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Somos constituidos da mesma substancia de que
sdo feitos os sonhos e a nossa vida est4 rodeada
pela inconsciéncia.

William Shakespeare

Ha um tempo em que ¢ preciso abandonar as
roupas usadas, que ja tem a forma do nosso corpo,
e esquecer 0s nossos caminhos, que nos levam
sempre aos mesmos lugares. E o tempo da
travessia: e, se nao ousarmos fazé-la, teremos
ficado, para sempre, 8 margem de nds mesmos.

Fernando Pessoa
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RESUMO

O Croton argyrophylloides, popularmente conhecido como “marmeleiro prateado”, ¢
uma espécie nativa da caatinga do Nordeste. O oleo essencial de Croton argyrophylloides
(OECa) possui comprovado efeito antinociceptivo e antiedematogénico (Canuto, 2005). O
objetivo deste estudo foi elucidar o mecanismo de acdo antinociceptivo e antiedematogénico do
OECa e avaliar a participacdo de dois de seus constituintes (alfa-pineno e trans-cariofileno) em
seu efeito antinociceptivo e antiedematogénico. Para isto investigamos o efeito do OECa, bem
como do alfa-pineno e trans-cariofileno, aplicados por via oral, em modelos experimentais de dor
e inflamacdo. A aplicacio do alfa-pineno nas doses de 30, 100 e 300 mg/Kg reduziu
significativamente a dor induzida pela injecdo intraperitoneal de acido acético. Na dose de 10 e
30 mg/Kg, o alfa-pineno reduziu significativamente a dor induzida pela inje¢do intraplantar de
formalina somente na primeira fase do teste. O pré-tratamento com alfa-pineno ou trans-
cariofileno na dose de 300 mg/Kg aumentou significativamente o tempo de laténcia de resposta
ao estimulo térmico no teste da placa quente. Animais pré-tratados com OECa (600 mg/Kg), alfa
pineno (300 mg/Kg) ou trans-cariofileno (100 e 300 mg/Kg) reverteu significativamente a dor
induzida pela injecdo intra-plantar de glutamato. OECa aplicado na dose de 300 mg/Kg, reverteu
significativamente a dor induzida pela inje¢do intraplantar de formalina em ambas as fases do
teste. O pré-tratamento com naloxona, prazosin ou L-arginina ndo influenciou o efeito do OECa
na primeira fase do teste da formalina, mas este foi significativamente revertido pelo pré-
tratamento com ioimbina. Na segunda fase do teste o efeito antinociceptivo do OECa foi
significativamente revertido pelo pré-tratamento com naloxona, prazosin, ioimbina ou L-arginina.
O efeito antinociceptivo do trans-cariofileno na dose de 300 mg/Kg, em ambas as fases do teste
da formalina, foi demonstrado por Canuto, 2005. Nosso estudo mostra que o pré-tratamento com
naloxona ou L-arginina reverteu significativamente o efeito antinociceptivo do trans-cariofileno
na primeira fase do teste da formalina, mas o pré-tratamento com prazosin ou ioimbina ndo teve
influencia sobre este efeito. O efeito antinociceptivo do trans-cariofileno na segunda fase foi
significativamente revertido pelo pré-tratamento com naloxona, prazosin ou L-arginina, mas nao
foi influenciado pelo pré-tratamento com ioimbina. O OECa aplicado na dose de 100 mg/Kg

apresentou significativa a¢do antiedematogénica nos modelos de edema de pata induzidos por
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dextrana, carragenina, serotonina e histamina. O pré-tratamento com OECa apresentou muito
pouca ou nenhuma influéncia, respectivamente, nos modelo de edema de pata induzido por
bradicinina ou glutamato. O pré-tratamento com trans-cariofileno, na dose de 100 ou 300 mg/Kg
reverteu significativamente o edema de pata induzido pela inje¢do de glutamato, dextrana ou
carragenina. O pré-tratamento com alfa-pineno nas doses de 100 ou 300 mg/Kg reverteu, de
maneira consideravel o edema de pata induzido pela injecdo de carragenina, serotonina ou
glutamato. A aplicacdo do alfa-pineno resultou em uma discreta influéncia sobre o edema de pata
induzido pela injecdo de bradicinina ou histamina, e nenhum efeito sobre o edema induzido pela
injecdo intraplantar de dextrana. De acordo com os resultados obtidos neste estudo podemos
concluir que: 1- o alfa-pineno apresenta efeito antinociceptivo periférico sobre a dor de origem
inflamatéria e uma provavel atuagdo em sitios centrais, sendo que uma das vias usadas pelo alfa-
pineno em sua agdo antinociceptiva ¢ a via glutamatérgica; 2- dependendo do tipo/origem da dor,
o trans-cariofileno pode atuar através das vias glutamatérgica, opioidérgica, dos al-
adrenoceptores ou da via L-arginina/oxido nitrico para exercer seu efeito antinociceptivo; 3-
dependendo do tipo/origem da dor, o OECa pode atuar através das vias glutamatérgica,
opioidérgica, dos al- ou a2-adrenoceptores ou da via L-arginina/6xido nitrico para exercer seu
efeito antinociceptivo; 4- a atividade antiedematogénica do OECa nos modelos de edema de pata
induzidos por dextrana e carragenina ¢ resultado de sua acdo modulatoria sobre a sintese,
liberagdo e/ou ag¢do de serotonina e histamina, somada a sua provavel agdo sobre a liberacao de
bradicinina e interagdo com a via das prostaglandinas; 5- o efeito antiedematogénico do trans-
cariofileno no modelo de edema de pata induzido por dextrana provavelmente deve-se a sua agao
modulatdria sobre a sintese, liberacdo e/ou a¢do de serotonina; 6- a atividade antiedematogénica
do alfa-pineno nos modelos de edema de pata induzidos por dextrana e carragenina € resultado de
sua acdo modulatoria sobre a sintese, liberagdo e/ou acdo de serotonina, somada a sua provavel
acdo sobre a liberacdo de histamina e bradicinina e uma possivel interagdo com a via das
prostaglandinas; 7- a atividade antiedematogénica do trans-cariofileno ou alfa-pineno no modelo
de edema de pata induzido por glutamato provavelmente deve-se a interagdes com receptores

iondtropicos ndo-NMDA e receptores NK,.
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ABSTRACT

The Croton argyrophylloides, popularly known as "marmeleiro prateado" is a native
species from the northeast caatinga. The Crofon argyrophylloides essential oil (OECa) has a
verified antinociceptive and antioedematogenic effect (Canuto, 2005). This study objective is to
determinate the OECa antinociceptive and antioedematogenic action mechanism, as well as the
participation of its two constituents (O-pinene and trans-caryophyllene) in these effects, for this
we use models of pain and inflammation. Oral application of a-pinene at dose of 30, 100 and 300
mg/Kg significantly reduced the pain induced for acetic acid intraperitoneal injection. At 10 and
30 mg/Kg dose, a-pinene applied orally, significantly reduced pain induced by injection of
formalin at the test first phase. The pre-treatment with a-pinene or trans-caryophyllene at the
dose of 300 mg/Kg, applied orally, significantly increased the answer latent time to the thermic
stimulus at the hot plate test. Pre-treated animals, orally with OECa (600 mg/Kg), a-pineno (300
mg/kg) or trans-caryophyllene (100 e 300 mg/Kg) significantly reverted the pain induced by
injection of glutamate. OECa applied orally at dose of 300 mg/Kg, significantly reverted the pain
induced by injection of formalin in both phases of the test. The pre-treatment with naloxone,
prazosin or L-arginine did not affect the effect of the OECa at the first phase of the formalin test,
but it was significativaly reverted by the pre-treatment with ioimbine. At the second phase the
OECa antinociceptive effect was significantly reveted by the pre-treatment with naloxone,
prazosin, ioimbine or L-arginine. The trans-caryophyllene antinociceptive effect, at dose 300
mg/Kg, in both phases of formalin test was demonstrated by Canuto, 2005. Our study show that
the pre-treatment with naloxone or L-arginine significantly reverted the antinociceptive effect of
the trans-caryophyllene at the test first phase of formalin , but the pre-treatment with prazosin or
ioimbine did not have influence over this effect. The trans-caryophyllene antinociceptive effect
at the second phase was significantly reverted by the pre-treatment with naloxone, prazosin or L-
arginine, but it was not influenced by pre-treatment with ioimbine. The OECa applied orally, at
100mg/Kg dose, presented significant antioedematogenic action at the paws oedema induced by
dextran, carrageenan, serotonin and histamine. The pre-treatment with OECa presented very little

or no influence, respectively, on the paw oedema induced by bradykinin or glutamate. The oral
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pre-treatment with trans-caryophyllene, at dose of 100 or 300 mg/Kg significantly reverted the
paw oedema induced by injection of glutamate, dextran or carrageenan. The oral pre-treatment
with a-pinene, at dose of 100 or 300 mg/Kg, reverted considerably the paw oedema induced by
injection of carrageenan, serotonin or glutamate. The a-pinene applied orally presented only a
discrete influence over the paw oedema induced by injection of bradykinin or histamine, and no
effect over the oedema induced by the injection of dextran. According with the obtained results in
this study we could conclude that: 1- the a-pinene presents peripheral antinociceptive effect over
pain with inflammatory origin and probable act on central sites, one of the ways used by a-
pinene at its antinociceptive action is the glutamatergic way; 2- depending on the type/origin of
the pain, the trans-caryophyllene can act thru the glutamatergic, opioidergic, L-arginne/oxide
nitric ways, or thru of the al-adrenoceptors to exert its antinociceptive effect; 3- depending on
the type/origin of the pain, the OECa can act thru the glutamatergic, opioidergic, L-arginne/oxide
nitric ways, or thru of the a-1- or a-2-adrenoceptors to exert its antinociceptive effect; 4- the
antioedematogenic activity of the OECa at the paw oedema models induced by dextran and
carrageenan is the result of its modulatory action over the synthesis, liberation and/or action of
serotonin and histamine, summed up with its probable action over the liberation of bradykinin
and interaction with the prostaglandins pathway; 5- the antioedematogenic effect of the trans-
caryophyllene at the paw oedema induced by dextran probably happen due to its modulatory
action over the synthesis, liberation and/or serotonin action; 6- the antioedematogenic activity of
the a-pinene at the paw oedema induced by dextran and carrageenan is result of its modulatory
action over the synthesis and/or serotonin liberation, summed up to its problable action over the
liberation of histamine and bradykinin and a possible interaction with the prostaglandin pathway;
7- the antioedematogenic activity of the trans-caryophyllene or a-pinene at the paw oedema
induced by glutamate problaby happen due to interactions with ionotropic receptors not-NMDA

and NK; receptors.
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1.0- INTRODUCAO

Atualmente, no mundo, hd uma grande procura por uma vida mais saudavel. Valores
naturais e ecologicos surgem com grande forca na determinacdo de novos preceitos, em todas as
areas do conhecimento cientifico e da vida pratica. Como reflexo desta tendéncia o uso de plantas
medicinais pela populagdo mundial tem crescido muito nos ultimos tempos; dados da
Organizagao Mundial de Satde (OMS) mostram que cerca de 80% da populagdo mundial ja fez
uso de algum tipo de erva na busca de alivio de alguma sintomatologia dolorosa ou desagradéavel

(Ramos et al., 2005).

