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ABSTRACT

Eugenol (EUG) is a fenilpropanoid obtained from the essential oils of plants such as clove and basil
which has widespread use in dentistry on the sealing of the dental root cavity. EUG possesses,
amongst others, an analgesic effect that may be due to a local anesthetic like inhibition of sodium
currents, to a capsaicin like activation of TRPV-1 receptors or to both. Sharp microelectrode current
clamp experiments were carried out in non dissociated neurons of rat superior cervical ganglia
(SCG) which do not express TRPV-1 channels. EUG (0,1 — 2.0mM) reversibly inhibited the peak to
peak amplitude of the SCG neurons action potential in a concentration and time dependent manner.
EUG 0,1mM induced no significant alteration of action potential (AP) parameters in all 14 cells
tested while 0,6mM and 2mM EUG induced reversible AP inhibition in 6 out of 17 and 10 out of 12
cells tested, respectively. These frequencies of occurrence of AP inhibition at 0,6 and 2mM were
significantly different (p = 0,002, chi-square test). EUG 0,6mM also took longer than 2mM for both
establishment end recovery of this effect. The time for establishment of EUG-induced AP inhibition,
50% recovery e maximum recovery suffered a 3, 9 and 11 fold increase respectively. EUG 0,6mM
also produced a reversible decrease in membrane input resistance while 2mM did not. Those effects
have lead us to propose that EUG besides acting on the voltage-dependent sodium channels of the
SCG neurons, possesses a yet second mode of action that is dependent on time, responsible for the

decrease in input resistance and capable of increasing the potency of EUG analgesic effect.

Keywords: eugenol, superior cervical ganglia, action potential.
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RESUMO

O eugenol (EUG) é um fenilpropanoide (pequenas substancias arométicas volateis sintetizadas por
plantas a partir da fenilalanina) obtido pelo fracionamento dos 6leos essenciais de plantas bastante
familiares como o cravo-da-india (Eugenia caryophyllus) e o manjericdo (Ocimum basilicum). O
EUG é empregado com o 6xido de zinco na composi¢do de uma resina utilizada para o selamento e
desinfec¢do da raiz dentéria no tratamento de canal possuindo, dentre outros, efeito analgésico. Esse
efeito pode se dever ao blogueio de canais para sddio ativados por voltagem (assim como 0s
anestésicos locais), a um mecanismo similar ao da capsaicina, via ativacdo do receptor TRPV-1 ou a
uma combinacdo de ambos. Neste trabalho, realizamos experimentos de “current clamp” com
microeletrodos em neurdnios ndo dissociados do ganglio cervical superior (GCS) de ratos com 0
objetivo de avaliar os efeitos do EUG sobre o potencial de agdo e sobre as propriedades passivas
(potencial de repouso e resisténcia de membrana) dessas células. O EUG inibiu o potencial de a¢éo
desses neurdnios de um modo dependente de concentragéo e de tempo. O EUG 0,1mM ndo induziu
nenhuma alteragdo significativa no potencial de agdo de 14 células testadas, enquanto o EUG 0,6mM
e 2mM inibiram o potencial de acdo em 6 de 17 e 10 de 12 células respectivamente. Essas
freqiiéncias de ocorréncia de inibicdo diferiram estatisticamente (teste do qui-quadrado com p =
0,002). O EUG 0,6mM produziu seus efeitos mais vagarosamente e também a recuperacdo desses
efeitos foi mais lenta. Os tempos para estabelecimento do efeito, 50% de recuperacéo e recuperagdo
méaxima nessa concentragdo foram respectivamente 3, 9 e 11 vezes maiores do que na concentracéo
2mM. O EUG 0,6mM também causou reducao reversivel na resisténcia de entrada dos neurdnios do
GCS. Esses resultados nos levam a acreditar que, além de atuar sobre canais de sodio dependentes de
voltagem, o EUG ainda deve exercer um segundo efeito dependente de tempo, responsavel pela

alteracdo da resisténcia de entrada e capaz de aumentar a poténcia do seu efeito analgésico.

Palavras chave: eugenol, ganglio cervical superior, potencial de ag&o.
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1. INTRODUCAO

1.1. Quimica e Farmacologia do Eugenol.

O eugenol (Figura 1.a.) € um fenilpropandide obtido pelo fracionamento dos 6leos essenciais,
dentre outras, de plantas bastante familiares como o cravo-da-india (Eugenia caryophyllus) e o
manjericdo (Ocimum basilicum) (Carvalho de Souza, 2005).

Fenilpropandides constituem uma categoria de substancias de pequeno peso molecular
(Figura 1), aromaticas e em geral volateis na qual se incluem além do eugenol, compostos tais como
0 acido salicilico, a lignina e as antocianinas, sendo sintetizados por plantas a partir da fenilalanina
(Weisshaar & Jenkins, 1998). A fenilalanina, assim como os demais aminoacidos aromaticos, deriva
de uma via metabdlica que se inicia com a condensacéo do fosfoenolpiruvato - um intermediério da
via glicolitica - e da eritrose 4-fosfato - um intermediério do ciclo das pentoses fosfato - (Figuras 2 e
3). Deste modo, ndo € correto se referir a esses compostos como monoterpenos que séo sintetizados
através de uma via completamente diferente a partir da acetil-Coenzima A (Stryer et al. 2002).

Né&o obstante, tanto terpenos como fenilpropandides, alcal6ides e outros compostos volateis
de plantas se enquadram na categoria geral de metabolitos secundarios ou mais propriamente
metabolitos especiais de plantas. Essa denominacdo visa enfatizar o fato de que ndo se tratam de
compostos de importancia secundaria ou de residuos do metabolismo vegetal e sim de compostos
produzidos através de vias metabdlicas especificas e que possuem fungBes bem definidas como
atracdo de dispersores de sementes e de polinizadores e protecdo contra herbivoros. (Gang, 2005;
Noel et al. 2005). Esses compostos, todavia, ndo possuem atividades bioldgicas restritas aquelas que
desempenham nos organismos que os produzem. Uma vez que se tratam em geral de substancias
aromaticas com fragrancias e sabores variados, muitos tém sido utilizados nas industrias de
alimentos e cosméticos (Gang, 2005). Além disso, frequentemente exibem efeitos que os qualificam

como drogas de uso terapéutico ou na pesquisa.
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a. eugenol b. metileugenol c. anetol

G/
HCI H'O
e
o
H“ A

d. capsaicina e. capsazepina f. vanilina

Figura 1: Eugenol e outros compostos relacionados.

a. Eugenol (2-methoxy-4-prop-2-enylphenol). P.M.: 164.201080 g/mol

b. Metileugenol (1,2-dimethoxy-4-prop-2-enylbenzene. P.M.: 178.227660 g/mol

c. Anetol (1-methoxy-4-[(E)-prop-1-enyl]benzene). P.M.: 148.201680 g/mol

d. Capsaicina ((E)-N-[(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)methyl] -8-methylnon -6-enamide). P.M.:
305.411880 g/mol

e.Capsazepina (N-[2-(4-chlorophenyl)ethyl]-7,8-dihydroxy-1,3,4,5-tetrahydro-2-benzazepine-2-
carbothioamide). P.M.: 376.900240 g/mol

f. Vanilina (4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde). P.M.: 52.147320 g/mol
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Para que se tenha uma idéia da aplicabilidade desses compostos na industria farmacéutica, o
mercado global de medicamentos derivados de plantas movimentou, em 2005, US$18 bilhdes. De
2000 & 2006, foram langados no mercado 26 novos medicamentos derivados de plantas e até
setembro 2007 mais 97 destes se encontravam e fase de testes clinicos com aplicagdo em é&reas
como: doencas cardiovasculares, infecciosas, parasitarias e neuroldgicas, cancer, dor e inflamacéo
(Saklani &. Kutty, 2008).

