico foi posicionado transversalmente sobre os eletrodos de platina da

camara de Harvard. A camara estava hermeticamente fechada com o propdsito de se evitar a
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desidratacdo da preparacdo. Um segmento de parte nervo cidtico de aproximadamente 20
milimetros foi submersa na solu¢do, onde estiveram diluidas a droga nas concentracdes
estabelecidas pelo protocolo experimental ou somente na solu¢do do banho, concentragdo.
Esta submersao se deu também entre os eletrodos que conduziam o estimulo ao nervo e bem

como os responsdveis pelo registro.

O estimulo elétrico, o qual evocou o potencial de agdo composto foi gerado por
um estimulador Grass (Figura 3), modelo S-48 (Grass Instrument Co., Quincy, MA, USA).
Utilizamos um pulso do tipo onda quadrada, com amplitude 20 - 40 Volts, dura¢do de 50 a
100 us e aplicados a uma freqiiéncia de 0,2 Hz, para a maioria dos protocolos e 20 Hz para o
protocolo com alta freqiiéncia de estimulagdo. De acordo com demonstra¢des anteriores,
algumas drogas anestésicas locais t€m potencializacdo de seu efeito quando a preparacdo €

submetida a altas freqiiéncias de estimulagao (BRODIN; ROED, 1984).

Ao passar pela parte submersa o PAC sofre alteragdes, que dependerd da
concentracdo de (ME) solubilizada na solucio de Locke. O PAC evocado sera registrado com
eletrodo de platina, colocado 4 a 5 cm do eletrodo de estimulo e conectado através de um
amplificador (AM O01/UECE) com ganho de 100 vezes e filtro de segunda ordem de
freqiiéncia de corte ajustada para 10kHz, especialmente configurado e produzido no
laboratério de eletrofisiologia. Em seguida o tragadado era capturado por um osciloscopio
(Model 547, Tektronik, Inc., Portland, OR, USA) e para uma placa de interface Analdgico-
Digital (Digidata 1200 A/B) que permitira a transformagao, leitura e armazenamento do sinal
pelo computador através de um software (Model AxoScope, Axon Instruments, Inc.)

(MOREIRA, 2001).
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Figura 3 — Modelo esquemadtico do sistema utilizado no registro extracelular para medidas do potencial de agdo

extracelular.
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Foram realizados dois tipos de experimentos controle. O primeiro experimento
controle objetivou a verificacdo da longevidade da preparacdo apds sua remog¢do por um
periodo total de 8 horas. O nervo passou por um periodo de estabilizacdo de 2 (duas) horas,
uma vez que, experimentos piloto demonstraram que hd um crescimento de amplitude pico-a-
pico (APP) da preparagdo durante a primeira hora de estimulacdo. Seguindo-se, foram
colhidos registros do potencial composto de acdo a cada 15 (quinze) minutos, durante a
primeira hora, e a cada 30 (trinta) minutos, da segunda hora em diante, até que se chegasse a

um tempo minimo de 6 (seis) horas.

Foram utilizadas as concentracdes de 0,1; 0,2; 0,6; 1; 2 e 4 mM de metileugenol
visando uma melhor caracterizagdo do respectivo efeito sobre o nervo. Para cada

concentracdo eleita foi realizado um nimero de experimentos (N) igual a 4 (quatro).

O efeito da substancia sobre a condutibilidade nervosa foi avaliado através das
mudancas observadas na amplitude pico-a-pico, na amplitude positiva dos componentes, na
integral e na velocidade de condugdo do potencial de acdo composto evocado. Os dados
utilizados para observacdo de possiveis alteracdes nos pardmetros acima citados foram

analisados pelo “software” Clampfit, da Axon Instruments Inc., Foster City, CA, USA.

A amplitude pico-a-pico (figura 4), foi estabelecida através da soma da maior
amplitude positiva com o médulo da maior amplitude negativa atingidas no registro do
potencial de acdo composto. Esta € proporcional ao nimero de axodnios que conduzem o

impulso em uma dada velocidade (MEIRI et al., 1985).

Figura 4 — Tracado ilustrativo do célculo da amplitude pico-a-pico
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A amplitude dos componentes (figura 5) foi estabelecida através da amplitude

maxima positiva de cada um dos trés componentes.

Figura 5 — Tragado ilustrativo da amplitude positiva dos componentes

Em relacdo ao cdlculo da velocidade de condugdo nervosa do PAC (figura 6),
utilizamos a propor¢do entre a distancia percorrida pelo potencial de acdo composto, desde o
eletrodo de estimulacdo, que estiver mais préximo do ponto de imersdao do nervo na solugao,
até o eletrodo de registro e o tempo decorrido até a finalizacdo deste trajeto. Utilizamos o
intervalo entre o ponto inicial do artefato de estimulo observado no grafico de registro, assim
como, o ponto onde a inflexdo ascendente do grafico de potencial de acdo composto atinge o
ponto maximo da APP para definicao de tempo. Para andlise da velocidade dos componentes
utilizaremos a propor¢do entre a distancia percorrida pelo PAC, como descrito anteriormente
e o intervalo entre o ponto inicial do artefato de estimulo e o pico positivo de cada

componente.

Figura 6 — Tracado Ilustrativo para o célculo da Velocidade de Condug@o Nervosa
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A integral, drea abaixo da curva, foi analisada de todo o PAC e dos componentes
separadamente (Figura 7), pelo “software” Clampfit, da Axon Instruments Inc., Foster City,

CA, USA.

Figura 7 — Tragado representativo do calculo da integral.