Embora o uso de plantas medicinais seja uma pratica milenar, pode-se notar que a
demanda por medicamentos derivados de plantas cresceu recentemente. Esta tendéncia ¢
mostrada claramente pelo crescimento rapido de aplicacdes de patentes relacionadas a medicina
herbacea e pela grande taxa de crescimento (5-15 %) para tais medicamentos no mercado
mundial; no Brasil o uso da fitoterapia vem crescendo na ordem de 10 a 15 % ao ano (Ramos et

al., 2005; Kartal, 2007).

Um dos grandes motivos para o desenvolvimento da medicina herbacea ¢ o elevado
custo para desenvolver medicamentos sintéticos ou semi-sintéticos, por outro lado os trabalhos de
pesquisa com plantas medicinais, via de regra, originam medicamentos em menor tempo, com

custos muitas vezes inferiores e, conseqilientemente, mais acessiveis a populagao.

Desta forma, o interesse pelas plantas medicinais, especialmente por aquelas
selecionadas através da comprovacgdo cientifica de sua eficicia e seguranga terapéuticas, tem
assumido crescente importdncia como recurso terapéutico alternativo especialmente nos

programas de aten¢do primaria de satde (Martins et al., 1995).
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1.1- Produtos naturais

As plantas produzem uma grande diversidade de compostos organicos que ndo
parecem estar envolvidos diretamente no seu crescimento e desenvolvimento. Estes compostos
sdo chamados de metabdlitos secundarios ou produtos naturais. Os metabdlitos secundarios nao
participam de processos tais como fotossintese, respiracdo, transporte de solutos, translocagao,
sintese de proteinas, assimilagdo de nutrientes, diferencia¢do celular e formacao de carboidratos,
proteinas e lipidios. No entanto, tem sido sugerido que muitos metabolitos secundarios tém
importante fun¢do ecolodgica nas plantas, protegendo-as contra predadores e patdgenos, além de
funcionar como atrativo para agentes polinizadores e animais dispersores de sementes (Taiz e

Zeiger, 2002; Wink, 2003).

Os produtos naturais sdo tradicionalmente usados para aliviar doengas e seu uso pode
ser identificado em diversas civilizagdes ha mais de cinco milhdes de anos. Atualmente, embora
grandes avancos sejam observados na medicina moderna, os produtos naturais continuam

contribuindo de maneira consideravel nos cuidados com a saude (Cragg et al., 1997; Shu, 1998).

E importante ressaltar que, embora preparagdes homeopaticas possam conter plantas,
elas ndo sdo consideradas agentes fitoterapicos. Agentes fitoterapicos ou fitomédicos sdo
padronizados como preparacdes de ervas, consistindo em misturas complexas de uma ou mais
plantas, os quais sd3o usados em muitos paises no tratamento de diversas doengas. Uma
caracteristica comum aos agentes fitoterapicos ¢ o fato de ndo serem usados nos tratamentos de

emergéncia, mas sim no tratamento de doengas cronicas (Calixto, 2000).

Os produtos naturais apresentam importidncia tanto na medicina popular, sendo
utilizado de forma abundante em paises desenvolvidos e em desenvolvimento, como na industria
farmacéutica, onde se estima que 25 % de todos os farmacos modernos sdo, direta ou

indiretamente, derivados de plantas (Cragg et al., 1997; Shu, 1998).
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Diversos fatores tém contribuido para o crescimento do interesse mundial no mercado
de fitoterapicos, dentre eles pode-se destacar a preferéncia do consumidor por terapias naturais, a
crenca de que drogas derivadas de ervas ndo possuem efeitos colaterais e o alto custo das drogas
sintéticas. Contudo, o uso destas drogas deve ser feito com cuidado, pois, apesar dos efeitos
adversos de drogas derivadas de ervas serem menores do que aqueles de drogas sintéticas, eles

podem existir (Calixto, 2000).

Quando comparadas com drogas sintéticas, as drogas derivadas de ervas apresentam
pontos positivos e pontos negativos. Dentre os positivos o principal ¢ a menor ocorréncia de
efeitos colaterais e o menor custo; ja entre os negativos uma das principais dificuldades se
concentra no fato de muitas vezes os principios ativos permanecerem desconhecidos, bem como
na dificuldade de padronizagdes, estabilizagdes e controle de qualidade dos produtos naturais
(Calixto, 2000). Um dos produtos naturais mais utilizados s3o os 6leos essenciais, também

chamados 06leos etéreos ou esséncias.

1.2- Oleos essenciais

O conhecimento sobre 6leos essenciais de plantas data desde alguns séculos antes
da era cristd. As referéncias historicas de obtengdo e utilizacdo desses Oleos estdo ligadas
originalmente aos paises orientais, com destaque para o Egito, Pérsia, Japao, China e India, de
onde, no século XII, durante o periodo das cruzadas, estes conhecimentos difundiram-se até a

Europa.

O Egito parece ser o ber¢o da arte de obtencdo de Oleos essenciais através da
destilagdo, apesar de existirem poucas referéncias atuais disso. Os egipcios utilizavam os 6leos
essenciais em massagens para embelezar e proteger a pele do clima arido e para embalsamar
os mortos, mostrando que conheciam suas propriedades anti-sépticas. Tais conhecimentos
espalharam-se para os antigos gregos e destes para os romanos, que eram 6timos perfumistas

(Simdes et al., 1999).
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Foi somente durante os séculos XVI e XVII que os dleos essenciais receberam suas
primeiras aplicagdes e sua introdu¢do no comércio. Desde entdo, a aromaterapia cresceu
rapidamente ao redor do mundo. A partir do século XVIII, quando se iniciaram os estudos para
caracterizagdes quimicas dos 6leos essenciais, houve uma evolugdo paralela dos conhecimentos
técnicos sobre estes e, atualmente, grande ¢ o nimero de plantas conhecidas para a producdo de

6leos essenciais em bases economicas (Vitti e Brito, 2003).

O uso de 6leos essenciais baseia-se em duas grandes areas de aplicacdo: a nivel
fisiologico, uma vez que as substincias constituintes sdo absorvidas pelo organismo via oral,
cutanea, respiratoria ou injetavel; e a nivel psicoldgico, onde os o6leos atuam sobre o estado

emocional e mental trazendo equilibrio pela estimulagdo ou sedagdo (Burns, 2000).

O termo 6leo essencial vem sendo usado para denominar liquidos oleosos volateis,
extraidos de diversas partes das plantas (flores, inflorescéncias, sementes, folhas, gravetos,
cascas, frutos e raizes) por processos especificos, dotados de aroma quase sempre agradavel e
farmacologicamente ativo. Os 6leos essenciais possuem, geralmente, sabor acre e picante; sao
instaveis, principalmente na presenca de ar, luz, calor e umidade; sdo incolores, quando
recentemente extraidos e apresentam-se como compostos opticamente ativos (Matos e

Fernandes, 1975-1978).

A composicao dos 6leos essenciais, assim como a dos demais metabdlitos secundérios
e, conseqlientemente, dos principios ativos em plantas medicinais e aromaticas, depende de
fatores genéticos, fisiologicos e ambientais. Ou seja, ela ¢ determinada geneticamente, mas as
condigdes ambientais e fisiologicas (temperatura, exposicdo a luz, idade da planta, estagdes e
periodo do dia) sdo capazes de causar variagdes significativas nesta composi¢cdo (Simdes et al.,
1999; Freitas et al., 2004). Entre os constituintes dos 6leos essenciais, alguns se apresentam em
maior concentragdo, sendo conhecidos como componentes principais, outros se apresentam em

baixissimas concentragdes, sendo conhecidos como componentes tragos.
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Uma ampla gama de constituintes quimicos pode ser identificada nos 6leos essenciais,
havendo referéncias da presenca de hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e terpénicos,
aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, 0xidos, peroxidos, furanos, acidos organicos, lactonas,
cumarinas dentre outras, no entanto, a grande maioria dos 6leos essenciais ¢ constituida de uma
mistura de derivados fenilpropanodides ou de terpendides, sendo que os ultimos preponderam

(Simdes et al., 1999; Vitti e Brito, 2003).

Estima-se que existam cerca de 3000 6leos essenciais conhecidos, dos quais 300 sdo
comercialmente importantes principalmente para as industrias de alimentos (condimentos e
aromatizantes de alimentos e bebidas), cosmética (perfumes e produtos de higiene) e

farmacéutica (Burt, 2004).