O eugenol, em particular, é empregado com o 6xido de zinco na composi¢do de uma resina
utilizada para o selamento e desinfecgdo da raiz dentaria no tratamento de canal. Essa resina possui
efichcia bem estabelecida contra fungos, bactérias tanto gram-positivas como gram-negativas,
aerdbias ou anaerdbias e nas quais se incluem patdgenos conhecidos como o Staphylococcus aureus
e o Bacillus subtilis (Amorim et al. 2006; Pizzo et al. 2006). Tanto o eugenol como a resina obtida
de sua mistura com o Oxido de zinco, também possuem efeito antiinflamatério que tem sido
atribuido a um mecanismo que esta ligado a inibicdo do fator de transcricdo Kappa B e da
cicloxigenase 2. Esse mecanismo é compartilhado com outras drogas como o anetol (Figura 1.c) e a
capsaicina (Figura 1.d) e tem sido mostrado que ele pode ser responsavel ndo apenas por efeitos
antiinflamatérios como também por efeitos anti-tumorais. (Hashimoto et al, 1988; Huss et al. 2002;
Aggarwal et .al. 2004; Aggarwal & Shishodia , 2004; Dorai & Aggarwal, 2004).

O eugenol também foi capaz de prevenir completamente a queda na velocidade de condugéo
no nervo ciatico em ratos tratados com estepzotocina, um modelo experimental para o diabetes que
goza de bastante aceitagio nos dias de hoje (Nangle et al. 2006). E digno de nota, que inibidores
especificos da cicloxigenase-2 (mas ndo das cicloxigenases 1 e 3) atenuam a hiperalgesia em ratos
tratados com estrepzotocina e que o eugenol, como ja comentado, pode inibir a expressdo dessa

enzima (Matzunaga et al. 2007).

1.2. Efeitos Eletrofisioldgicos do Eugenol.

O foco desse trabalho, todavia, esta nos efeitos eletrofisiologicos do eugenol que sdo muito
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relevantes pelo fato de que podem constituir o mecanismo através do qual o eugenol exerce efeitos
antinociceptivo e anestésico, documentados na literatura. O efeito antinociceptivo do eugenol pode
ser demonstrado tanto no teste da formalina - nesse modelo ele foi capaz de reduzir a dor de origem
neurogénica na primeira fase do teste enquanto o metileugenol (Figura 1.b) foi capaz de suprimir a
dor de origem inflamatéria na segunda fase (Ohkubo & Shibata, 1997; Yano et al. 2006) - como no
teste das contorg¢des abdominais induzidas pelo acido acético (Okubo, & Shibata, 1997). Guenette et
al. (2006) puderam também demonstrar efeito anestésico geral do eugenol administrado
intravenosamente em ratos e atribuiram tal efeito a uma modulacdo (anteriormente descrita) pelo
eugenol de receptores GABA (Yano el al. 2006; Aoshima & Hamamoto, 1999) em acordo com a
hipotese que atribui a acdo dos anestésicos gerais a um mecanismo que consiste da hiperpolarizacdo
dos neurdnios da alca hipotalamica-cortical devido a ativagdo desses receptores. (Arhen et al. 2003).
Meyer (2006) sustenta, todavia, que o efeito anestésico geral do eugenol observado em ratos pode
ndo se dever a antinocicepc¢do, mas ao bloqueio da transmissdo neuromuscular e a propagacéo do
potencial de agdo no musculo esquelético devido a inibi¢do de receptores nicotinicos assim como se
observa em altas doses de anestésicos locais. De fato, o eugenol parece se comportar como um
agente local, sendo capaz de inibir a propagagdo do potencial de agdo composto tanto no nervo vago
quanto no cidtico de ratos (Brodin, 1985; Cruz, 2002). Ainda ndo est4 claro, todavia, se o eugenol
produz esses efeitos através do bloqueio de canais de sddio ativados por voltagem (assim como 0s
anestésicos locais) ou por um mecanismo similar ao da capsaicina via ativa¢do do receptor TRPV-1
(agonistas desses receptores também sdo capazes de gerar blogueio da condugdo em nervos
periféricos - Kissin, 2008).

Algumas evidéncias sustentam a hipdtese da acdo do eugenol através de um mecanismo
semelhante aquele dos anestésicos locais. Foi demonstrado, por exemplo, que o eugenol bloqueia 0s
canais de sodio ativados por voltagem em neurdnios dos ganglios da raiz dorsal ligando-se ao canal
de sddio preferencialmente em seu estado fechado, mas também com menor afinidade ao canal em

estado inativado (Carvalho de Souza, 2005) e que em neurdnios do ganglio trigémio, o eugenol inibe
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0s potenciais de acdo e correntes de sodio em células tanto sensiveis como insensiveis a capsaicina
ou a tetrodotoxina e em nenhum caso a capsazepina (um antagonista seletivo de canais TRPV-1:
Figura 1.e) foi capaz de bloquear esses efeitos (Park et al. 2005). Nesse mesmo modelo e mais uma
vez tanto em células sensiveis como insensiveis a capsaicina, o eugenol também foi capaz de inibir
correntes de célcio ativadas por voltagem (HVACC: “Hight Voltage Activated Calcium Currents™)
bem como correntes de potassio. Muito embora a capsaicina também seja capaz de inibir correntes
de célcio ativadas por voltagem (HVACC), o eugenol foi capaz de inibir essas correntes mesmo na
presencga da capsazepina ou em sistemas que ndo expressam receptores TRPV-1 (Lee et al. 2005; Li,
et al. 2007).

Outros resultados, todavia, tem apontado na diregdo de um mecanismo de acéo para o efeito
antinociceptivo do eugenol similar aquele da capsaicina. O eugenol compartilha similaridade
estrutural com esse composto em sua porcdo aromatica e muito embora esse seja conhecido por seu
efeito analgésico enquanto aquela é prontamente identificada por sua agdo irritante, tanto o eugenol
pode provocar irritagdo quando em contato com as mucosas como a capsaicina pode exibir efeito
antinociceptivo. De fato, ambos sdo reconhecidos como agentes bifasicos que provocam num
primeiro momento irritacdo para adiante exibir um efeito analgésico tardio (Yang, el al. 2003;
Carvalho de Souza, 2005).