O efeito da substincia sobre a excitabilidade nervosa foi através das mudancas

verificadas na amplitude pico-a-pico e na velocidade de conducao e integral do PAC evocado.

Durante a realizacdo do protocolo experimental, foram também realizados
experimentos controle com os seguintes objetivos: verificar a longevidade da preparagdo bem
como sua estabilidade. Apés a montagem da preparagdo, o nervo passou por um periodo de
estabilizacdo de no minimo 2 (duas) horas, uma vez que, experimentos piloto demonstraram
que hd um crescimento da amplitude pico-a-pico durante a primeira hora de estimulagdo.
Seguindo-se, foram colhidos registros do potencial de acdo a cada 15 (quinze) minutos,

durante a cada hora, até que chegasse a um tempo minimo de 6 (seis) horas.

2.1 Analise dos dados

Os dados utilizados para observacdo de possiveis alteracdoes na amplitude e na
velocidade de conducdo do nervo foram analisados através dos software AxonScope, utilizado
tanto para aquisicdo quanto para a analisar dados e Clampfit, ambos da “Axon Instruments”.
A amplitude pico-a-pico foi estabelecida através da soma da maior amplitude positiva com o
moédulo da maior amplitude negativa atingida no registro do potencial de acio composto. Em
relacdo ao cdlculo da velocidade de condugdo nervosa, utilizou-se a propor¢do entre a

distancia percorrida pelo potencial de acdo composto, desde o eletrodo de estimulacdo que
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estiver mais proximo do ponto de imersao do nervo na solugdo até o eletrodo de registro e o

tempo decorrido até a finalizacdo deste trajeto.

2.2 Analise estatistica

Os dados foram expressos como a média * erro padrao da média. Duas amostras
foram comparadas através do teste t-Student, enquanto comparacdes multiplas foram feitas
com o teste paramétrico ANOVA, ou com teste de Bonferroni ANOVA (ndo paramétrico, no
caso em que os dados ndo apresentem homocedasticidade, ou mesmo quando estes nao
apresentarem normalidade da distribuicdo). As médias foram consideradas diferindo

significativamente entre si quando o valor de “p” para a ocorréncia da hipétese nula em menor

ou igual a 0,05.



3 RESULTADOS

Em Experimentos controle de nosso laboratério (laboratério de eletrofisiologia da
UECE) ja haviam sido documentado que o nervo cidtico de rato, dentro de uma camara
hermeticamente fechada sob estimulacdo, mantinha estdveis seus valores de amplitude pico-a-

pico e de velocidade de conducao, por um periodo de 8 horas (CRUZ, 2000).

3.1 Efeito do ME sobre a amplitude pico-a-pico do potencial de acio composto em nervo

ciatico de rato

O ME apresentou efeito inibidor dose dependente sobre os parametros da
amplitude pico-a-pico, como mostrado na (figura 8), que representa o tracado dos registros
extracelulares. O efeito sobre o APP mostrou-se estatisticamente significativo em relagdo ao
controle (resposta obtida apds o periodo de estabilizag¢do), a partir da concentragdo de 0,6
mM (p < 0,05, ANOVA; Teste de Bonferroni). O efeito relativamente lento, no entanto
pode estd relacionado a uma acgdo indireta da droga devido ao tempo de passagem pelos
envoltorios do nervo. Podendo esse também diminuir a taxa metabdlica, perda de ATP e
despolarizacdo por inativacio de canais de Na*. As concentra¢des de 0,1 mM e 0,3 mM ndo
apresentaram efeito inibidor demonstravel sobre a APP, sendo os valores representativos
das médias dos experimentos, ndo apresentarem diferencga estatistica em relagdo ao controle

(p = 0,975, ANOVA).

A concentracdo de 1,0 mM apresentou inicio do efeito sobre a amplitude pico-a-
pico nos primeiros 40 minutos da administracao da droga, entretanto, este efeito sé se mostrou
estatisticamente significante com relacao ao controle apds 120 minutos, da aplicagao do ME.

(p < 0,05, ANOVA; Teste de Student-Newman-Keuls).

Os efeitos desenvolveram-se lentamente e ao final de 180 minutos de exposicao
do nervo as concentragcoes de 2,0 mM e 4,0 mM de ME, a APP foi reduzida
significativamente. A concentragdo de 2,0 mM apresentou efeito inibidor nos primeiros 15
minutos da administragdo da droga, entretanto, este efeito s6 se mostrou estatisticamente

significante com relacdo ao controle apdés 30 minutos, da aplicacio do ME. (p < 0,05,
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ANOVA; Método Ducan’s). A APP foi reduzida (6,59 *+ 1,92% (N=5)), do valor do controle
(8,6 £ 1,3 mV (N=5)). Na concentracdo de 4,0 mM foi percebido efeito inibidor nos primeiros
15 minutos da administracdo da droga, entretanto, este efeito s6 se mostrou estatisticamente
significante com relacdo ao controle apds 30 minutos, da aplicacio do ME. (p < 0,05,
ANOVA; Método Student-Newman-Keuls). A APP foi reduzida (2,8 £ 1,88% (N=3), do
valor do controle (6,2 £ 1,3 mV (N=3)). (Figura 8, Tabela 3).

Qi

Figura 8 — Curso temporal do efeito do metileugenol (ME) sobre a amplitude pico-a-pico.

A resposta estd apresentada como média = erro padrdo da média, expressa em
percentual em relacdo ao controle (resposta no fim do periodo de estabilizacdo) durante 180
minutos da acdo da substincia nas concentragdes de 0,1; 0,3; 0,6; 1; 2 e 4 mM. O simbolo (*)
indica em que instantes as curvas das concentracdes de 0,6; 1, 2 e 4 mM diferem

significativamente das respostas percentuais do controle.
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TABELA 3 — Amplitude pico-a-pico do PAC em nervo cidtico de rato no controle e durante a
exposi¢do ao metileugenol.