Por ser uma mistura complexa e possuir alta variabilidade de composi¢cdo quimica,
torna-se dificil estabelecer a atividade farmacoldgica dos 6leos essenciais. Mesmo assim a
exploragdo do potencial terapéutico desses ¢ uma pratica que vem se consolidando e, atualmente,
ja& foram descritos varios efeitos bioldégicos que podem ser associados a estes 6leos. Dentre estes
efeitos estdo o antiparasitdrio, antimicrobiano, analgésico, diurético, antimaldrico, anti-
hemorroiddrio, miorelaxante, antiespasmoético, anti-inflamatdério, anticonvulsivanlte e
gastroprotetor (Luz et al, 1984; Menezes et al., 1990; Mendonga et al., 1991; Prudent et al.,
1993; Bezerra, 1994; Coelho-de-Sousa et al., 1997; Magalhaes et al., 1998; Paiva et al., 1998;
Leal-Cardoso e Fonteles, 1999; Lahlou et al., 2000; Oliveira et al., 2001; Abdon et al., 2002).

1.3- Caracteristicas gerais de espécies do género Croton

Plantas da familia das Euforbidceas tém sido usadas, ao redor do mundo, para tratar
muitas doengas. Esta familia possui cerca de 300 géneros e 5000 espécies de arvores, arbustos e
ervas conhecidas. Os 300 géneros de Euforbiaceas estdo agrupados em 52 tribos e 5 subfamilias,

com diversas destas tribos sendo divididas em subtribos. A distribuicdo geografica dos géneros
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das Euforbidceas concentrava-se, primitivamente, na Africa e Madagascar, mas algumas

subfamilias se dispersaram em centros neotropicais (Webster, 1975, 1993, 1994).

O género Croton ¢ um dos maiores da familia das Euforbidceas, com cerca de 800
espécies distribuidas nas regides tropicais e subtropicais. E notavelmente bem representado na
América do Sul; no Brasil estdo registradas cerca de 300 espécies. Espécies do género Croton
usualmente sdo monoicas, as inflorescéncias apresentam flores femininas na base e masculinas no
apice, caracterizam-se ainda por possuirem flores masculinas com filamentos flexionados no
botdo e as flores femininas com pétalas reduzidas ou ausentes (Webster, 1993, 1994; Suarez et

al., 2003).

Espécies do género Croton sdo ricas em constituintes que apresentam atividades
biologicas, sendo diversas espécies descritas como plantas medicinais. Estas sdo utilizadas (na
forma de infusdes, chas e emplastos) como cicatrizante, anti-inflamatdrio, anti-microbiano, anti-
cancer, para disturbios do sistema gastrintestinal, anorexia, ansiedade, reumatismo e dor de

cabeca (Matos, 2000).

Algumas das espécies do género Croton ja tiveram suas atividades biologicas
avaliadas e comprovadas, entre elas podem-se destacar Croton lecheleri, Croton cajucara,
Croton urucarana, Croton celitidifolius Baill, Croton malambo, Croton sonderianus Muell. Arg.,
Croton zehntineri e Croton nepetaefolius (Lopes et al., 2004; Campos et al., 2002; Esmeraldino
et al., 2005; Nardi et al., 2006; DalBo6 et al., 2006; Suarez et al., 2003; Santos et al., 2005;
Bernardi et al., 1991; Oliveira et al., 2001; Siqueira et al., 2006; Morais et al., 2006).

1.3.1- Efeitos biologicos de algumas espécies do género Croton

Ha algum tempo nosso grupo de pesquisa vem investindo na caracterizagdo dos
efeitos biologicos de algumas espécies do género Crofon, dentre elas pode-se destacar o Croton

zehntineri, Croton sonderianus, Croton nepetaefolius e Croton argyrophylloides.
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O Croton zehntneri Pax et Hoffm. ¢ uma planta aromatica abundante no Nordeste
brasileiro. Conhecido como ‘“canela de cunhd”, ¢ utilizado na medicina popular para tratar
ansiedade, anorexia e para o alivio de distirbios gastrintestinais. Além disso, extratos de C.
zehntneri sdo usados como adogantes em comidas e bebidas e na produgdo de perfumes. As
folhas de C. zehntneri tém um conteudo de dleo essencial de aproximadamente 2% do peso da

planta seca, e este inclui principalmente mono e sesquiterpenos (Craveiro et al., 1978, 1997).

O o6leo essencial de C. zehntneri (OECz) age sobre a musculatura lisa e esquelética
apresentando efeito antiespasmodico em ileo isolado de cobaia e bloqueando a transmissao
neuromuscular. Algumas vezes o OECz promove a contracdo da musculatura esquelética, além
de potencializar a contracdo induzida por cafeina (Coelho-de-Souza et al., 1997, 1998;
Albuquerque et al.,1995). O OECz apresenta ainda efeito antinociceptivo, em ratos e
camundongos, provavelmente mediado por mecanismos centrais ou por algum mecanismo
indireto, visto seu também comprovado efeito anti-inflamatorio (Oliveira et al., 2001; Batatinha
et al., 1995). Outros estudos mostraram que o tratamento de ratos conscientes com OECz induz a
uma queda inicial na pressdo sanguinea (mediada por um mecanismo colinérgico), seguida por

uma resposta pressora (Siqueira et al., 2006).

O Croton sonderianus Muell. Arg., popularmente conhecido como “marmeleiro
preto”, € um arbusto muito comum da regido nordeste do Brasil e ja chegou a ser considerado
uma erva daninha devido a densidade e dispersdo de suas populacdes. O C. sonderianus é
utilizado pela populagdo como lenha para o fogo, material de tecelagem, e para construgdo de
cercas e armadilhas de lagosta. Esta planta também ¢ usada na medicina popular no tratamento de
distirbios gastricos. O 6leo essencial de Croton sonderianus (OECson) ¢ produzido por todas as
partes da planta e apresenta-se como 1 % do peso seco da planta, sendo constituido de mono e

sesquiterpenos (Craveiro et al. 1981, 1982; Matos 1999).

O OECson apresenta atividade larvicida contra Aedes aeyipti (Lima-Accioly, et al.,
2006), possui também comprovado efeito antiedematogénico e efeito antinociceptivo em modelos

de nocicepcdo induzida por acido acético, capsaicina e formalina, a¢do esta que ndo estd
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relacionada com mecanismo opidide, mas pode estar relacionada a ativacdo de canais de K'
dependentes de ATP (Carneiro-Loureiro, 2003; Santos et al, 2005). O OECson apresenta ainda
atividade antiulcerogénica e reduz o transito intestinal (Amaral, 2004; Yum, ef al., 2003).
Extratos de C. sonderianus mostraram atividade bioldégica em ensaios antimicrobianos
qualitativos usando os bacilos gram-positivos de Staphylococcus aureus, as bactérias gram-
negativas Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli, as leveduras Candida albicans e

Saccharomyces cerevisiae e o fungo filamentoso Aspergillus niger (McChesney e Clark, 1991).

O Croton nepetaefolius Baill. ¢ uma planta aromatica abundante no nordeste
brasileiro onde é conhecido como “marmeleiro sabia” ou “marmeleiro vermelho”. E bastante
utilizado na medicina popular, nas formas de chas e infusdes como antiespasmodico, no
tratamento de flatuléncias, colicas intestinais e para aumentar o apetite. As folhas de C.
nepetaefolius t€ém um conteudo de 6leo essencial de aproximadamente 2% do peso de folha seca
e inclui, principalmente, mono e sesquiterpenos (Craveiro et al., 1980; Leal-Cardoso e Fonteles,

1999).

O oleo essencial de Croton nepetaefolius (OECn) atua sobre musculo liso vascular,
traqueal e ileal. De maneira dose-dependente diminui a pressdo sanguinea em ratos hipertensos
conscientes, sendo que este efeito parece estar relacionado ao maior relaxamento do musculo liso
vascular, o que da suporte a proposi¢ao de que ele atua como vaso relaxante (Lahlou ef al., 2000).
O OECn apresenta atividade antiespasmodica sobre musculo liso respiratorio (provavelmente por
mecanismos miogénicos) e induz o relaxamento de ileo de cobaia através da agdo direta sobre o

musculo liso via mecanismos independentes de alteracdes no potencial transmembrana ou do

influxo de Ca*" (Magalhies et al., 2003, 2004).

Além de atuar sobre musculo liso o OECn bloqueia a excitabilidade de nervo citico
de maneira dose-dependente (Lima-Accioly et al., 2006), apresenta efeito antinociceptivo em
camundongos (Abdon et al., 2002), atividade larvicida contra Aedes aeyipti (Lima-Accioly, et al.,

2006) e acao antioxidante (Morais et al., 2006).
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O Croton argyrophylloides Muell. Arg. ¢ uma espécie nativa da caatinga do Nordeste
brasileiro, sendo popularmente conhecido como “marmeleiro prateado”. Diferente das outras
espécies de Croton, citadas neste topico, ndo se encontra relatos do uso medicinal do C.
argyrophylloides. Por outro lado, assim como os 6leos extraidos do Croton zehntneri, do Croton
sonderianus ¢ do Croton nepetaefolius, o Oleo do Croton argyrophylloides & composto

principalmente por mono e sesquiterpenos (Matos, 1999; Morais ef al., 2006).

Nao existem muitos relatos, na literatura cientifica, sobre os efeitos farmacoldgicos do
6leo essencial de Croton argyrophylloiddes (OECa), mas alguns estudos recentes comprovaram
sua atividade antibacteriana para as espécies Streptococcus sp, Serrantia sp, Staphylococcus sp,
Enterobacter sp, Proteus mirabilis e Pseudomonas aeruginosas (Fortes et al., 2003), sua acao
antioxidante (Morais et al., 2006) e sua atividade larvicida contra Aedes aegyipti (Lima-Accioly,

et al., 2000).

Estudos realizados em nosso laboratério comprovaram o efeito antinociceptivo do
OECa em modelos de nocicepgdo térmica e quimica, como no teste das contor¢cdes abdominais
induzidas por 4acido acético, teste da placa quente e nocicep¢do induzida por formalina,
capsaicina e glutamato. Além disto, foi demonstrado o efeito antiedematogénico do OECa em
modelos de edema de pata induzido por carragenina, dextrana e serotonina ¢ no modelo de edema

de orelha induzido por 6leo de créton (Canuto, 2005).