Um estudo recente (Wang et al. 2007) mostrou que a capsaicina também é capaz de inibir
canais de sodio tanto de células musculares como nervosas expressos em sistemas heter6logos,
todavia 0 mecanismo classico para a atuacdo da capsaicina é aquele que se da via ativagdo do
receptor TRPV-1. Os receptores TRP (“transient receptor potential””) constituem uma grande familia
de canais de céations ndo especificos e em geral sem dependéncia de voltagem. Esses canais sdo
ativados por uma série de agentes quimicos e também fisicos outros além da voltagem, como o calor
e estimulos mecanicos. A subfamilia TRPV é assim denominada devido ao fato do canal TRPV-1, o
primeiro da familia a ser identificado e clonado, ser modulado por vanil6ides - substancias que

apresentam uma porg¢do aromatica similar a vanilina (Figura 1.f). Os canais TRPV-1 sdo permeaveis
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preferencialmente ao célcio exibindo condutancia 10 vezes maior para esse ion do que para o sodio,
esse canal também é modulado por temperatura e voltagem, mas a ligacdo de vaniloides permanece
como mecanismo principal para seu acionamento (Pedersen, 2005; Caterina et al. 2007).

A ativagdo dos canais TRPV-1 em nervos periféricos, leva a um influxo de célcio que
despolariza 0os mesmos e pode iniciar potenciais de acdo e a percepcdo da dor. A excitacdo de
neurdnios sensitivos por agonistas de receptores TRPV-1, todavia, é seguida por um periodo
refratario com a eventual dessensibilizagdo dos receptores TRPV-1 e no qual a excitabilidade desses
neurdnios é reduzida (Baamonde el al. 2005; Kissin, 2008) dai resulta um efeito analgésico do qual
se tem tirado proveito no tratamento da dor ligada a processos neuropéaticos como aqueles
decorrentes do diabetes (Forst et al. 2006).

Gracas a utilizacfo da capsazepina, que antagoniza com grande especificidade os efeitos da
capsaicina, alguns resultados puderam sugerir a hipotese de que o eugenol agiria em um sitio celular
comum ao da capsaicina mesmo antes da identificacdo desse sitio ap6s a clonagem do receptor
TRPV-1. Ohkubo & Shibata (1997) mostraram que a capsazepina é capaz de abolir o efeito anti-
noceptivo tanto do eugenol quando do guaiacol no teste da formalina enquanto Ohkubo & Kitamura
(1997) mostraram que o eugenol é capaz de gerar, em neurdnios dos ganglios da raiz dorsal, uma
corrente de entrada sensivel a capsazepina. Essa corrente foi fortemente inibida pela deplecdo do
célcio na solucéo extracelular, mas apenas fracamente inibida pela deplecdo do sodio (o canal
TRPV1 tem condutancia cerca de 10 vezes maior para o célcio). O dado mais consistente em favor
da acdo do eugenol sobre receptores TRPV-1, todavia, foi a demonstracéo direta por Yang et al.
(2003) do efeito do eugenol sobre esses canais. Uma vez transfectadas com esses receptores, células
HEK exibiram, quando perfundidas tanto pelo eugenol como pela capsaicina, uma corrente de
entrada tendo sido mostrado que se tratava de uma corrente de célcio através de microscopia de
fluorecéncia com fura-2. Essa corrente pode ainda em ambos os casos ser inibida pela capsaicina.
Yang et al. (2003) utilizando os mesmos métodos ainda puderam mostrar que o eugenol foi capaz de

gerar uma corrente de célcio em células sensiveis a capsaicina do ganglio trigémio e que essa
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corrente era bloqueada pela capsazepina, resultando, portanto, da ativagéo do receptor TRPV-1.

Em sintese, os resultados dos estudos do efeito do eugenol sobre células nervosas e canais
idnicos, em especial aqueles obtidos no ganglio trigémio, parecem sustentar bem ambas as hipdteses
que buscam explicar o efeito analgésico do eugenol. Uma comparacéo da poténcia dos efeitos do
eugenol sobre canais de sodio e sobre canais TRPV-1 poderia ser decisiva em determinar qual desses
mecanismos tem acdo proeminente (ou se atuam em conjunto), mas esses dados séo escassos. Nos
ganglios da raiz dorsal onde estdo disponiveis eles favorecem a acédo através do canal TRPV-1 uma
vez que a CEsp para geracdo da corrente para dentro registrada nessas células em resposta a aplicacdo
do eugenol é bem menor (0,73mM) do que aquela registrada para a inibicdo das correntes de sodio
nesse mesmo modelo (3,35mM) (Ohkubo, & Kitamura, 2007; Carvalho de Souza, 2005). E valido
lembrar, todavia, que a despeito do valor elevado da CEs, do efeito eugenol sobre as correntes de
sodio nos neurdnios dos ganglios da raiz dorsal, no nervo ciético (que compreende o0s axdnios desses
neurdnios) o eugenol inibe o potencial de agdo composto com potencia méxima na concentracdo de

600uM (Cruz, 2002).

1.3. O Ganglio Cervical Superior

Até o momento, os estudos eletrofisiolégicos com o eugenol tém sido realizados no ganglio
trigémio (a escolha do mesmo se devendo ao fato de que é ele o génglio que recebe as fibras
aferentes que inervam a boca) ou em modelos de uso corrente na técnica de patch clamp como os
ganglios da raiz dorsal e sistemas heterélogos.

Nenhum estudo até agora foi realizado no ganglio cervical superior, um que modelo se firmou
no passado como ideal para o estudo com microeletrodo da sinapse colinérgica (suas sinapses sao
essencialmente deste tipo e foi nesse modelo que os receptores nicotinicos foram primeiramente
descritos). O Ganglio Cervical Superior apresenta conveniéncias como possuir 80% dos seus
neurdnios de um mesmo tipo (80% fasicos, 15% de hiperpolarizacéo lenta e 5% tonicos) facilitando

a realizacdo dos experimentos e comparacdo dos resultados (Leal-Cardoso, 1993). Além disso, a
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escolha de microeletrodos ao invés de eletrodos de patch permite preservar a integridade do meio
intracelular (o microeletrodo ndo dialisa tdo drasticamente o citoplasma como a pipeta de patch) o
que € importante uma vez que o eugenol também exerce atividades metabolicas que podem ser
relevantes na producéo de seus efeitos farmacoldgicos. O eugenol e alguns dos seus andlogos
apresentam um largo espectro de atividades metabdlicas. O eugenol, o isoeugenol, o anetol séo
potentes moduladores das concentragdes intracelulares de glutationa e da enzima glutationa-N-
transferase (Drukarch et al., 1997; Rompelberg et al., 1993; Bouthillier et al., 1996; Budavari,
1996; Stohs et al., 1986). Essas substancias sdo agentes antioxidantes (Rajakumar & Rao, 1993; KO
et al., 1995) inibidoras da peroxidacéo lipidica (Stohs et al., 1986; Nagababu & Laksmaiah, 1994;
Mansuy et al., 1986) e que atuam como removedores de radicais hidroxila (Taira et al., 1992). Em
fibroblastos da mucosa oral humana, in vitro, foi demonstrado, em estudo que usou o eugenol em
concentracdes entre 2 e 4mM que essa substancia promove diminui¢do da concentragédo intracelular
de glutationa e de ATP, que inibe a peroxidacéo lipidica e o sistema xantina/xantina oxidase (Jeng et
al., 1994).