Os valores estdo expressos em % do controle (amplitude ao fim do periodo de

estabilizacao da preparacdo) como média + erro padrao da média.

Conc Controle T=15min T=30min T=60min T=120min T =180 min
(mV) (mV) (mV) (mV) (mV) (mV)
*EST 100,0+0,0 102,2+0,1 1029+1,1 1049+42 1054+7,0 103,7£9,2
0,1 mM (N=3) (N=3) (N=3) (N=3) (N=3) (N=3)
EST 100,0+£0,0 104,6%+4,2 103,7+2,6 100,6+63 89,5+15,8 89,7 £ 15,6
0,3 mM (N=3) (N=3) (N=3) (N=3) (N=3) (N=3)
EST 100,0+0,0 948+2,1 86,1+47 70,2%09,1 49,5+ 10,3 38,654
0,6 mM (N=4) (N=4) (N=4) (N=4) (N=4) (N=4)
EST 100,0£0,0 103,4%+6,9 100,4%£8,2 90,3%+10,3 67,2%13,1 432+153
1 mM (N=4) (N=4) (N=4) (N=4) (N=4) (N=4)
EST 100,0£0,0 964+123 76,6x114 474+94 14,9+ 49 6,619
2 mM (N=5) (N=5) (N=5) (N=5) (N=5) (N=5)
EST 100,0£0,0 70,2%6,6 40,1 £ 6,1 17,6 £49 57+1.8 2,8+1.8
4mM (N=3) (N=3) (N=3) (N=3) (N=3) (N=3)

*EST=estabiliza¢ao.

3.2 Efeito do ME sobre velocidade de conducao nervosa do primeiro componente do

potencial de acao composto em nervo ciatico de rato

O metileugenol apresentou efeito inibitdrio dose dependente sobre a velocidade de
conducdo nervosa do primeiro componente positivo do PAC, sendo estatisticamente
significante em relacdo ao controle (resposta ao fim da estabiliza¢do) a partir da concentragdo
de 0,6 mM (p < 0,05; ANOVA). Para as concentragdes de 0,1 e 0,3 mM nenhum efeito foi
demonstrado, pois os valores representativos das médias dos experimentos ndo apresentaram

diferenca estatistica significativa em rela¢do ao controle (p < 0,05; ANOVA).

A concentragao de 0,6 mM apresentou inicio do efeito sobre a velocidade de
conducdo nervosa nos primeiros 15 minutos da administracio da droga, entretanto, este efeito
s6 se mostrou estatisticamente significante com relacdo ao controle apés 30 minutos, da

aplicacdo do ME (p < 0,05, ANOVA; Método Student-Newman-Keuls).

A concentragao de 1,0 mM apresentou inicio do efeito sobre a velocidade de

condug¢do nervosa nos primeiros 15 minutos da administracao da droga, entretanto, este efeito



43

sO se mostrou estatisticamente significante com relagdo ao controle apds 60 minutos, da

aplicacdo do ME (p < 0,05; ANOVA; Teste Bonferroni).

Os efeitos desenvolveram-se lentamente e ao final de 180 minutos de exposicao
do nervo as concentragdes de 2,0 mM e 4,0 mM de ME, a velocidade de condu¢do nervosa foi
reduzida significativamente. A concentracao de 2,0 mM apresentou efeito inibidor nos
primeiros 15 minutos da administracdo da droga, entretanto, este efeito s se mostrou
estatisticamente significante com relagdo ao controle apés 90 minutos, da aplicagdo do ME (p
< 0,05, ANOVA; Método Dunn’s). A velocidade de conducdo nervosa foi reduzida (9,5 £
9,5% (N=6)) do valor do controle (26,2 = 2,1 mV (N=6)). Na concentra¢do de 4,0 mM foi
percebido efeito inibidor nos primeiros 15 minutos da administracdo da droga, significante
com relagdo ao controle, da aplicacao do ME (p < 0,05, ANOVA; Método Dunn’s), sendo que
na concentracdo de 4,0 mM ndo houve resolug¢do para a medida da velocidade de condugio
nervosa a partir dos 120 minutos. A Velocidade de condugdo nervosa foi reduzida do valor do
controle (21,7 £ 0,89 mV (N=3)), (Figura 9, Tabela 4).

180 Velocidade da Condugéo

—— MEO,TmM-n=3
160 —4— ME0,3mM-n=5
—4— MEO06mM-n=7
—— ME1,0mM-n=6

=
|

o i m—— e =

Tempo (min)

Figura 9 — Curso temporal do efeito do metileugenol (ME) sobre a velocidade de conducdo nervosa da
amplitude positiva do primeiro componente positiva.
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A resposta estd apresentada como média = erro padrdo da média, expressa em
percentual em relacido ao controle (resposta no fim do periodo de estabilizacdo) durante 180
minutos da acdo da substincia nas concentragdes de 0,1; 0,3; 0,6; 1; 2 e 4 mM. O simbolo (*)
indica em que instantes as curvas das concentragdes de 0,6; 1, 2 e 4 mM diferem

significativamente das respostas percentuais do controle.