1.4- Constituintes do 6leo essencial de Croton argyrophylloides

Dentre os principais constituintes do 6leo essencial de Croton argyrophilloides que
sera estudado neste trabalho estdo os terpenoides alfa-pineno e o trans-cariofileno. Os terpenoides
sdo metabdlitos secundarios abundantemente encontrados em plantas, sendo classificados, de
acordo com suas unidades isoprénicas em mono-, sesqui-, di-, e tri-terpenos. Os terpendides sdo
comumente usados como aditivos em alimentos industrializados e na induastria de cosméticos;

também tém sido demonstrado que alguns terpendides apresentam atividade anti-microbiana,
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inseticida, anti-carcinogénica e anti-inflamatéria (Tsao e Coats, 1995; Griffin et al., 1999;

Grodnitzky e Coats, 2002; Murakami et al., 2004; Bouvier et al., 2005; Han, 2005).

1.4.1- Alfa-pineno

O alfa-pineno ¢ um monoterpeno derivado de duas unidades isoprénicas. Alguns
estudos demonstraram que o alfa-pineno apresenta atividade antimicrobiana e neuroprotetora em
neuroblastomas humanos, além de afetar o metabolismo energético de mitocondrias isoladas
através de pelo menos dois mecanismos, sendo eles o desacoplamento da fosforilagdo oxidativa
ou inibicdo da cadeia transportadora de elétrons (Cowan, 1999; Abrahim et al., 2003; Chang et
al., 2007).

FIGURA 1: Estrutura plana do alfa-pineno
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1.4.2- Trans-cariofileno

O trans-cariofileno é um sesquiterpeno biciclico com um raro anel de ciclobutano. E
naturalmente encontrado com uma mistura de alfa-humuleno e iso-cariofileno em alguns 6leos
essenciais tais como o de limdo, geranio, timo, lavanda, dentre outros. O trans-cariofileno ¢ usado
em misturas de temperos, em sabdes e detergentes, bem como em uma grande variedade de

produtos alimenticios (Standen et al., 2006; Sabulal et al., 2006).

Entre as atividades bioldgicas confirmadas do trans-cariofileno, pode-se citar sua agao
anti-inflamatoria e anestésica local, efeito citoprotetor gastrico, atividade neuroprotetora em
neuroblastomas humanos e efeito estimulante sobre células natural killer (Tambe et al., 1996;

Ghelardini et al., 2001; Passos et al., 2006; Standen et al., 2006; Chang et al., 2007).

Além destes efeitos bioldgicos, estudos realizados em nosso laboratdrio comprovaram
o efeito antinociceptivo do trans-cariofileno em modelos de nocicep¢do quimica como no teste
das contor¢des abdominais induzidas por acido acético e no teste de formalina (Canuto, 2005).
Porém estes estudos limitaram-se a demonstrar o efeito antinociceptivo, sem no entanto elucidar

as vias de acao.

FIGURA 2: Estrutura plana do trans-carifioleno
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1.5- Dor

A dor ¢ uma experiéncia sensorial e fisiolégica que envolve quatro dimensdes
principais: sensorio-discriminativa — reconhece o estimulo e discrimina sua natureza, intensidade
e duragdo, fazendo a andlise espacial, temporal e qualitativa da dor; afetivo-emocional —
determina o carater desagradavel, aversivo e de sofrimento do estimulo nociceptivo; cognitiva —
envolve a avaliacdo cortical intelectual global da informagdo nociceptiva e identifica possiveis
estratégias de agdo; e comportamental — inclui as repostas verbais e ndo verbais ao estimulo

doloroso (Calvino e Grilo, 2006).

Por ter esta natureza complexa podemos distinguir dois conceitos relacionados a dor, a
nocicepcao, que se refere a uma manifestagdo neurofisiologica gerada por estimulos noxios; e a
dor propriamente dita, envolvendo a percep¢do de um estimulo aversivo, o que requer a

capacidade de abstracdo e a elaboragdo de impulsos sensoriais (Almeida et al, 2004).

A dor relacionada a alguma lesdo tecidual ou doenga possui uma funcdo protetora de
alerta que se reflete em ativagdo fasica dos nociceptores por estimulos potencialmente perigosos,
levando a uma retirada motora e/ou reacdo de fuga, ou seja, respostas que tém como finalidade
interromper a exposi¢do ao estimulo noxio e, por este meio, finalizar o processo doloroso

(Almeida et al, 2004).

A dor aguda, em algumas condi¢des, pode levar a um generalizado comportamento de
alerta (respostas endocrinas especificas, como a secrecdo de corticosterona e ativagao simpatica),
aliado a uma antinocicep¢ao passageira, melhorando, desta forma a performance comportamental
do individuo e permitindo que ele afaste-se do perigo iminente ou de outras situacdes que

potencialmente levariam a sérias lesdes teciduais (Wiertelak ef al., 1994; Traub, 1997).

Enquanto a dor aguda esta relacionada com leve lesdo tecidual, a dor cronica esta
associada com maior lesdo tecidual, inflama¢des ou neuropatologias. Em quadros de dor cronica

existe a superposicao de outros eventos além dos mecanismos basicos da nocicepg¢do, o que altera
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a relagdo entre estimulo e resposta, além de alterar a habilidade de modulagdo, caracteristica dos
estados dolorosos agudos (Dray et al., 1994). Com isto, as dores persistentes, acompanhadas por
lesdo tecidual e/ou injaria neural, sdo geralmente caracterizadas por sua natureza espontanea (nao

¢ gerada por estimulo extrinseco) e pela presenca de hiperalgesia e/ou alodinia (Millan, 1999).

A hiperalgesia e a alodinia sdo consideradas formas de manifestagdes nociceptivas e
consistem, respectivamente, em aumento da dor como resposta a um estimulo noxio, e dor devido
a um estimulo que normalmente ndo provocaria dor (Almeida et al, 2004). Ambas as
manifestagdes nociceptivas estdo relacionadas a hiperatividade e/ou alteracdo das fibras

responsaveis pela transmissdo do impulso doloroso (Dray ef al., 1994).

A dor pode ainda ser classificada em nociceptiva (estimulacdo excessiva dos
nociceptores); neurogénica (lesdo ao tecido neural); neuropdtica (disfungdo de um nervo)
psicogénica (fatores psicologicos) e inflamatoéria. A dor inflamatéria, assim como a dor
nociceptiva, apresenta funcao fisiologica, sendo a primeira resultado de qualquer inflamagao e a
segunda resultado da ativagdo aguda das fibras nociceptivas primarias. J& a dor neuropatica e
neurogénica, originada de lesdo nos neur6nios ou nervos, centrais ou periféricos, sao
acompanhadas por intensa dor espontdnea e ndo apresentam fungdo fisioldgica, sendo as dores

mais dificeis de tratar (Millan, 1999; Zeilhofer, 2007).

1.5.1- Neuroanatomia da dor

A cascata de eventos que levam a integracdo dos sinais dolorosos envolve receptores
(nociceptores periféricos), vias ascendentes na medula espinhal, dreas de integragdo no cérebro
(localizadas principalmente no talamo) e projegdes corticais (para areas do cortex
somatossensorial primario e secundério, bem como para o cortex insular e cingular) (Calvino e

Grilo, 2006).
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A propagacao da dor inicia-se com a ativagdo de receptores fisiolégicos chamados
nociceptores sendo que, normalmente, esta ativacao ¢ resultado de estimulos mecanicos, térmicos
e/ou quimicos. Os receptores da dor sdo diferentes dos demais receptores, pois respondem a
estimulos que, por sua intensidade, sdo capazes de lesionar os tecidos, enquanto por outro lado

ndo respondem a estimulos de média e baixa intensidade (Pazo, 2004).

Outra caracteristica propria dos nociceptores ¢ que estes, em contraste com 0s
rceceptores visuais, olfativos ou tateis, estdo associados a terminacdes nervosas livres, ndo
estando localizados em uma estrutura anatémica particular. Eles se encontram dispersos por todo

o corpo, inervando a pele, musculos, articulagdes e 6rgaos internos (Julius € Basbaumi, 2001).

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

delta (Rang et al. 2001).

As fibras tipo C, possuem diametro de 0,4 a 1.2 um e uma velocidade de condugao
que varia de 0,5 a 2,0 m/s. Estas fibras apresentam receptores termosensiveis que respondem ao
calor e ao frio, mecanonociceptores de baixo limiar e receptores especificos para substancias
alogénicas tais como fons potassio, acetilcolina, enzimas proteoliticas, serotonina,
prostaglandinas, substdncia P e histamina. Muitas fibras C com receptores de alto limiar
respondem igualmente a estimulos mecénicos, térmicos ou quimicos e, por esta razdo sao

chamadas polimodais (Mense, 1983; Millan, 1999).

As fibras A-delta tém diametro que varia de 2,0 a 6,0 um, conduzindo em uma
velocidade de 12 a 30 m/s. Elas transmitem informagdes de alta intensidade e baixa laténcia,
promovendo a sensacdo dolorosa rapida da primeira fase da dor aguda, desencadeando a agdo de
retirada. As fibras A-delta dividem-se em 2 grupos: tipo I, corresponde as fibras com receptores
de limiar alto, que respondem a estimulos mecanicos de alta intensidade e a estimulos térmicos

ou quimicos de baixa intensidade; tipo II, apresenta fibra com receptores que sdo estimulados por
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altas temperaturas (45-53°C) e alguns receptores para frio intenso (-15°C) (Willis e Westlund,
1997; Almeida et al., 2004).

Fibras A-beta possuem didmetro maior que 10 pm e velocidade de conducao que varia
entre 30 e 100 m/s. Estas fibras ndo propagam estimulos potencialmente néxios em situagdes
normais, contudo, elas sdo fundamentais no circuito doloroso, pois participam no mecanismo de

supressao segmentar da dor (Willis e Westlund, 1997; Millan, 1999).