O mais importante, contudo, é o fato de que os neurdnios do ganglio cervical superior
parecem ndo expressar receptores TRPV-1 (Helliwell, el al. 1998; Ichikawa & Sugimoto, 2001) se
qualificando como um modelo conveniente para o estudo isolado dos efeitos do eugenol sobre canais
de sodio sem a interferéncia dos efeitos sobre canais TRPV-1.

Sendo assim, decidimos estudar os efeitos do eugenol sobre os pardmetros eletrofisioldgicos
dos neurdnios do ganglio cervical superior, uma vez que esse modelo nos permite investigar os
efeitos do eugenol, sem a interferéncia dos efeitos da ativacdo do receptor TRPV-1 e mantendo

preservado o meio intracelular onde o eugenol exerce seus efeitos metabolicos.



23
2. OBJETIVOS

Geral:
Investigar os efeitos do eugenol sobre o potencial de agéo e sobre as propriedades passivas

(potencial de repouso e resisténcia de entrada) dos neurdnios do ganglio cervical superior de ratos.

Especificos:

a. Determinar os efeitos do eugenol sobre o do potencial de acdo e sobre as propriedades
passivas (potencial de repouso e resisténcia de entrada) dos neurdnios do ganglio cervical superior;

b. Determinar a dependéncia de concentracdo (poténcia) desse efeito;

c. Determinar a possivel relagdo entre poténcia e tempo de exposi¢éo;

d. Investigar o mecanismo de acdo atraves do qual esses efeitos se instalam.
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3. MATERIAIS E METODOS.

3.1. Material Biol6gico

Foram utilizados ratos wistar albinos, de ambos os sexos pesando entre 100 e 150g. Os
animais foram sacrificados através de concussdo cervical e imediatamente apds o sacrificio 0s
ganglios cervicais superiores foram dissecados e imersos em solucdo de Locke (NaCl 136mM, KCI
5,6mM, NaHCO; 14,3mM, NaH;PO, 1,2mM, CaCl, 2,2mM, MgCl, 1,2mM. pH: 7,2-7,4). Todo
tecido conjuntivo aderente era entdo cuidadosamente removido dos ganglios que eram utilizados de
imediato ou no dia seguinte, situacdo na qual eram mantidos na geladeira a 4°C. Para realizagdo dos
experimentos, os ganglios eram fixados no fundo de Sylgard (Dow Corning, Midland, MI, USA) de
uma camara de superfusdo onde eram mantidos sob um fluxo constante de solucdo de Locke +
dimetil-sulfoxido 0,2 % ou solucdo de Locke + dimetil-sulféxido 0,2 % + eugenol. O eugenol era
administrado através da troca da solucdo de perfusdo. O fluxo era mantido por gravidade e o liquido
era removido da cAmara por uma bomba peristaltica que retirava a solugdo de um reservatorio no

fundo da cAmara onde também era ligado o aterramento da solucédo extracelular (Figura 4).

3.2. Microeletrodos e Configuracéo do “set up”

Para o empalamento dos neurdnios, foram utilizadas micropipetas fabricadas a partir de
capilares de borosilicato (Diametro externo: 1mm; diametro interno: 0,5mm: Sutter Instruments,
Novato, CA, USA) em um puxador de micropipetas (modelo P-97, Sutter Instuments,). Depois de
preenchidas com solugéo de KCI 3M e conectadas a um holder (modelo HL-U, Axon Instruments
Inc., Foster City, CA, USA) com fio de prata delgado eram obtidos microeletrodos de prata/cloreto
de prata com resisténcia de ponta entre 40 e 100 MQ. O holder era conetado a um “headstage”
(modelo 34198 HS-2A, ganho: 0,1x - Axon Instruments) esse conjunto era mdvel preso a um
micromanipulador hidraulico (Narishige Scientific Instruments, 27 9 Minami Karasuyama, 4

Chome Setagaya, Tokyo Japan) utilizado para se realizar os empalamentos e mantido no interior da
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gaiola de Faraday. O restante do equipamento eletrénico era conectado ao “headstage” e mantido
fora da gaiola.

Essse equipamento consistia de um eletrometro axoclamp 2b (Axon Instruments) conectado
ao headstage e a uma placa de interface anal6gico-digital de 12 bits (digidata 1.200 series, Axon
Instruments) a qual fazia a conexdo desse a um computador equipado com o software pClamp 6.1
(Axon Instruments). Um sincronizador “homemade” era também conectado a digidata e sinalizava

o inicio de cada episodio de geracéo de protocolos e aquisicdo de dados para todo o sistema.



Figura 4: Camara de superfusdo. A. camara de superfusdo B. ganglio cervical superior
preso ao fundo de Sylgard. Setas: a. micro eletrodo b. holder c. ganglio cervical superior d.
entrada do fluxo e. reservatorio f. objetiva.
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3.3. Protocolo de “current clamp” e compensagao de resisténcia

Os protocolos gerados no pClamp 6.1 consistiam de pulsos retangulares de corrente
negativos (50ms x 0,1nA) ou positivos (10-500ms x 0,05-0,5nA) para registro da resisténcia de
entrada e geracdo de potenciais de agéo, respectivamente (Figura 5). A injecéo de corrente para
geracdo dos protocolos e o registro de voltagem eram continuos (modo bridge) e a frequéncia
de amostragem era de 20-50 Khz.

Em modo continuo (bridge) a deflexdo de voltagem através do eletrodo era
compensada através de um pré-amplificador operacional nos circuitos do axoclamp 2b como
mostrado da figura 6. Nesse circuito, as correntes geradas para estimulacdo das células sdo
passadas tanto para o “headstage” quanto para a entrada inversora de um pré-amplificador
operacional. Na entrada ndo inversora desse pre-amplificador é ligado o sinal colhido pelo
microeletrodo. Introduzindo-se no circuito entre o gerador de corrente e a entrada inversora do
pré-amplificador uma resisténcia de valor igual aquela do microeletrodo, chega a entrada
inversora uma voltagem igual aquela gerada pela passagem de corrente pelo microeletrodo
(uma vez que passa nesse circuito a mesma corrente que passa pelo microeletrodo e que ambos
possuem a mesma resisténcia). Desse modo, a deflexdo de voltagem devida a resisténcia do

7

microeletrodo é completamente subtraida do sinal de saida do pré-amplificador. Essa
“compensacdo” da resisténcia do eletrodo é feita antes do inicio dos experimentos
introduzindo-se o eletrodo diretamente na solucéo de Locke.