TABELA 4 — Velocidade de Conducao nervosa do primeiro componente do potencial de acao
composto em nervo cidtico de rato, no controle e durante a exposicdo ao

metileugenol.
Conc Controle T=30 min T = 60 min T =120 min T = 150 min T = 180 min
(mV) (mV) (mYV) (mV)
*EST 100,0 £ 0,0 99,3104 100,3+0,5 103,3+0,2 106,8 £2,5 102,3+1,2
0,1mM (N=3) (N=3) (N=3) (N=3) (N=3) (N=3)
EST 100,0 £ 0,0 95,1+2,1 96,71 5,6 78,3+ 20,4 80,2 +20,8 76,6 + 19,9
0,3mM (N=5) (N=5) (N=5) (N=5) (N=5) (N=5)
EST 100,0 £ 0,0 94,7+ 1,7 92,3+2,5 81,9+4,7 75,91t42 72,7163
0,6mM (N=7) (N=7) (N=7) (N=7) (N=7) (N=T7)
EST 100,0 £ 0,0 97,1+£0,7 92,7+ 1,4 81,1 +1,9 75,1+2,5 72,0+ 3,0
1,0mM (N=6) (N=6) (N=6) (N=6) (N=6) (N=6)
EST 100,0 £ 0,0 91,3+24 83,7+2,3 752129 619+128 62,3+ 13,0
2,0mM (N=6) (N=6) (N=6) (N=6) (N=6) (N=6)
EST 100,0 £ 5,8 78,2 18,8 74,3+9,1 0,0 0,0 0,0
4,0mM (N=3) (N=3) (N=3) (N=3) (N=3) (N=3)

*EST=Estabilizacio

3.3 Efeito do ME sobre velocidade de conducao nervosa do segundo componente do

potencial de acao composto em nervo ciatico de rato

O metileugenol apresentou efeito inibitorio dose dependente sobre a velocidade de
conducdo nervosa do segundo componente positivo do PAC, sendo estatisticamente significante
em relagc@o ao controle (resposta ao fim da estabilizacdo) a partir da concentra¢ao da concentraciao
de 0,6 mM (p < 0,05; ANOVA). Para as concentragdes de 0,1 e 0,3 mM nenhum efeito foi
demonstrado, pois os valores representativos das médias dos experimentos ndo apresentaram

diferenca estatistica significativa em rela¢ao ao controle (p < 0,05; ANOVA).

A concentragdao de 0,6 mM apresentou inicio do efeito sobre velocidade de
conduc¢do nervosa nos primeiros 15 minutos da administracao da droga, entretanto, este efeito
sO se mostrou estatisticamente significante com relacdo ao controle apdés 30 minutos, da

aplicacdo do ME (p < 0,05, ANOVA; Teste de Student-Newman-Keuls).
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A concentragdo de 1,0 mM apresentou inicio do efeito sobre a velocidade de
conducdo nervosa nos primeiros 15 minutos da administracio da droga, entretanto, este efeito
sO se mostrou estatisticamente significante com relacdo ao controle apdés 30 minutos, da

aplicacdo do ME. (p < 0,05; ANOVA; Teste Bonferroni).

Os efeitos desenvolveram-se lentamente e ao final de 180 minutos de exposicao
do nervo as concentragdes de 2,0 mM e 4,0 mM de ME, a velocidade de condugdo nervosa foi
reduzida significativamente. A concentracdao de 2,0 mM apresentou efeito inibidor nos
primeiros 15 minutos da administracdo da droga, entretanto, este efeito s se mostrou
estatisticamente significante com relacdo ao controle apds 90 minutos, da aplicacdo do ME. (p
< 0,05, ANOVA; Método Dunn’s). A velocidade de condugdo nervosa foi reduzida (62,2 £
31,8%) do valor do controle (64,4 + 1,88 mV (N=6)). Na concentracdo de 4,0 mM foi
percebido efeito inibidor nos primeiros 15 minutos da administracdo da droga, significante
com relagdo ao controle, da aplicacao do ME (p < 0,05, ANOVA; Método Dunn’s), sendo que
na concentracdo de 4,0 mM ndo houve resolucdo para a medida da velocidade de conducdo a
partir dos 120 minutos. A Velocidade de conducdo nervosa foi reduzida do valor do controle

(56,8 £2,06 mV (N=3)), (Figura 10, Tabela 5).
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I

Figura 10 — Curso temporal do efeito do metileugenol (ME) sobre a velocidade de condug@o nervosa
da amplitude positiva do segundo componente positiva.

A resposta estd apresentada como média = erro padrdo da média, expressa em
percentual em relacdo ao controle (resposta no fim do periodo de estabilizacdo) durante 180
minutos da a¢do da substancia nas concentragdes de 0,1; 0,3; 0,6; 1; 2 e 4 mM. O simbolo (*)
indica em que instantes as curvas das concentracdes de 0,6; 1, 2 e 4 mM diferem

significativamente das respostas percentuais do controle.
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TABELA 5 - Velocidade de Conducao nervosa do segundo componente do potencial de acao
composto em nervo cidtico de rato, no controle e durante a exposi¢cdo ao

metileugenol.
Conc Controle T=30 min T=60min T=120min T =150 min T = 180 min
(mV) (mV) (mV) (mV) (mV) (mV)

*EST 100,0 £ 0,0 98,5+4.,8 96,8+ 5,8 101,8 £ 3,6 1053+1,9 103,6 £0,2
0,1mM (N=3) (N=3) (N=3) (N=3) (N=3) (N=3)

EST 100,0 + 3,1e 91,5153 74,7 £ 19,1 72,0 £ 18,7 71,7 £ 18,7 71,31 18,6
0,3mM (N=5) (N=5) (N=5) (N=5) (N=5) (N=5)