A via central de processamento da informagdo nociceptiva inicia-se a nivel do corno
dorsal da medula espinhal. As fibras A-delta e C penetram perpendicularmente no corno dorsal e
terminam nas laminas superficiais (I e IT) ou estendem-se até ldminas mais profundas (V, VI, VII
e X). Os interneuronios do corno dorsal sdo responsdveis ndo s6 pela transmissdao da informagao
nociceptiva para os neurdnios que se projetam para o cérebro, mas também por modular esta
informagdo e transmiti-la para outros neuroénios do proprio corno dorsal (Melzack e Wall, 1965;

LeBars et al, 1979; Calvino e Grilo, 2006).

A acdo modulatoria do corno dorsal ¢ explicada através da “teoria do portdo”. De
acordo com este modelo de controle, a ativagdo das fibras A-alfa e A-beta (de maior didmetro)
aumenta a atividade de interneurdnios inibitérios, desta forma “fecha o portdo” e bloqueia a
transmissdo do impulso doloroso para estruturas supraespinhais; por outro lado, a ativacdo de
fibras A-delta e C (de menor didmetro), através da inibicdo da ativagdo dos interneurdnios
inibitorios “abre o portdo”, facilitando a transmissdo dos impulsos nociceptivos para estruturas
supraespinhais. Este mecanismo de modula¢do espinhal também ¢ controlado por estruturas

supraespinhais (Wall, 1978; LeBars et al, 1979).

Os axonios dos neurdnios nociceptivos do corno dorsal constituem as vias ascendentes
dos tratos espinhais que projetam as informagdes noxias para varias estruturas supraespinhais. A
maioria destes axdnios decursa a nivel dos segmentos espinhais e depois trafegam pelo lado
contralateral. Conseqiientemente, as projegdes supraespinhais sdo contralaterais ao estimulo. As
projecdes destes neurdnios da medula espinhal transmitem informag¢des para numerosas regioes

do tronco encefalico e diencéfalo, incluindo o tdlamo, regido parabraquial e formagao reticular do
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bulbo, bem como para estruturas limbicas no hipotalamo, niicleos septais entre outros (Willis et

al., 1984; Almeida et al., 2004; Pazo, 2004; Calvino e Grilo, 2006).

Os pontos de projegdes para os neurdnios nociceptivos sdo divididos em quatro
categorias. A categoria principal ¢ composta pelos nicleos localizados no tdlamo ventrolateral, o
qual é especifico para o toque e nocicepcao. Estes neurdnios recebem sinais nociceptivos que
convergem pelos axdnios do trato espinotaldmico, os quais possuem seus corpos celulares nas
laminas I, IV e V do corno dorsal. A distribuicdo dos sinais que chegam através deste trato ¢é
altamente estruturada, refletindo a organizagdo somatotropica dos neurdnios talamicos. A via
espinotaldmica, provavelmente, distribui informagdes nocioceptivas para areas do cortex que se
relacionam com aspectos discriminativos e afetivos da dor (Hunt e Mantyh, 2001; Calvino e

Grilo, 2006).

A segunda categoria inclui pontos de proje¢des na medula oblonga (ntcleo
gigantocelular) e mesencéfalo (4rea cinzenta periaquedutal (ACP) e nucleo cuneiforme), estas
areas recebem informacdes que convergem através dos tratos espinoreticular e espinotalamico.
Estes pontos contribuem para a reposta de alerta do centro cardiorespiratorio, o desenvolvimento

de respostas motoras e emocionais € mecanismos de alerta envolvidos nas respostas aos estimulos

dolorosos (Almeida et al., 2004; Calvino ¢ Grilo, 2006).

A terceira categoria ¢ composta pelo hipotalamo que recebe terminagdes axdnicas
provenientes tanto diretamente do trato espinotaldmico, quanto indiretamente do trato
espinobraquial-hipotalamico. O hipotalamo estd envolvido nas respostas dolorosas que estdo
sobre controle do sistema nervoso autdbnomo e que contribuem para liberacdo de hormdnios

envolvidos no controle do estresse (Calvino e Grilo, 2006).

Finalmente, a quarta categoria envolve o complexo amigdaldide, que faz parte da
estrutura limbica, este recebe informac¢des do nucleo parabraquial lateral. Estas informagdes
convergem de neurdnios nociceptivos especificos localizados na lamina I do corno dorsal e sdo
transmitidas para a via espinopontina-amigdaldide. Esta via parece estar envolvida nas respostas

afetivas e emocionais relacionadas a dor (Willis et al., 1984; Calvino e Grilo, 2006).
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1.5.2- Neuroquimica da dor

E evidente o fato de que cada estagio de dor gera um grupo tUnico de mudangas
neuroquimicas nos neurdnios sensoriais € na medula espinhal. Existem varias fontes importantes
onde mediadores quimicos que participam da perpetuacdo da resposta dolorosa sdo gerados, das
quais se destacam os tecidos lesados e adjacentes, o sistema vascular, as células imunes, os

nervos simpaticos e sensoriais, entre outras (Millan, 1999).

Os nociceptores tém a capacidade de diferenciar uma grande variedade de estimulos,
incluindo os de natureza quimica ou fisica; sendo assim, eles necessitam de um sofisticado
aparelho de transdu¢do quimica (Julius e Basbaumi, 2001). Este aparelho de transdu¢do envolve,
essencialmente, interacdes entre receptores de membrana que estdo acoplados a canais i0nicos e
segundo mensageiro. Dentro deste cendrio, varios sdo os estimulos quimicos capazes de iniciar

estas cascatas de sinalizagdo (Dray et al., 1994).

Entre as substancias quimicas que excitam os nociceptores estdo os fosfolipideos,
(originados da lise de &cido araquidonico, especialmente as prostaglandina E), histamina,
serotonina, bradicinina, citocinas, 6xido nitrico, substancia P, peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP), bem como, aminodcidos excitatorios, particularmente o glutamato, e
inibitorios, como o 4acido gama-amino-butirico (GABA) e a glicina. Também estdo envolvidos na
transmissdo e modulacdo da dor a acetilcolina, polipeptideos vasoativos, colecistocinina, enzimas

proteoliticas, peptideos endogenos, dentre outros (Cailliet, 1999; Guyton e Hall, 1996).

A bradicinina um mediador inicial da inflamag¢do, possui potente agdo
vasodilatadora. As agdes da bradicinina sdo mediadas através da ativacdo de dois tipos de
receptores acoplados a proteinas-G, B1 e B2. O receptor B1 ¢ expresso somente como resultado
de lesdo tecidual ou sinais inflamatodrios, enquanto o receptor B2 ¢ expresso constitutivamente.
Estudos sugerem que a bradicinina, através dos receptores B1 e B2, estd envolvida nas vias de
sinalizacdo da dor, especialmente na dor de origem inflamatéria (Rupniack et al., 1997, Pesquero

et al., 2000; Okuse, 2007).
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Citocinas sdo definidas como polipeptideos produzidos e liberados pelas células em
resposta a estimulos inflamatérios como virus, parasitas, bactérias e seus produtos, ou em
resposta a outras citocinas. Em geral elas sdo liberadas em uma seqiiéncia controlada a partir de
varios tipos celulares e sdo responsaveis pela producdo dos mediadores envolvidos na
consolidagdo dos sinais e sintomas inflamatdrios. Estruturalmente as citocinas sdo moléculas de
baixo peso molecular (entre 5 e 14 kD), algumas sdo glicoproteinas, usualmente sintetizadas na
forma de grandes moléculas precursoras que sdo clivadas para produzir a forma ativa (Verri et

al., 2006).

Células residentes, incluindo macréfagos, linfécitos e mastocitos, sdo componentes
dos tecidos que apos o reconhecimento de um estimulo inflamatério iniciam a cascata de
liberagdo de citocinas, as quais apresentam papel importante no desenvolvimento da dor
inflamatéria e neuropdatica. As primeiras citocinas descritas como participantes dos processos de
desenvolvimento da dor foram a interleucina 1p (IL-1P) e o fator de necrose tumoral a (TNFa);
posteriormente foi demonstrado que as interleucinas 8 (IL-8) e 12 (IL-12) também induzem
hipernocicep¢ao inflamatoria (Ferreira et al., 1988; Cunha ef al., 1991; Cunha et al, 1992; Cunha
e Ferreira, 2003).

Para limitar as conseqiiéncias da agdo prolongada das citocinas pro-inflamatorias a sua
liberagdo ¢ seguida pela liberagdo de citocinas anti-inflamatorias como as interleucinas 4 (IL-4),
10 (IL-10) e 13 (IL-13). Estas interleucinas anti-inflamatérias modulam os eventos imunes e
inflamatorios inibindo a acdo e producdo das citocinas pro-inflamatorias, com isto elas modulam
a resposta dolorosa. A IL-4, além de apresentar efeito analgésico devido a inibi¢do das citocinas
proé-inflamatoérias inibe a agdo da ciclo-oxigenase 2 (COX-2) e a producdo da o6xido nitrico
sintase induzida (iNOS) (Poole et al., 1995; Onoe et al., 1996; Vale et al., 2003; Cunha e
Ferreira, 2003).

A histamina tem mostrado apresentar um importante papel na transmissdo da dor.
Neurdnios histaminérgicos encontrados no nticleo dorsal da rafe e ACP, os quais se originam do

hipotdlamo, possuem importante papel na modulacdo da dor através de receptores
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histaminérgicos do tipo HI e H2. A histamina possui ainda importante papel na antinocicepgao

induzida por morfina (Hough et al., 1988, 1999; Mobarakeh et al., 2006).

A serotonina (5-HT) ¢ liberada pelas plaquetas e interage com, pelo menos, 14 tipos
de receptores que estdo amplamente distribuidos por diversos tecidos. O receptor 5-HT3, presente
nos ganglios da raiz dorsal e perifericamente, apresenta efeito antinociceptivo, enquanto a
administracdo intratecal de antagonistas do receptor 5-HT3 bloqueia a analgesia induzida pela 5-
HT e produz uma moderada resposta hiperalgésica (Taber et al., 1981; Giordano e Gerstmann,

2004; Okuse, 2007).