Nessa situacdo a Unica resisténcia do circuito é aquela do microeletrodo que pode ser
compensada variando a resisténcia entre o gerador de corrente e a entrada inversora do pré-

amplificador operacional até que se observe no monitor um traco de voltagem com deflexao

zero (Figura 6.).
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Figura 5: Protocolo de injegdo de corrente. O trago superior mostra a corrente injetada na
célula, enquanto o inferior mostra o registro da voltagem transmembrana. Os tracos sdo
mostrados sem filtragem do modo que foram colhidos. No trago de voltagem, no inicio e no
final de cada pulso é possivel notar os transientes devidos a capacitancia do microeletrodo.
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Figura 6: Compensacdo da resisténcia. Acima: circuitos do axoclamp 2b no modo bridge. A
deflexdo de voltagem devida a resisténcia do eletrodo ndo compensada. B. resisténcia
compensada, a seta indica o transiente devido a capacitancia do eletrodo, (AXON INSTUMENTS

INC).
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Uma vez que a capacitancia dos circuitos do axoclamp é muitas vezes menor que
aquela do microeletrodo, mesmo ap0s a resisténcia deste ter sido adequadamente compensada,
pode persistir um transiente como o mostrado na figura 6. Em modo continuo (bridge),
todavia, nenhum esforco € feito para neutralizar a capacitancia do microeletrodo uma vez que a
duragdo desse transiente € muito curta (0,25-2ms) e ndo é concomitante com 0s sinais que se
desejava colher (figura 5).

Os neurdnios eram expostos ao eugenol até que se observasse inibicdo do potencial de
acdo ou até um tempo maximo de 5 minutos. Em muitos casos, esse tempo ndo foi suficiente
para que fosse atingido o estado estacionario do efeito do eugenol, mas optamos por ndo
estendé-lo para que fosse possivel observar a reversdo do mesmo. Os registros realizados antes
da exposicdo ao eugenol serdo referidos daqui em diante como controle e aqueles realizados no

periodo pos-exposicao serdo referidos como recuperagao.

3.4. Analise dos dados

Sé foram considerados para analise experimentos nos quais os efeitos observados
fossem reversiveis ap6s lavagem (mesmo que apenas parcialmente) e nos quais 0s neurdnios
apresentassem antes da exposi¢ao ao eugenol potencial de repouso < 45mV, potencial de a¢do
de amplitude > 50mV e resisténcia de entrada > 30MQ. Os tracados foram analisados
inicialmente com o software clampfit 8.1(Axon Instruments), mas as analises estatisticas
foram realizadas com os softwares sigmaplot 9.0 e sigmastat 3.1 (Systat software, Inc. San
Jose, CA, USA). A analise estatistica foi feita através de OneWay ANOVA e turkey ou do
teste do qui-quadrado. Todos os resultados considerados estatisticamente significantes

passaram nesses testes com 95% de confianga.
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4. RESULTADOS

O eugenol (0,1 — 2,0mM) provocou inibicdo dependente de concentra¢éo do potencial
de acdo dos neurdnios do GSC. O eugenol 0,1mM néo induziu nenhuma alteracéo significativa
no potencial de acdo de 14 células testadas enquanto o eugenol 0,6mM e 2mM inibiu o
potencial de acdo em 6 de 17 e 10 de 12 células respectivamente. Essas frequéncias de
ocorréncia de inibig&o diferiram estatisticamente (teste do qui-quadrado com p = 0,002).

Nas 6 células em que o eugenol 0,6mM inibiu o potencial de agdo, a resposta de
voltagem (que antes correspondia ao potencial de acdo) teve sua amplitude reduzida em média
para 32,6 % do seu valor de controle. Apds remocao do eugenol da solugdo de perfusdo houve
recuperacdo em todos os experimentos para um potencial de acdo que possuia amplitude em
media igual 69,8% da amplitude antes da exposicdo, esse valor ndo apresentou diferenca
estatistica quando comparado ao valor de controle. (Gréfico 1 / Tabela 1). Também nédo houve
diferenca estatistica na duracdo no nivel de 50% da amplitude do potencial de agdo entre
controle e a recuperagdo. (Gréafico 2 / Tabela2). Nas 11 células nas quais consideramos ndo
haver bloqueio, o potencial de acéo, durante a exposi¢éo ao eugenol, apresentou amplitude em
media igual a 90,6% daquela registrada durante o controle.

Nas 10 celulas em que o eugenol 2,0mM inibiu o potencial de acdo, a resposta de
voltagem teve a sua amplitude reduzida em media para 21,6% do valor de controle (n=18: uma
vez que foi possivel realizar até 4 exposicdes em algumas células) sendo que em treze
experimentos esses valores foram menores que 10mV podendo tratar-se apenas de uma
resposta local e em trés (entre esses dez) deles o bloqueio do potencial de agdo foi completo.
Apb6s remogdo do eugenol da solucdo de perfusdo houve recuperacdo em todos 0S

experimentos para um potencial de acdo que possuia amplitude em media igual 82,6 % da
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amplitude antes da exposicdo ao eugenol ndo havendo diferenca estatistica entre esses valores.
Mais uma vez, também ndo houve diferenca estatistica na duragdo no nivel de 50% da
amplitude do potencial de acéo entre o controle e a recuperacdo. (Gréfico 2 / Tabela 2). Nas 2
células nas quais consideramos ndo haver bloqueio, o potencial de acéo apresentou amplitude

em média igual a 92,47% do controle. (Gréaficol / Tabela 1/ Figuras 7 e 8).
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Grafico 1: Efeito do eugenol sobre a amplitude pico a pico do potencial de acdo. Efeito do
eugenol sobre a amplitude pico a pico do potencial de agdo dos neurdnios do GCS, em
milivolts (mV). As barras representam o erro padrdo. Os asteriscos indicam grupos com
medias estatisticamente diferentes das medias dos demais grupos (OneWay ANOVA e turkey
com 95% de confianga). Para as concentracdes de 0,6 e 2mM sdo consideradas apenas as
células onde houve blogqueio do potencial de ac&o.

2mM 0,6mM 0,1ImM
média + Erro Pad. média + Erro Pad. p média + Erro Pad.
mV mV mV
Controle 72,89 +3,73 18 93+2,5 6 73,66 +6,2 6
Exposicao 15,78*+4,82 18 30,3*+134 6 60,1 +9,63 6
Recuperacéo 60,23 + 3,64 18 65 +3,6 6 68,16 + 7,42 6

Tabela 1. Efeito do eugenol sobre a amplitude pico a pico do potencial de ac¢do. Efeito do
eugenol sobre a amplitude pico a pico do potencial de acdo dos neurdnioos do GCS, em
milivolts (mV). Os asteriscos indicam grupos com médias estatisticamente diferentes das
medias dos demais grupos (OneWay ANOVA e turkey com 95% de confianga). Para as
concentragdes de 0,6 e 2mM sdo consideradas apenas as células onde houve bloqueio do
potencial de ag&o.
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Grafico 2: Efeito do eugenol sobre a duracdo do potencial de acéo. Efeito do eugenol
sobre a duragdo do potencial de agdo no nivel de 50 % da amplitude méxima (intervalo de
tempo transcorrido entre o instante em que o potencial alcangca 50% da sua depolarizacdo
maxima e o instante em que ele retorna a esse valor), em milisegundos (ms). As barras
representam o erro padrdo N&o ha diferenca estatistica entre os valores de controle e
recuperagdo para nenhuma das concentragdes (OneWay ANOVA e turkey com 95% de
confianga).