EST 100,0 £ 2,1e 89,5+3.8 92,9 £8,2 67,3t11,9 62,7t 11,5 59,0t 11,4
0,6mM (N=7) (N=7) (N=7) (N=7) (N=7) (N=7)

EST 100,0 + 2,5¢ 89,7+t 1,5 81,614 67,3t1,5 614+t1,2 569+1,8
1,0mM (N=6) (N=6) (N=6) (N=6) (N=6) (N=6)

EST 100,0 £ 0,0 87,6 0,8 71,3+2.8 30,7+ 13,7 9,3+9,3 9,6+9,3
2,0mM (N=6) (N=6) (N=6) (N=6) (N=6) (N=6)

EST 100,0 £ 0,0 75,9 £ 10,5 24,1 £24,1 0,0 0,0 0,0
4,0mM (N=3) (N=3) (N=3) (N=3) (N=3) (N=3)

*EST=estabilizacdo.

3.4 Curso temporal do efeito do metileugenol (ME) sobre a medida da integral ou da

area sob o grafico do potencial de acao composto

Medida da integral ou da drea sob o gréfico foi realizado com a concentragdo de

0,6mM, pois nesta concentracdo encontramos uma resposta que apresentou um efeito depressor

na excitabilidade nervosa uma resposta de 50% da resposta total. A administragdo da droga no

periodo apds a estabilizagdo apresentou reducdo da drea, representando assim os axonios que

ndo foram bloqueados ou que ainda persistem conduzindo o potencial. A andlise da integral é

um parametro que pode ser utilizado para as concentragdes que apresentem efeito maximo sobre

os parametros do PAC o efeito sobre a integral também sejam mais pronunciados.
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Figura 11 - Curso temporal do efeito do metileugenol (ME) sobre a medida da integral ou da area sob o grafico
do potencial de a¢cdo composto.

A resposta estd apresentada como média * erro padrdo da média, expressa em
percentual em relagdo ao controle (resposta no fim do periodo de estabiliza¢dao) durante 180
minutos da a¢do da substancia na concentracdo de 0,6 mM. O simbolo (*) indica em que

instantes as diferencgas significativas das respostas percentuais do controle.

3.5 Efeito do ME sobre a amplitude positiva do primeiro componente do potencial de

acao composto em nervo ciatico de rato

O ME apresentou efeito inibidor dose dependente sobre os parametros da amplitude
dos componentes, como mostrado na (figura 12, tabela 7), que representa o tracado dos registros
extracelulares. O efeito sobre a amplitude positiva do primeiro componente mostrou-se
estatisticamente significativo em relacdo ao controle (resposta obtida apdés o periodo de
estabilizacdo), a partir da concentra¢do de 0,6 mM (p < 0,05, ANOVA; Método Fisher LSD). As

concentragdes de 0,ImM e 0,3mM ndo apresentaram efeito inibidor demonstravel sobre a
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amplitude positiva do primeiro componente, sendo os valores representativos das médias dos

experimentos nao apresentarem diferenca estatistica em relacao ao controle (p = 0,975, ANOVA).

A concentracdo de 1,0 mM apresentou inicio do efeito sobre a amplitude pico-a-
pico nos primeiros 40 minutos da administracao da droga, entretanto, este efeito sé se mostrou
estatisticamente significante com relacao ao controle apds 120 minutos, da aplicacdo do ME.

(p < 0,05, ANOVA; Teste de Student-Newman-Keuls).

Os efeitos desenvolveram-se lentamente e ao final de 180 minutos de exposi¢ao do
nervo as concentragdes de 2,0 mM e 4,0 mM de ME, a amplitude positiva do primeiro
componente foi reduzida significativamente. A concentracdo de 2,0 mM apresentou efeito
inibidor estatisticamente significante nos primeiros 15 minutos da administra¢ao da droga, com
relacdo ao controle da aplicacdo do ME. (p < 0,05, ANOVA; Método Ducan’s). A Amplitude
positiva do primeiro componente do foi reduzida 3,16 + 0,59% (N=5), do valor do controle
(30,5 £ 9,8 mV (N=5)). Na concentracdo de 4,0 mM foi percebido efeito inibidor nos primeiros
15 minutos da administracdo da droga, entretanto, este efeito se mostrou estatisticamente
significante com relacdo aos 15 minutos, da aplicacio do ME. (p < 0,05, ANOVA; Método
Student-Newman-Keuls). A amplitude positiva do primeiro componente foi reduzida 25,3 +

8,83%, do valor do controle (1,9 £ 0,59 mV (N=3)). (Figura 12, Tabela 7).
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Amblitude do 10. Comnonenta

Figura 12 — Curso temporal do efeito do metileugenol (ME) sobre a amplitude positiva do primeiro componente.

A resposta estd apresentada como média t erro padrdo da média, expressa em
percentual em relacdo ao controle (resposta no fim do periodo de estabilizacdo) durante 180
minutos da acdo da substancia nas concentragdes de 0,1; 0,3; 0,6; 1; 2 e 4mM. O simbolo (*)
indica em que instantes as curvas das concentragdes de 0,6; 1, 2 e 4 mM diferem

significativamente das respostas percentuais do controle.
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TABELA 6 — Amplitude da amplitude positiva do primeiro componente do PAC em nervo

cidtico de rato no controle e durante a exposi¢cdo ao metileugenol.

Os valores estdo expressos em % do controle (amplitude ao fim do periodo de

estabilizacdo da preparacdo) como média + erro padrao da média.