A substancia P (SP) e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina sdo
neuropeptideos liberados a partir de aferentes nociceptivos primdrios estando envolvidos na
nocicepcao tanto a nivel periférico quanto central. A ativagdo dos receptores periféricos da SP
(NK1) e do CGRP resulta em comportamentos nociceptivos que sdo bloqueados por antagonistas
especificos. Também ja foi demonstrado que a SP e CGRP espinhais estdo envolvidos na dor
neuropatica cronica (Nakamura-Craig e Gill, 1991; Carlton et al., 1996; Banchet et al., 2002;
Jang et al., 2004).

O glutamato apresenta papel chave na transmissao excitatoria de informagdes a partir
dos neurdnios sensoriais aferentes primarios para os neurdnios do corno dorsal. A excitagdo dos
neurdnios sensoriais nociceptivos provocada por lesdo tecidual ou injuria evoca uma continua
liberagdo de glutamato, o qual age sobre receptores pds-sinapticos como o N-metil-D-aspartato

(NMDA) levando a uma sensibilizagdo central (Chizh, 2002; Okuse, 2007).

O 4acido gama-amino-butirico ¢ a glicina agem como neurotransmissores inibitorios
na modulagdo da transmissdo do estimulo nociceptivo. O GABA exerce sua agdo via dois tipos
de receptores 0o GABAA € 0 GABAg, ambos amplamente distribuidos no corno dorsal da medula
espinhal, especialmente nas laminas superficiais. Os receptores para glicina, geralmente,

encontram-se codistribuidos com receptores GABA, (Millan, 2002).
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As prostaglandinas s3o mediadores lipidicos produzidos pela cicloxigenase, a partir
do acido araquidonico. A inibi¢do da sintese de prostaglandinas ¢ o principal mecanismo de a¢ao
analgésica de drogas antiinflamatorias ndo-esteroidais (DAINES), através do bloqueio das duas
isoformas de cicloxigenase, a COX-1 (constitutiva) e a COX-2 (induzida). Ambas convertem o
acido araquiddnico, liberado a partir da membrana das células de tecidos inflamados pela acdo da
fosfolipase A2, em dois precursores: PGG2 e PGH2. Prostaglandinas isomerases convertem o
PGH2 em diferentes prostaglandinas biologicamente ativas (PGD,, PGE,, PGF,,, PGL,) e
tromboxano (Funk, 2001; Zeilhofer, 2007).

As prostaglandinas biologicamente ativas tém papel central na inflamacao e na dor,
participando de processos que desenvolvem a hiperalgesia e a alodinia. De inicio acreditava-se
que, no que diz respeito aos quadros dolorosos, as PGs agissem somente a nivel periférico, no
entanto, atualmente, ja se tem comprovado que elas agem, pelo menos em parte, a nivel central,
principalmente na medula espinhal (Ferreira e Lorenzetti, 1996; Samad et al, 2001; Vanegas e

Schaible, 2001).

Sugere-se que o oOxido nitrico (NO) apresenta importante papel na transmissao
sinaptica central e periférica. No sistema nervoso central (SNC) o NO ¢ produzido a partir da L-
arginina pela 6xido nitrico sintase (NOS). Existem pelo menos trés isoformas da NOS: uma
induzida (NOSi) e duas constitutivas, as quais estdo presentes, sobre condigdes fisioldgicas, no

endotélio (NOSe) e nos neuronios (NOSn) (Lamas et al, 1992; Miguel e Nunes-de-Souza, 2006).

O o6xido nitrico age como segundo mensageiro aumentando a producao de guanosina
monofosfatase ciclica (GMPc). Na literatura os efeitos pro e antinociceptivos do NO vém sendo
intensamente discutidos. Estes estudos sugerem que o NO possui um efeito duplo, ndo somente
facilitando a percepgdo de estimulos dolorosos, a nivel espinhal, como também intensificando a
inibicdo descendente apds a nocicepcdo. Doadores de NO e inibidores da sintese de NO reduzem
a dor através de mecanismos espinhais que envolvem a ativagdo da guanilato ciclase, no entanto
este efeito depende da dose e do modelo usado, pois em altas doses, doadores de NO podem
intensificar a dor (Meller ¢ Gebhart, 1993; Holthusen ¢ Arndt, 1994; Gao ¢ Qiao, 1998; Sousa e
Prado, 2001; Hoheisel et al., 2005).
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Nas ultimas décadas, tem-se obtido avangos consideraveis na compreensdo sobre a
biogénese dos diversos peptideos opidides endogenos, sua distribuicdo anatomica e
caracteristicas de seus receptores. Os principais grupos de peptideos opiddes sdo as encefalinas,
dinorfinas e f-endorfinas. Com relagdo aos diversos subtipos de receptores ja se tem identificado
os tipos 1 (1 € 2), 0 (1 e 2) e x (1, 2 e 3). Estes receptores opidides e sistemas de peptideos
endogenos estdo significativamente implicados nos processos antinociceptivos, sendo
encontrados em regides criticas para a modulagdo da dor, tais como a area cinzenta periaquedutal,
nucleos hipotalamicos, sistema limbico e nicleo magno da rafe (Ossipov e Gebhart, 1986; Pan e

Fields, 1996; Przewlocki e Przewlocka, 2001; Hernandez-Delgadillo e Cruz, 2006).

O sistema noradrenérgico ¢ considerado como o principal sistema de controle
descendente da dor originado do tronco cerebral, sendo que a noradrenalina liberada a partir dos
axonios descendentes controla a atividade dos neurdnios nociceptivos no corno dorsal. Os
receptores opidides tipo L, juntamente com os receptores adrenérgicos o2 interagem na
modulag¢do do processo nociceptivo. A ativagdo de a2-adrenoceptores no SNC produz analgesia
em numerosos modelos comportamentais de dor, incluindo o teste da formalina. Contudo, na
periferia, os mecanismos adrenérgicos parecem ser pro-nociceptivos, embora alguns dados sejam
conflitantes (Hamalainen e Pertovaara, 1995; Hong e Abbott, 1996; Millan, 1999; Mansikka et
al., 2002).

1.5.3- Mecanismos de modulacao da dor

Vias descendentes originadas na area cinzenta periaquedutal (ACP), nicleo magno da
rafe (NMR), nucleos da formagdo reticular, cortex cerebral, hipotdlamo e outras estruturas
cerebrais desempenham importante papel na modulagdo e integragdo de mensagens nociceptivas

na coluna dorsal (Willis e Westlund, 1997).

A estimulacdo na ACP causa inibi¢gdo de neurdnios nociceptivos do corno dorsal,

incluindo células do trato espinotaldmico. Uma das estruturas chaves na via de analgesia
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descendente originada na ACP ¢ o NMR e a formagao reticular. A ACP tem conexdo excitatoria
com o NMR, sugerindo que o efeito antinociceptivo da estimulagdo na ACP ¢ mediada pelo

NMR (LeBars et al., 1979; Willis et al., 1984; Carstens et al., 1990).

A inibi¢do de circuitos nociceptivos do corno dorsal ¢ mediada por um grande nimero
de neurotransmissores, incluindo aminoécidos inibitorios, como o GABA e a glicina, sendo que o
GABA esté4 envolvido na inibi¢do pré e pds-sinaptica, enquanto a glicina restringe-se a inibigao
pos-sindptica (Lin et al., 1996). Ja as encefalinas atuam nos pontos neurais periféricos, nos
ganglios da raiz dorsal, na medula espinhal, no mesencéfalo, no hipotdlamo, na ACP e no bulbo

rostral (Cailliet, 1999).

Embora as monoaminas sejam consideradas como os principais neurotransmissores
envolvidos nas vias descendentes, a serotonina também desempenha papel chave nesta via, assim
como a noradrenalina e a acetilcolina. Além disto, a presenca de neuropeptideos excitatorios e
colecistocinina em projegdes supraespinhais também sugere a participagdo destes na via inibitéria

descendente (Millan, 1995, 1999; Gao et al., 1997).

1.6- Inflamacao

Inflamagao ¢ a maior reagdo de imunidade natural (congénita), sendo uma reacdo de
defesa do organismo contra a penetracdo de agentes infecciosos, entrada de antigenos e danos
celulares. Desta forma, a inflamagdo ¢ um processo biologico fundamental e representa um dos

principais sinais de doenca (Kulinsky, 2007).

A inflamacdo resulta da liberagdo de uma complexa mistura de citocinas e outros
agentes neuroativos, a partir de células inflamatdrias ou ndo-inflamatérias. Dano direto ao tecido
resulta na liberacdo de ATP e protons a partir das células lesadas. Mastdcitos liberam aminas

(serotonina e histamina) e metabolitos do acido araquidonico, incluindo prostaglandinas.
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Macrofagos adicionam citocinas e fatores de crescimento a “sopa inflamatoéria” (Dray, 1995;
y7 )

Costigan e Woolf, 2000).

As citocinas possuem um papel central na regulagdo do processo inflamatério, na
maioria das vezes sua acdo € pardcrina ou autocrina, mas elas também circulam no plasma
sangiiineo. Normalmente elas sdo representadas pelo fator de crescimento B (TGF-f), fator de

necrose tumoral (TNFa), interleucina 1 (IL-1) e 6 (IL-6) (Kulinsky, 2007).

O processo inflamatério estd intimamente ligado a dor. Alguns dos agentes
inflamatérios, como prétons e adenosina trifosfato (ATP), podem diretamente despolarizar
aferentes primarios, contudo, a maioria dos mediadores inflamatdrios sensibiliza os terminais
nervosos ao invés de ativa-los diretamente. Esta sensibilizagdo periférica ocorre inicialmente
devido a modificagdes pos-translacionais de receptores chave e de canais para ions. No entanto,
mudangas pds-transcricionais também podem ocorrer (Woolf, 1983; Cesare e McNaughton,

1997).