2mM 0.6mM
Controle Recuperagéo Controle Recuperagédo
3,98 £ 0,223 5,367+ 0,482\ média + Errg3,21+0,24 4,72+ 0,723
Pad.(ms)
6 6 n 12 12

Tabela 2: Efeito do eugenol sobre a duragédo do potencial de acdo. Efeito do eugenol sobre
duracdo do potencial de a¢do no nivel de 50 % da amplitude méxima (intervalo de tempo
transcorrido entre o instante em que o potencial alcanga 50% da sua depolarizagdo méxima e
o instante em que ele retorna a esse valor), em milisegundos (ms). N&o h4 diferenca estatistica
entre os valores de controle e recuperagdo para nenhuma das concentragdes (OneWay
ANOVA e turkey com 95% de confianca).
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Figura 7: Curso temporal da inibicéo e recuperacéo do potencial de agdo. Amplitude do
potencial de acdo, em milivolts (mv), registrada em cada episddio de aquisicdo de dados
(frequéncia dos episodios = 0,5Hz). A célula mostrada sofreu trés exposi¢des sucessivas ao
eugenol.
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Figura 8: Registro do potencial de acéo. Registro do potencial de agéo, de cima para baixo,
antes durante a ap0s a exposicéo ao eugenol. O traco inferior representa a onda quadrada de

corrente.
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Quanto ao curso temporal para o estabelecimento e recuperagcdo do efeito,
estabelecemos trés pardmetros para sua andlise, a saber: i) o tempo transcorrido para o
estabelecimento do efeito com poténcia maxima (inibicdo), ii) o tempo transcorrido para
recuperacdo maxima (rec. max.) e iii) o tempo transcorrido para 50% de recuperacéo (rec.
50%).

O eugenol 0,6mM apresentou notavel aumento desses pardmetros. O tempo para
estabelecimento do efeito nessa concentracdo foi cerca de 5 vezes maior que aquele para o
eugenol 2mM, o tempo para rec. 50% foi cerca de 9 vezes maior e 0 tempo para rec. max.
cerca de 11 vezes maior. Para o eugenol 2mM também ndo existe diferenca estatistica e 0s
tempos de inibicdo, recuperagdo 50% e recuperagdo méxima, enquanto que para o eugenol
0,6mM existe diferenca estatistica entre o tempo de recuperagdo maxima e os demais (Grafico
3/ Tabela 3).

No que tange ao efeito do eugenol sobre a excitabilidade nos neurdnios do GCS, o
eugenol 0,6mM ocasionou acréscimo de 125% na corrente limiar para geracéo do potencial de
acdo com reducglo desse acréscimo para 41,6% ap6s remocgdo do eugenol da solugdo de
perfuséo, valor que néo foi estatisticamente diferente da controle.

O eugenol 2,0mM ocasionou acréscimo de 178,7% na laténcia do potencial de acéo
(intervalo entre o inicio da onda quadrada de corrente e o pico de amplitude do potencial de
acdo) para um pulso de corrente de duracdo e amplitude constante. Apds remocédo do eugenol
da solucéo de perfusdo esse acréscimo foi reduzido para 25% nédo havendo diferenca estatistica
entre 0s valores de controle e recuperacéo. (Gréafico 4 / Tabela 4).

Nenhuma das concentragdes testadas alterou o potencial de repouso dos neurdnios do
ganglio cervical superior. As médias para a exposi¢do ao eugenol e recuperacéo foram iguais
respectivamente a 102% e 101,6% do controle para o eugenol 0,1mM; 95,3 e 93,7% do

controle para o eugenol 0,6mM e 98,5 e 106,3 % do controle para o eugenol 2mM, nenhum
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desses valores foi estatisticamente diferente dos respectivos valores na fase de controle.

(Gréfico 5/ Tabela 5).
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Grafico 3: Tempos requeridos para a inibicéo e recuperacao do potencial de agdo. Tempos de
inibicdo, rec. 50 e rec. max. (ver texto: pag. 31) do potencial de agdo dos neurdnios do ganglio
cervical superior, em segundos (seg). As barras representam o erro padrdo. Os asteriscos indicam
grupos com médias estatisticamente diferentes dos valores na concentragdo 2mM (um asterisco) ou
diferentes de todos os demais valores (dois asteriscos) (OneWay ANOVA e turkey com 95% de
confianga).

0,2 mM 0,6mM

media £ Erro Pad (s) n média + Erro Pad (s) n
Inibicdo 464 + 88,42 11 87,27* + 7,53 5
Rec 50 304,00 + 45,02 11 33,33 *+ 4,96 5
Rec max. 1528 + 269,34 11 134,54 **+ 14,67 5

Tabela 3: Tempos requeridos para a inibigdo e recuperacdo do potencial de a¢do. Tempos de
inibicdo, rec. 50 e rec. max. (ver texto: pag. 31) do potencial de a¢do dos neurdnios do ganglio
cervical superior, em segundos (seg.). Os asteriscos indicam grupos com médias estatisticamente
diferentes dos valores na concentragdo 2mM (um asterisco) ou diferentes de todos os demais
valores (dois asteriscos) (OneWay ANOVA e turkey com 95% de confianga).
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Laténcia do Potencial de Agédo
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Gréfico 4: Efeito do eugenol sobre a excitabilidade dos neurénios do ganglio cervical superior. Efeito
do eugenol sobre a excitabilidade dos neurdnios do ganglio cervical superior expressa através da laténcia do
potencial de acdo em milisegundo (ms) para um pulso de corrente supra-limiar constante para a concentragéo
2mM (acima) e da corrente limiar de excitagdo em nanoamperes (nA) para a concentragdo 0,6mM (abaixo).
As barras representam o erro padrdo. Os asteriscos indicam grupos com médias estatisticamente diferentes

do controle (OneWay ANOVA e turkey com 95% de confianca). Sdo consideradas apenas as células onde
houve blogueio do potencial de acéo.

0,6mM Corrente Limiar (nA) 2mM Laténcia (ms)

Estabilizagdo Eugenol Recuperagédo Estabilizacdo Eugenol Recuperagéo

0,127 £ 0,015 0,275* £0,035 0,179 £ 0,014 média + Errg7,83+ 1,14 21,83*+ 2,63 9,79+143
Pad.