Cone Controle T=15 min T =30 min T = 60 min T = 120 min T = 180 min
(mV) (mV) (mV) (mV) (mYV) (mV)
*EST 100,0 £ 5,8¢ 98,6+2,2 101,5+3,8 106,1 £ 7,8 109,7 £ 14,0 108,6 £ 14,8
0,1mM (N=3) (N=3) (N=3) (N=3) (N=3) (N=3)
EST 100,0 £ 0,0 105,6 £9,3 101,5%+7,5 89,8 19,0 68,0 21,9 65,5+229
0,3mM (N=5) (N=5) (N=5) (N=5) (N=5) (N=5)
EST 100,0 £ 2,1e 95,4+3,8 90,9 +4,7 83,1+£7,0 72,4+ 12,9 69,0+ 12,6
0,6mM (N=7) (N=7) (N=7) (N=7) (N=7) (N=7)
EST 100,0 £ 0,0 95,8+4,1 95,5+5,0 92,348.6 748+ 11,0 62,5+ 13,7
1mM (N=5) (N=5) (N=5) (N=5) (N=5) (N=5)
EST 100,0 £ 0,0 89,6 5,6 82,1x7,7 65,8+ 10,5 345+ 11,7 30,5+9,8
2mM (N=5) (N=5) (N=5) (N=5) (N=5) (N=5)
EST 100,0 £ 0,0 107,5+7,2 100,1 £5,3 56,0+ 10,3 27,7+8,6 25,3+8.8
4mM (N=3) (N=3) (N=3) (N=3) (N=3) (N=3)

*EST=estabilizagao.



4 DISCUSSAO

A descoberta do presente estudo foi o bloqueio da excitabilidade nervosa pelo
metileugenol que ¢ um dos andlogos do eugenol que podemos encontrar como constituintes
de diversas plantas do Nordeste do Brasil, tais como: Myristica fragans (SELL &
CARLINTI, 1976), Créton nepetifolius (CRAVEIRO et al., 1981) dentre outros. Esse efeito
depressor foi demonstrado através da andlise de dados experimentais que quantificaram
varios parametros relacionados ao potencial de acdo composto em nervos periféricos, tais
como amplitude pico-a-pico, velocidade de conducdo nervosa do primeiro e segundo
componente, amplitude do primeiro componente e integral. Esse comportamento €
semelhante aos descritos na literatura como sendo dependente de uso apresentado por

drogas anestésicos locais (BUTTERWORTH, 1990).

Estudos anteriores realizados com O6leos essenciais de plantas aromdticas t€m
mostrado que estes apresentam uma série de propriedades farmacoldgicas importantes sobre
os diversos tecidos estudados. Leal-Cardoso e Fonteles (1999) relataram em seus estudos de
revisao uma série de efeitos farmacoldgicos promovidos pelos 6leos essenciais de diversas

plantas, citando ainda seus principais constituintes e efeitos.

O efeito das concentragdes mais baixas de ME (0,1 e 0,3 mM) sobre a reducao da
amplitude pico-a-pico ndo se apresentou significante e permaneceu praticamente estavel
durante o curso temporal de observacdo. As demais doses nas concentragdes de 0,6; 1, 2 e 4
mM apresentaram o efeito de reducdo da amplitude pico-a-pico, cujo inicio tornou-se
perceptivel a partir de 15 minutos de observagdo experimental acentuando-se apds 30 minutos
e 60 minutos de exposicdo do nervo a droga. Para as concentracdoes de 2 e 4 mM
respectivamente a resposta na reducdo da amplitude pico-a-pico e velocidade de condugdo

foram mais acentuadas.

A concentracdo de 2 mM promoveu um efeito inibitério na amplitude pico-a-pico
sendo estatisticamente significativo com relacio ao controle ap6s 30 minutos, da aplicagdo do

ME. A amplitude pico-a-pico na concentracdo de 4 mM apresentou redugdo estatisticamente
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significativo em relacdo ao controle a partir de 30 minutos sendo que a partir de 120 minutos

nao houve resolucdo para a medida da amplitude pico-a-pico.

Ocorreu efeito inibitdrio total da amplitude quando foi usado a concentracio de 4
mM. O que se observa aqui, € a possibilidade de um bloqueio bifésico para a concentragao de
4 mM, que ocorre em dois estdgios: um primeiro, rapido onde o ME estaria agindo com maior
especificidade e estabelecimento de efeito méximo dependente da concentragdo, sugerindo
assim a participacdo de canais i0nicos e outro de atividade lenta, cujo o mecanismo
possivelmente seja inespecifico. Para o componente lento do curso temporal, sugere-se que
ele atue por perturbacdo termodindmica na membrana citoplasmdtica ou talvez por

perturbacdo da bioquimica do meio intracelular (KREYDIYYEH et al., 2000).

Uma outra forma de atuagcdo do efeito do 6leo seria na bioquimica do meio
intracelular que é vdlida, pois sabe-se, que o eugenol, constituinte de Oleos essenciais
extraidos de muitas plantas, e substancia da qual o metileugenol pode ser considerado um
derivado, a partir de certas concentracdes e de um certo tempo de laténcia, bloqueia a sintese

intracelular em algumas células excitdveis (KREYDIYYEH et al., 2000).