Os mediadores inflamatorios ativam os receptores locais da dor e terminais nervosos.
A estimulacdo destes receptores locais estimula as fibras C e A-delta, sendo responséaveis pela
hipersensibilidade no local da lesdo. Apos a lesdo tecidual, a expressdo de canais de sddio nas
fibras nervosas ¢ significativamente alterada, o que leva a uma anormal excitabilidade dos
neurdnios sensoriais. Os impulsos nervosos que chegam ao corno dorsal estimulam a liberagao de
substancia P. A presenca de substincia P e outras proteinas inflamatorias como o peptideo
relacionado ao gene da calcitonina, neurocinina A e peptideo intestinal vasoativo inibem a
inibicdo induzida por magnésio e possibilita a acdo de agentes inflamatdrios excitatorios, como ¢é
o caso do glutamato e aspartato, para ativar receptores NMDA no corno dorsal. Isto resulta em
um aumento consideravel na estimulagdo que chega ao corno dorsal a partir da periferia

(Omogui, 2007).
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1.6.1- A resposta inflamatoria: eventos vasculares e celulares

A reacdo inflamatéria pode ser dividida em duas fases, a primeira fase ¢ denominada
fase aguda e a seguir, dependendo do estimulo ser persistente ou ndo, a reagao pode cronificar-se.
Durante o desenvolvimento da fase aguda ocorrem fendmenos vasculares e celulares que levam
ao surgimento dos quatro sinais cardeais da inflamag¢do, que sdo calor, rubor, tumor e dor, ja
descritos por Cornelius Celsus no inicio da era cristd. A perda da funcdo do tecido, ou 6rgao
lesado, foi introduzida posteriormente por Virchow, como quinto sinal cardeal (Rocha e Silva,
1978; Kulinsky, 2007). Além da resposta local a inflamagdo, ocorre ainda uma resposta
sistémica, que consiste na producdo aumentada de leucdcitos; febre, que aumenta a resisténcia a

infeccdes; e alteragdes nos niveis de vdrias proteinas citoplasmaticas (Abbas e Lichtman, 2005).

Os eventos vasculares da inflamacdo consistem em dilatagdo das pequenas arteriolas,
resultando em aumento do fluxo sanguineo (rubor), com elevacdo da temperatura corporal
(calor). O aumento da permeabilidade das vénulas pos-capilares ocasiona o extravasamento de
proteinas para o tecido, o qual, somado ao aumento da pressdo de filtracdo, leva a formacdo de

edema (tumor) (Rang et al., 2001).

Entre os principais mediadores responsaveis pela vasodilatacdo durante o processo
inflamatorio estdo a histamina, a bradicinina, as prostaglandinas da série E e a prostaciclina. O
6xido nitrico ¢ um dos fatores de relaxamento vascular derivados do endotélio que participa do
controle do fluxo sanguineo e da permeabilidade vascular induzida pelo fator ativador de
plaquetas (PAF) e bradicinina (Rang ef al., 2001; Abbas e Lichtman, 2005).

Os eventos celulares da inflamacdo sdo resultado da a¢do de células presentes no
tecido lesado, tais como células endoteliais vasculares, mastocitos e macrofagos residentes, e de
células que tém acesso ao local através do sangue como ¢ o caso dos leucdcitos

polimorfonucleares e mononucleares (Rang et al., 2001).
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Os mastocitos liberam a histamina, heparina, leucotrienos, fator de agregacdo
plaquetaria (PAF), fator de crescimento neuronal e algumas interleucinas. Os macréfagos
também estimulam a inflamacdo aguda através da secrecdo de citocinas, principalmente TNF e
IL-1, e quimiocinas, além de mediadores lipidicos de vida curta tais como PAF, prostaglandinas e
leucotrienos. Em conjunto, os mediadores secretados por macrofagos, produzem uma inflamagao

local que ¢ rica em neutréfilos (Rang et al., 2001; Abbas e Lichtman, 2005).

Os neutrofilos polimorfos constituem os primeiros leucécitos sanguineos a alcangar a
area da reagdo inflamatoria. De forma geral, os eventos envolvidos na migracdo celular para o
foco inflamatorio requer a interagdo entre moléculas de aderéncia sobre a célula endotelial e
segue os seguintes passos: deslizamento dos leucocitos pela parede do vaso (rolling); ativagao
dos leucécitos por acao de agentes quimiotaticos ou integrinas; adesdo de alta afinidade devido a
mudanga conformacional do leucdcito por acdo de integrinas; migragdo dos leucdcitos do limen
vascular para o espago extravascular (Smith et al., 1988; Bevilacqua et al., 1989; Smith et al.,

1991).

1.7- Modelos experimentais para estudo da dor e da inflamacio aguda

1.7.1- Modelos de nocicep¢ao

Para que um modelo experimental de dor seja considerado valido ele precisa
apresentar algumas caracteristicas. Precisa ser especifico (o estimulo nociceptivo deve elicitar
uma resposta que possa ser diferenciada em nociceptiva e ndo-nociceptiva), sensivel, realizavel e
reproduzivel. Dentre os modelos padrdes para o estudo da dor, podem-se destacar os testes da

placa quente, das contor¢des abdominais e da formalina.

O teste da placa quente consiste em colocar o animal sobre uma placa pré-aquecida. A

placa, quando aquecida a uma temperatura constante, elicita os comportamentos de lamber ou
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morder as patas e/ou pular, sendo que ambos os comportamentos sdo considerados como
. .. . 0 ,
respostas supraespinhais integradas. Temperaturas superiores a 50 “C tornam este teste especifico
para antinociceptivos centrais, pois neste modelo somente agentes opidides exercem seu efeito
analgésico (via receptores espinhais e supraespinhais). Por outro lado, com uma temperatura
. 0 L, . ~ . . , . , .
menor ou igual a 50 "C analgésicos ndo esteroidais também exercem seu efeito analgésico

(Abbott e Melzack, 1982; Le Bars et al., 2001).

O teste das contor¢des abdominais caracteriza-se pela injecdo intraperitoneal de
agentes irritantes. Esta administracdo provoca um comportamento estereotipado chamado
contor¢ao abdominal, que consiste na contragdo da musculatura esquelética abdominal
juntamente com a extensdo de uma ou ambas as patas posteriores, além de uma diminui¢do na
atividade motora. Estes comportamentos sdo considerados reflexos e evidenciam uma dor
visceral, no entanto, dado o fato bem estabelecido de que o peritoneo parietal recebe inervagdo

somatica, ¢ provavel que esta dor ndo seja somente visceral (Le Bars ef al., 2001).

O teste das contor¢des possui a vantagem de ser bastante sensivel, evidenciando o
efeito mesmo de analgésicos fracos, por outro lado ele apresenta pouca especificidade, uma vez
que drogas hipotensoras, anti-histaminicas e depressoras do sistema nervoso central sdo capazes
de abolir as contor¢des, assim, um resultado positivo neste teste ndo significa, necessariamente
que o firmaco apresenta efeito analgésico (Yeh, 1986; Takahashi e Paz, 1987; Pettibone e

Mueller, 1989).

O 4cido acético ¢ uma das iniumeras substancias capazes de desencadear a resposta de
contor¢ao abdominal. Tem sido descrito que as contorgdes induzidas pelo 4cido acético ¢
resultado de uma inflamag¢do aguda relacionada ao aumento nos niveis de prostaglandinas (PG E,
e PG F,,). Além das prostaglandinas, algumas citocinas, tais como o TNF a, também estdo
envolvidas na resposta nociceptiva ao acido acético. Alguns estudos também demonstram que
componentes da via L-arginina/6xido nitrico/GMPc podem participar do processo nociceptivo
induzido pela aplicacdo do acido acético, via acdo periférica e central (Derardt et al., 1980;

Bighetti et al., 1999; Abacioglu et al/, 2000; Le Bars et al., 2001).
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A injecdo subcutanea de formalina age como um estimulo néxio e induz uma dor
difusa, moderada e de longa duracdo que possui profunda conexdo com uma lesdo tissular, o que
faz deste teste um valido modelo de dor clinica. Apds a injecdo de formalina na pata o
comportamento nociceptivo pode ser dividido em duas fases, uma resposta rapida (primeira fase)
e uma resposta tardia prolongada (segunda fase) (Dubuisson e Dennis, 1977; Heapy et al., 1987;

McCall et al., 1996).

Enquanto a resposta da primeira fase deve-se a acdo direta sobre as terminacdes
nociceptivas periféricas (especialmente pela ativacdo das fibras C), a segunda fase esta
relacionada tanto com mudancgas funcionais no corno dorsal (induzidas pelos inputs aferentes
iniciais durante a primeira fase), quanto com o desenvolvimento de inflamacdo periférica

(Dickenson e Sullivan, 1987; Hunskaar e Hole, 1987; Shibata et al., 1989).

1.7.2- Modelo de inflamacdo aguda

A inflamagdo aguda induzida pela inje¢@o intra-plantar de varios agentes flogisticos
na pata de roedores tem sido um modelo usado com bastante sucesso para a avaliacdo de agentes
anti-inflamatorios esteroidais ¢ nao-esteroidais (Cole et al., 1994). Dentre as substancias
flogisticas capazes de provocar edema podemos citar a dextrana, a carragenina, a serotonina, a
histamina, a bradicinina, o glutamato, dentre outros (DiRosa et al., 1971; Katz et al., 1984; Lo et

al., 1982; Beirithi et al., 1998; Cunha et al., 2001; Maleki et al., 2005)

A carragenina, um mucopolissacarideo, ¢ talvez o agente flogistico mais utilizado
estando tipicamente associado com a ativacao da via das ciclo-oxigenases. A inje¢do intraplantar
de carragenina elicita uma resposta inflamatoria caracterizada por aumento no volume da pata,
infiltracdo de neutro6filos, aumento nos niveis de varios mediadores no exudato das patas e pelo
desenvolvimento de hiperalgesia a estimulo térmicos e mecanicos (Leme ef al., 1973; Omote et

al., 2001).
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Tem sido sugerida a existéncia de duas fases, claramente distintas, na resposta
inflamatoria induzida por carragenina. A primeira inicia-se logo apds a aplicagdo e mantém-se
por uma hora, enquanto a segunda fase tem inicio com uma hora e mantém-se por, no minimo,
trés horas. A primeira fase da resposta inflamatéria induzida por carragenina deve-se a liberagdo
de serotonina e histamina enquanto a segunda fase deve-se a uma significante liberacdo de

prostaglandinas (DiRosa et al., 1971; Maleki et al., 2005).