6 6 6 N 13 13 13

Tabela 4: Efeito do eugenol sobre a excitabilidade dos neurénios do ganglio cervical superior. Efeito do
eugenol sobre a excitabilidade dos neurdnios do ganglio cervical superior expressa através da laténcia do
potencial de acdo em milisegundo (ms) para um pulso de corrente supra-limiar constante para a concentragéo
2mM e da corrente limiar de excitagdo em nanoamperes (nA) para a concentracdo 0,6mM. Os asteriscos
indicam grupos com médias estatisticamente diferentes do controle (OneWay ANOVA e turkey com 95% de
confiancga). Sdo consideradas apenas as células onde houve bloqueio do potencial de acéo.
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Potencial de Repouso
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Grafico 5: Efeito do eugenol sobre o potencial de repouso. Efeito do eugenol sobre o potencial
de repouso dos neurdnios do ganglio cervical superior, em milivolts (mV). As barras representam o
erro padrdo. Nenhum dos grupos diferiu estatisticamente dos demais (OneWay ANOVA e turkey
com 95% de confianca). Para as concentracdes de 0,6 e 2mM séo consideradas apenas as células
onde houve blogueio do potencial de ag&o.

2mM 0,6mM 0,1mM
média+ ErroPad. n médiat ErroPad. médiat ErroPad.
mV mV mV
Controle -51,2 + 3,81 4 -50,5+ 3,72 6 48,88 +1,48 5
Exposicao -50,5 £ 3,92 4 -48,16 + 4,3 6 48,8 +2,01 5
Recuperacéo -54,5 + 2,66 4 -473+ 2,91 6 49,6 +1,32 5

Tabela 5: Efeito do eugenol sobre o potencial de repouso. Efeito do eugenol sobre o potencial de
repouso dos neurdnios do ganglio cervical superior, em milivolts (mV). Nenhum dos grupos diferiu
estatisticamente dos demais (OneWay ANOVA e turkey com 95% de confianga). Para as
concentragdes de 0,6 e 2mM séo consideradas apenas as células onde houve bloqueio do potencial
de acéo.
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O eugenol 0,6mM foi capaz de provocar reducédo reversivel da resisténcia de entrada em
todas as celulas em que foi capaz de inibir o potencial de agdo. Nessa concentracéo a resisténcia de
entrada foi reduzida para 41% do valor da fase de controle e durante a recuperagdo retornou para
73,1% do mesmo, valor que ndo diferiu estatisticamente do controle. O eugenol 2mM contudo ndo
foi capaz de alterar significantemente a resisténcia de entrada dos neurdnios do ganglio cervical
superior o mesmo acontecendo com o eugenol 0,1mM, nessa concentragdo foram registrados durante
a exposicdo e a recuperagdo médias que corresponderam respectivamente a 97,5% e 106,9% dos
valores na fase de controle e para aquela médias que corresponderam respectivamente a 74,7 e 81%
dos valores na fase de controle. Nenhum desses valores diferiu estatisticamente dos seus respectivos

controles. (Gréfico 6 / Tabela 6).
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Resisténcia de Entrada
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Grafico 6: Efeito do eugenol sobre a resisténcia de entrada. Efeito do eugenol sobre a resisténcia
de entrada dos neurdnios do ganglio cervical superior, em megaohms (MC). As barras representam
0 erro padrdo. Os asteriscos indicam grupos com médias estatisticamente diferentes dos demais
(OneWay ANOVA e turkey com 95% de confianga). Para as concentragdes de 0,6 e 2mM sdo
consideradas apenas as células onde houve bloqueio do potencial de ac&o.

2mM 0,6mM 0,1mM
média + ErroPad. média+ ErroPad. média+ ErroPad.
MQ MQ MQ
Controle 41,2 +5,28 5) 48,33 £ 9,88 6 40,66 £3,28 6
Exposicao 30,8+ 4,16 5) 19,83" + 2,53 6 39,83 +2,49 6
Recuperacéo 33,4 +451 5 35,33 £ 6,02 6 435 +2,77 6

Tabela 6: Efeito do eugenol sobre a resisténcia de entrada. Efeito do eugenol sobre a resisténcia
de entrada dos neurdnios do ganglio cervical superior, em megaohms (M). Os asteriscos indicam
grupos com médias estatisticamente diferentes dos demais (OneWay ANOVA e turkey com 95% de
confianca). Para as concentrages de 0,6 e 2mM sdo consideradas apenas as células onde houve
bloqueio do potencial de agéo.
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5. DISCUSSAO

No presente estudo demonstramos o bloqueio do potencial de acdo de neurdnios do GCS de
ratos pelo eugenol, a dependéncia de concentracdo e de tempo para instalacdo e recuperacdo desse
efeito e ainda que o eugenol o exerce sem provocar quaisquer alteragdes no potencial de repouso,
mas que todavia altera a resisténcia de entrada da membrana de um modo (curso temporal) que
sugere pelo menos duas fases na acdo do eugenol sobre os parametros eletrofisiolégicos dessas
células.

O bloqueio do potencial de agdo induzido pelo eugenol 2mM parece sugerir um efeito
seletivo sobre canais de sodio acionados por voltagem uma vez que nessa concentragdo, o eugenol
inibe reversivelmente o potencial de acdo sem contudo exercer quaisquer efeitos aprecidveis sobre a
resisténcia de entrada ou sobre o potencial de repouso dos neurdnios do ganglio cervical superior.
Esse resultado coaduna com aqueles de Carvalho de Souza (2005) Park et.al. (2005) e Cho et al.
(2008) e é também consistente com o fato do génglio cervical superior ndo expressar receptores
TRPV-1 (Helliwell et al 1998; Ichikawa & Sugimoto, 2001).

O eugenol 0,6mM todavia blogueia potencial de agdo dos neurdnios do GCS de modo algo
diferente merecendo destaque: i) 0 aumento na laténcia para o estabelecimento e reverséo do efeito e
ii) 0 bloqueio do potencial de agdo é acompanhado de uma reducéo na resisténcia da membrana.

O aumento na laténcia para o estabelecimento e reversdo do efeito do eugenol 0,6mM aponta
uma notével dependéncia de tempo para o estabelecimento desse efeito em baixas concentracdes.
Quando iniciamos esse trabalho, a literatura registrava grande contradigdo quanto poténcia do efeito
do eugenol. Carvalho de Souza (2005), por exemplo, apontava efeito inibitério sobre as correntes de
sodio dos ganglios da raiz dorsal com uma CEs = 3,35mM + 0.33 portanto muito maior do que a
concentragdo (0,6mM) na qual o eugenol inibe com poténcia méxima o potencial de acdo composto

no nervo ciatico (Cruz, 2002). Obviamente a diferenca entre os dois modelos é suficientemente



45

grande para justificar alguma discrepancia, de um lado temos neurénios dissociados em cultura e do
outro os axénios daquelas mesmas células seccionados dos seus corpos celulares no nervo integro.
N&o obstante, nossos resultados apontam para uma dependéncia de tempo para que se possa observar
efeito em baixas concentragbes do eugenol, tempo que foi um fator de distingdo entre oS
experimentos de Cruz (2002) nos quais 0 nervo ciatico era exposto ao eugenol por até trés horas e 0s
experimentos de Carvalho de Souza (2005) com exposi¢des de poucos segundos. A publicacdo de
Cho et al. (2008) no momento da escrita desse trabalho trouxe grande apoio a essa hip6tese uma vez
que esse autor utilizou o mesmo modelo experimental que Carvalho de Souza (2005), mas com
tempos de exposicdo de até dez minutos obtendo assim uma CEsg cerca de dez vezes menor (0,308
ou 0,543mM para celulas sensivesis ou resisténtes ao TTX respectivamente).