Estudos preliminares demonstraram que o OECN apresentava efeito inibitério
sobre a atividade elétrica do nervo cidtico de rato, bloqueando o seu potencial de acdo
composto (ROCHA et al., 1998). Os resultados obtidos por Rocha et al. (1998) foram
realizados utilizando-se as concentragdes de 100, 300 e 400 pug/mL, porém limitando-se a um
periodo de exposicao do nervo a droga de 60 minutos. O presente trabalho confirma os dados
anteriores e apresenta novos dados que incluem a inibicdo da atividade de fibras sensoriais
que tém vdrias fung¢des no sistema nervoso e os dados concernentes a excitabilidade neuronal.
O presente trabalho também estuda os efeitos do metileugenol em nervo para elucidar a
participacdo desse constituinte nos efeitos do OECN. O ME tem atividade antibactericida
(FRANCHOMME e PENOEL, 1995), em mamiferos e, além disto, foi visto que causava
hipotermia e induzia efeitos miorelaxante, antiespasmddico, anticonvulsivante e anestésico
(SELL e CARLINI, 1976; DALLMEIER e CARLINI, 1981; SOUZA et al., 1990;
MAGALHAES et al., 1998; LIMA et al., 2000; SAYYAH et al., 2002).

A demonstracio do bloqueio da excitabilidade nervosa do OECN e pelo

metileugenol é de grande relevancia tanto do ponto de vista cientifico quanto do ponto de
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vista terapéutico, pois além de serem muito utilizados na medicina popular, sdo bastante

empregados na industria, na confeccdo de produtos terapéuticos (CRAVEIRO et al.,1981).

Comportamento semelhante ocorreu com a inibicdo da velocidade de conducao
nervosa do potencial de agcdo composto. Para as menores concentragdes 0,1 e 0,3 mM de ME,
praticamente nenhum efeito foi observado. A concentragao de 0,6 mM apresentou efeito
estatisticamente significativo com relagdo ao controle apds 30 minutos, da aplicacdo do ME.
A concentracdo de 4 mM apresentou efeito pronunciado sendo a partir de 15 minutos da
administracdo e foi estatisticamente significativo com relacdo ao controle e a partir dos 120

minutos ndo havendo resolucdo para a medida da velocidade de conducdo nervosa.

No presente estudo foi observado que o efeito do ME sobre a amplitude pico-a-
pico e velocidade de condugdo nervosa, sdo varidveis relacionadas, mas independentes. A
amplitude pico-a-pico primeiramente estd ligada ao nimero de axénios conduzindo potenciais
de acdo em um determinado instante sendo este uma sincronizac¢do dos potenciais de acdo. A
velocidade de conducdo nervosa para um axonio, € representada pelo modelo da Teoria do
cabo de Lord Kelvin. No axdnio, a velocidade de conducdo depende em uma larga escala de
suas propriedades passivas, enquanto a amplitude pico-a-pico depende dos parametros da

populacdo axonal de nervos.

Demonstrou-se também que, o ME na concentracao de 4 mM deprime, de maneira

proporcionalmente similar, os pardmetros relacionados aos componentes a, 3 € (17, 29 do PAC.

Um dos possiveis mecanismos que acreditamos possam estar envolvidos se deva a
sua alta solubilidade em lipidios, os 6leos essenciais e seus constituintes, que podem interagir
com a bicamada lipidica da membrana plasmatica. Esta alta solubilidade age inibindo influxo
de célcio ou bloqueando a permeabilidade ao sédio, e entdo bloqueando a neurotransmissao

(VAN DEN BROUKE; LEMLI, 1980).

A redugdo pronunciada da amplitude pico-a-pico pode envolver alteracdes de
condutincia através de canais i6nicos, € possivel sugerir a possibilidade de participacdo de
canais i0nicos de Na" nesse efeito. A literatura tem mostrado que em fibras mielinizadas, ha

uma grande densidade de canais de Na* nos nodos de Ranvier. Em contrapartida, o acesso
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seria mais dificil dada a localizagdo destes nas regides paranodais encobertos por mielina

(HILLE, 2001).

A relevancia dos estudos da atividade farmacolégica do metileugenol é também
ampliada pela similaridade de sua molécula com outras estruturas importantes. O
metileugenol pode ser considerado um andlogo do eugenol. Este tem sido largamente
utilizado, via sintese quimica, como modelo inicial para a pesquisa e descoberta de novas
drogas (DALLMEIER; CARLINI, 1981; ANSHER, et al., 1986; STOOF, et al., 1999;
HUANG, et al., 1999; LIN, et al., 1999) e tem comprovado efeito bloqueador sobre o PAC
(CRUZ, 2000), sobre correntes de K (MAGYAR et al, 2002) e sobre o pico da corrente de

Ca™™ tipo-L, em cardiomidcitos ventriculares de cdes e humanos (MAGYAR et al., 2004).

Como, de um modo geral, os Oleos essenciais t€ém composi¢do de elevada
complexidade e os seus constituintes apresentam intima relacdo estrutural entre si e entre
alguns anestésicos locais, € possivel relevar a hipdtese de que os efeitos anestésico local e
antinociceptivo desses Oleos e constituintes possam ser mediados via bloqueio de canais de

Na* voltagem-dependente (HAESELER et al., 2002).

Os efeitos no PAC de outros andlogos do estragol, como terpineol, safrol, 1,8
cineol e timol, também foram investigados (VIANA-CARDOSO, 2005, BRODIN e ROED,
1984; CRUZ, 2000; MOREIRA, et al., 2001; MATOS, 2004; BEZERRA DE MENEZES,
2004, ACCIOLY, 2005). Todos esses agentes bloquearam o PAC do nervo cidtico com
poténcias ainda maiores do que estas aqui demonstrando claramente uma relacdo entre

estrutura e atividade farmacoldgica.

Os compostos eugenol, terpineol, anetol, timol, estragol, 1,8 cineol tém estruturas
moleculares semelhantes e suas concentracOes efetivas foram igualmente semelhantes. Isso
sugere que essas substancias e outras presentes nos Oleos essenciais atuem através de
mecanismos de agdo similares (CRUZ, 2000; PIRES, 2002; BEZERRA DE MENENZES,
2004; VIANA-CARDOSO, 2005; ACCIOLY, 2005).

O ME bloqueou a amplitude pico-a-pico e a velocidade de conducdo do PAC,

além da integral na concentracdo de 0,6 mM, apresentando uma atividade semelhante as
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drogas anestésicas locais, ja que este reduziu o nimero de axonios que conduzem o impulso
em uma dada velocidade, ao bloquear a amplitude do potencial e reduziu o ndmero de fibras

condutoras do impulso, ao reduzir a drea do PAC.

A velocidade de conducdo pode ser diminuida por reducdo da corrente de Na* e
reducdo da corrente de circuito local, levando a uma menor excitagdo das regides adjacentes,
sugerimos, portanto, que este deve ser o mecanismo pelo qual o metileugenol alterou a
velocidade de condugdo do PAC. Outro parametro responsdvel pela diminui¢ao da velocidade
se deve ao aumento da capacitancia da membrana por unidade de &rea, sendo este um

mecanismo pouco provavel para o ME.

Outra hipdtese por nds levantada para estudos posteriores se deve ao
comportamento das correntes de Na® onde se verifica o bloqueio do PAC pelo ME
provavelmente bloqueando canais para Na® presentes no axonio, que possuem cerca de
15.000 a 20.000 canais por nodo de Ranvier. O estudo foi realizado em correntes
macroscopicas de Na* em neurossomas do ganglio da raiz dorsal, que apresenta densidade de
canais menor que nos nodos de Ranvier (CAFFREY et al, 1992). O ME em concentracdes
milimolares bloqueou tais correntes, ndo sendo especificado neste estudo que tipo de

alteracdes 0 ME promoveu na cinética dos canais para Na'.

Foi demonstrado no presente trabalho que o ME, nas concentracdes milimolares,
possui atividade sobre o nervo, apresentando um efeito depressor na excitabilidade, essa
inibicdo foi de maneira similar para os dois componentes (o € ) do PAC. Esse achado é
relevante por se s6 devido a importancia do ME como um constituinte de muitos 6leos

essenciais utilizados em aromaterapia (TISSERAND; BALACS, 1995).

Um ponto a ser considerado e que merece andlise é que embora o ME seja na
composi¢ao quimica do OECN, o segundo maior constituinte em termos percentuais (14,9%),

talvez nao seja o principal ou tnico responsavel pelo efeito depressor do 6leo sobre o PAC.

De modo geral, parece que os constituintes de 6leos essenciais atuam no espago
de tempo aparentemente longo (védrios minutos), em uma dada concentracdo para o

estabelecimento de seu efeito maximo (concentracdes maiores estabelecem efeito mais
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rdpido). Vale ressaltar a poténcia do ME no nervo com sua atividade depressora na

transmissao do impulso nervoso.

O presente estudo nao objetivou a elucidacdo do mecanismo de acdo do ME para
efeito depressor do potencial de acdo composto do nervo cidtico. No entanto, é possivel
sugerir a possivel interferéncia sobre canais de Na®, ou através do bloqueio de sua ativacio ou
mesmo de sua inativagcdo, conforme visto na lieratura (HAESELER et al., 2002, MAGYAR et
al., 2002, SZENTANDRASSY et al., 2003).

A medida da integral ou da area sob o grifico do potencial de acdo composto
representa os axOnios que ndo foram bloqueados ou que ainda persistem conduzindo o
potencial. Nesse estudo foi demonstrado a medida da integral somente na concentragdo de 0,6
mM onde ocorreu modificacdo significativa da area total mensurada, o que nao inviabiliza a
utilizacdo de tal parametro, pois é possivel que para as concentragdes que apresentarem efeito

maximo sobre os parametros do PAC o efeito sobre a integral também sejam pronunciados.

Em conclusdo, nosso estudo tem aqui demonstrado que o ME ¢€ efetivo e potente
depressor da excitabilidade neuronal. Devido a sua utilizagdo em muitos produtos a
mensuragdo da sua atividade depressora da excitabilidade neuronal é de grande relevancia e
necessita de estudos adicionais para melhor caracterizacdo de seus efeitos e elucidagcdo de seu

mecanismo de acdo através de técnicas mais bem elaboradas.



CONCLUSAO

O registro extracelular do potencial de agdo composto de nervo cidtico de rato
manteve-se em todo protocolo experimental, inclusive quando o nervo foi estimulado a uma
freqiiéncia de 20 Hz, demonstrando ser a montagem do cidtico em camara imida uma boa

preparagdo para estudos sobre a excitabilidade neuronal em nervos periféricos.

O metileugenol exerce efeito depressor dose-dependente sobre a amplitude pico-a-
pico, a integral e velocidade de conducao nervosa do PAC tendo, seu efeito mais pronunciado

no primeiro componente, possivelmente devido sua agiio sobre os canais de Na*.

O metileugenol deprime, de maneira proporcionalmente similar, a amplitude
positiva, a integral e a velocidade de conducdo nervosa do primeiro e segundo componentes

do PAC.

Metileugenol em concentragdes baixas de 0,1 e 0,3 mM ndo exerceu efeito
significativo sobre os parametros do potencial de acdo composto. Nas concentragdes de 0,6; 1;
2 e 4 mM o metileugenol exerceu efeitos significativos sobre o bloqueio da excitabilidade

nervosa.

Metileugenol bloqueia totalmente a excitabilidade neuronal com concentragio

de 4mM.
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