Consideramos ainda a possibilidade de que essa dependéncia de tempo ndo se deva
unicamente ao fato de que lidamos com concentragbes mais baixas (de modo que se torna
perfeitamente natural se esperar que elas requeressem um tempo maior para exercer seus efeitos),
mas que na verdade, ela reflita a existéncia de um segundo mecanismo de ag&o distinto da inibigdo
seletiva dos canais de sodio.

Especulamos o seguinte: em primeiro lugar admitimos com base nos nossos resultados com o
eugenol 2mM e naqueles de Carvalho de Souza (2005) e Cho et al. (2008) que o eugenol se ligue
diretamente aos canais de sodio ativados por voltagem. Nesse cendrio, seria perfeitamente natural
esperar, devido a lei da acdo das massas, que o eugenol 0,6mM requisesse um tempo maior para se
ligar a um fracdo similar de canais de sodio.

Uma vez que utilizamos um tempo de exposi¢do mais alto para o eugenol 0,6mM admitimos
também que ele se ligou a uma fragdo similar de canais de sodio (o percentual de inibi¢do nas duas
concentragdes ndo difere estatisticamente). Sendo assim, apos a substituicdo da solucéo de perfusdo,
conforme o eugenol deixasse 0s canais, esperar-se-ia que em ambas as concentra¢des fossem obtidos
tempos de recuperacdo similares. Todavia, ndo apenas a laténcia para instalacéo do efeito do eugenol

0,6mM é mais alta, mas também a laténcia para recuperacdo desse efeito, alids, principalmente a
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laténcia para recuperacdo é maior nessa concentragdo. Assim, nos parece bastante provavel que
exista um segundo mecanismo de acdo para o eugenol, independente da ligacdo com canais de sodio
dependente de voltagem. Levando em consideracdo que esse efeito se manifesta em pequenas
concentracdes e com grande dependéncia de tempo, a ativagdo de um segundo mensageiro
intracelular € uma hipOtese atraente. Cascatas de sinalizacdo sdo capazes de produzir efeitos
proeminentes quando ativadas (ou desativadas) por pequenas concentra¢des de ligantes e os efeitos
dos segundos mensageiros podem persistir mesmo depois que esses ligantes ndo estejam mais
presentes (Albers et al. 2002).

O eugenol 0,6mM também reduziu a resisténcia de entrada da membrana celular, ndo sendo
possivel verificar efeito sobre o potencial de repouso. E possivel que a presenca de artefatos tenha
mascarado alteragdes no potencial de repouso que deste modo ndo foram registrados. Pelo fato do
cloro ser mais leve do que o potéassio (embora a diferenca seja pequena) ele se difunde mais
rapidamente da pipeta e o acumulo de cargas leva ao surgimento bastante lento de potenciais na
ponta no eletrodo. Esses potenciais ainda que se formem com muita lentiddo, ndo sendo, portanto
capazes de interferir com registro do potencial de acdo, podem interferir com o registro do potencial
de repouso.

Considerando que de fato ndo houve alteragéo do potencial de repouso, resta especular que
corrente poderia causar alteragdo na resisténcia de entrada sem alterar o potencial de repouso.
Retificadores de entrada além de serem modulados por segundos mensageiros, apresentam uma
maior condutancia em potencias mais negativos, proximos ao potencial de Nerst do potassio (Lu,
2004). Uma vez que utilizamos pulsos hiperpolarizantes para avaliar a resisténcia de entrada seria
uma hipotese atraente supor que o eugenol tenha “modulado” positivamente esses canais de modo
que 0 aumento da sua condutancia ndo tenha se refletido no potencial de repouso, mas que se
manifestasse apenas quando o onda quadrada de corrente hiperpolarizava a célula.

Favorece essa hipotese o fato de que certas substancias que ativam retificadores de entrada

modulados por ATP ou pela proteina G (GIRK) produzem efeito antinoceptivo (Ocafa et al. 2004).
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Uma vez que ndo h& expressdo nativa de GIRK no génglio cervical superior (Velasco &
Ikeda, 1998) podemos elimiar esses canais da nossa especulagéo nos restando os canais modulados
por ATP.

E digno de nota que a literatura registra efeito inibitorio do eugenol sobre canais de potéssio
acionados por voltagem (Li, et al, 2007), mas havendo inibic&o esperariamos observar redugéo e ndo
aumento na condutancia ao potassio resultando em aumento da resisténcia de membrana.

Essas especulagdes, entretanto, extrapolam aquilo que é possivel concluir com seguranca a
partir dos nossos dados. O que eles por outro lado parecem sustentar com seguranga, e que torna
nosso trabalho relevante, é a descoberta da dependéncia de tempo para instalacdo do efeito do
eugenol. Outros trabalhos (Cruz, 2002, Cho et al. 2008) foram produzidos avaliando o efeito de
longas exposicdes, mas nds, pela primeira vez, registramos o aumento da poténcia do eugenol,
utilizando exposi¢des breves e longas no mesmo modelo. Uma vez que também utilizamos um
modelo que preserva a integridade do meio intracelular também fomos capazes de demonstrar como
esse aumento de poténcia estd vinculado a um mecanismo e acdo diferente e possivelmente ligado a
algum efeito metabdlico do eugenol. Esses dados também sugerem cautela na interpretagdo dos
resultados obtidos no eugenol uma vez que no uso teraupético, sdo os efeitos vinculados as longas

exposicdes que séo relevantes.
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CONCLUSOES

a. O eugenol inibe o potencial de agdo dos neurdnios do ganglio cervical superior de modo
dependente de concentracdo e com caracteristica de dependéncia de tempo;
b. O efeito do eugenol possui um componente de atuacdo mais rapida (segundos) e um componente
de atuagdo mais lenta (minutos)
i) O componente de atuagdo mais rapida (com tempo para estabelecimento em segundo) inibe
0 potencial de agéo e a excitabilidade sem alterar o potencial de repouso e a resisténcia de
entrada dos neurdnios do GCS, o que sugere um efeito anestésico local.
i) O componente de atuagdo mais lenta (com tempo para estabelecimento em minutos) inibe
0 potencial de agdo e a excitabilidade sem alterar o potencial de repouso, mas reduzindo a
resisténcia de entrada. E sugerido que esse componente tardio seja devido a um efeito

indireto do eugenol, via ativagédo de um segundo mensageiro.
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