A dextrana ¢ um dos diversos agentes capazes de induzir a degranulagdo dos
mastocitos e conseqiientemente levar a liberacdo da histamina e serotonina que estdo pré-
formadas nos granulos dos mastocitos. A histamina ¢ responsavel pela dor local, bem como a
ativacao do sistema complemento e células endoteliais, recrutamento de leucocitos e formacao de
edema. Estudos recentes tém mostrado que a serotonina pode modular a resposta inflamatdria
através de sua acado sobre células do sistema imune ¢ de outros mediadores (Maleki et al., 2005;

Paula, 2006; Stulzer et al., 2006).

Levando em consideracdo o fato de que o custo para desenvolver medicamentos sintéticos
ou semissintéticos ¢ muito elevado e demorado, e que os trabalhos de pesquisa com plantas
medicinais, via de regra, originam medicamentos em menor tempo, com custos muitas vezes
inferiores e, conseqiientemente, mais acessiveis a populagdo tem crescido o interesse pelo estudo

das drogas potenciais, ou seja, de plantas utilizadas pela medicina popular.

Estudos experimentais realizados por Canuto (2005), em nosso laboratorio (Laboratério de
Fisiologia Experimental), demonstraram o efeito antinociceptivo e antiedematogénico do OECa
utilizando os modelos de contor¢des abdominais, formalina, placa quente e edemas induzidos por
dextrana, carragenina, serotonina e 6leo de croton. Neste mesmo trabalho foi demonstrado o
efeito antinociceptivo do trans-cariofileno nos modelos de contor¢des abdominais e formalina.

Desta forma, os objetivos deste trabalho sdo os seguintes.
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2.0- OBJETIVOS

2.1- Gerais

Investigar os possiveis mecanismos envolvidos na a¢do antinociceptiva do OECa e de seus

constituintes, alfa-pineno e trans-cariofileno.

Identificar a atividade antiedematogénica do OECa, trans-cariofileno e alfa-pineno.

2.2- Especificos

Avaliar o efeito do alfa-pineno sobre modelos de nocicep¢do (contor¢des abdominais,

formalina e placa quente).

Avaliar o efeito do trans-cariofileno no teste da placa quente.

Avaliar, no efeito antinociceptivo do OECa e trans-cariofileno:

1) a participagdo do sistema opidide
2) a participacio da via L-arginina - Oxido Nitrico
3) aparticipacdo dos alfa-adrenoreceptores

4) a participagdo da via glutamatérgica

Identificar o efeito do OECa, trans-cariofileno e alfa-pineno sobre modelos de edema de

pata induzidos por dextrana, carragenina, serotonina, bradicinina, histamina e glutamato.



44

3.0- MATERIAIS E METODOS

3.1- Animais

Foram utilizados camundongos “Swiss” (machos e f€meas) pesando entre 25 e 30 g e
ratos Wistar fémeas pesando entre 150 e 250 g; provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal do Ceara - UFC e do Biotério Central da Faculdade Christus. Estes foram mantidos no
Biotério da Universidade Estadual do Ceara - UECE, nos dias antecedentes ao experimento. Os
animais foram mantidos a temperatura de 23 + 3 °C, em ciclo claro/escuro de 12 h e tratados com
agua e racao ad libitum. Os experimentos foram desenvolvidos durante a fase clara do ciclo e
realizados de acordo com as orientagdes para os cuidados com animais de laboratério e
consideragdes éticas para investigagdes de dor experimental em animais conscientes

(Zimmermann, 1983), seguindo a Lei 6638/1979 dos Principios éticos de experimentagdo animal.

3.2- Oleo essencial e seus constituintes

O presente projeto foi desenvolvido com o 6leo essencial de Croton argyrophylloides
(OECa) ¢ seus constituintes trans-cariofileno (terceiro maior constituinte da amostra de OECa
utilizada por Canuto, 2005) e alfa-pineno (maior constituinte da amostra de OECa utilizada por
Canuto, 2005 e o segundo maior constituinte da amostra de OECa aqui utilizada). O OECa foi
extraido de plantas coletadas em abril de 2005, na Serra da Ibiapaba, proximo a cidade de Vigosa,
Ceara. Sua extracdo foi feita no laboratorio de quimica da UECE pela professora Selene Maia de
Moraes, pelo método de hidrodestilagdo a vapor. A composicdo do dleo usado foi determinada
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa no Parque de Desenvolvimento
Tecnolégico (PADETEC) da UFC e contém (em % do peso do 6leo) espatulenol, 34,37; alfa-

pineno, 18,98; 1,8-cineol, 12,99; 6xido de cariofileno, 7,63; beta-felandreno, 5,05 como
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constituintes majoritarios. O trans-cariofileno e o alfa-pineno foram obtidos da Sigma Chemical

CO.

3.3- Drogas e dissolucgoes

As solugdes do OECa, trans-cariofileno e alfa-pineno foram preparadas em solugdo
salina contendo Tween 80 0,1% v/v, que se constituiu o veiculo. As solu¢des de OECa, trans-
cariofileno, alfa-pineno e de veiculo foram administradas por via oral (v.0.) através de sonda

orogastrica, 0,1 ml/10 g de peso do animal.

As solucdes de acido acético, formalina, glutamato, morfina, naloxona, L-arginina,
N¢ -nitro-arginina, prazosin, fenilefrina, ioimbina, dextrana, carragenina, serotonina, bradicinina e
histamina foram preparadas em solucdo salina. A indometacina foi diluida em bicarbonato 5%. O
acido acético e o formaldeido foram obtidos da Merck, e as demais drogas foram todas

procedentes da Sigma Chemical CO.

3.4- Avaliacao do efeito antinociceptivo do OECa, alfa-pineno e trans-cariofileno

A metodologia aqui proposta visa ampliar os conhecimentos acerca do efeito

antinociceptivo e antiedematogénico do OECa e do trans-cariofileno, bem como caracterizar o

efeito antinociceptivo e antiedematogénico do alfa-pineno.

3.4.1- Efeito do alfa-pineno no teste das contorcdes abdominais induzidas por

acido acético

A metodologia utilizada seguiu o modelo proposto por Koster e colaboradores, 1959,

para camundongos. As contor¢des abdominais foram induzidas em camundongos “Swiss”
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machos através da administrag¢@o intraperitonal de 0,1ml/10g de peso do animal de 4cido acético
0,6% (v/v). Apos a aplicagdo do acido acético os animais foram colocados em bacias individuais
e foi realizada a contagem do nimero de contor¢des abdominais durante 20 minutos, sendo
iniciada a contagem 10 minutos apds a injecdo do acido. As contor¢des consistem na contragdo
da musculatura esquelética abdominal juntamente com a extensdo de uma ou ambas as patas

posteriores.

Nos grupos experimentais os animais receberam, via oral, 1 hora antes da aplicagdo
do 4cido acético, alfa-pineno (10 — 300 mg/Kg). Os grupos controle receberam veiculo, via oral,
1 hora antes da aplicacdo do acido acético, ou indometacina (10 mg/Kg, i.p.) 30 minutos antes da

aplicacdo do 4acido.

3.4.2- Efeito do OECa e alfa-pineno no teste da formalina

O teste da formalina consistiu na injecao de formalina (20l de solugdo 2,5% v/v) na
regido plantar da pata posterior direita do animal (camundongo “Swiss” macho). Logo apds a
aplicagdo da formalina, os animais foram colocados, individualmente, sob funil de vidro
invertido, ao lado de um espelho, a fim de facilitar a observacdao. Foi registrado o tempo
transcorrido (em segundos) que o animal lambeu a pata durante as fases inicial (0-5 min) e tardia
(15-30 min.) (Hunskaar et al., 1985; TjlLsen et al., 1992). O teste foi realizado a temperatura
ambiente de 22-23°C e na auséncia de fatores experimentais que pudessem afetar o fluxo

sanguineo periférico, devido a grande sensibilidade da resposta na segunda fase (tardia).

Nos grupos experimentais os animais receberam, via oral, 1 hora antes da aplicagdo da
formalina, alfa-pineno (10 — 300 mg/Kg). Os grupos controle receberam veiculo, via oral, 1 hora
antes da aplicacdo da formalina, ou morfina (5 mg/Kg, s.c.) 30 minutos antes da aplicacdo da

formalina.
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Para confirmar o efeito antinociceptivo da amostra de OECa usada neste trabalho
foi realizado o teste da formalina. Nos grupos experimentais os animais receberam, via oral, 1
hora antes da aplicagdo da formalina, OECa (30 — 300 mg/Kg). Os grupos controle receberam
veiculo, via oral, 1 hora antes da aplicacdo da formalina ou morfina (5 mg/Kg, s.c.) 30

minutos antes da aplicacdo da formalina.

3.4.3- Efeito do alfa-pineno e trans-cariofileno no teste da placa quente

Os camundongos “Swiss” machos foram colocados sobre uma placa pré-aquecida (55
+1°Q) e foi registrado o tempo (em segundos) que o animal levou para manifestar uma resposta
ao estimulo nociceptivo. Foram consideradas respostas ao estimulo nociceptivo os atos de lamber
ou morder as patas e/ou saltar. Os animais foram submetidos a um pré-teste no dia anterior ao do
experimento, sendo selecionados para o teste aqueles que apresentaram uma resposta nociceptiva

no intervalo de 8 a 12 segundos (Eddy e Leimbach, 1953).

Os grupos controle receberam veiculo, via oral, ou morfina (5 mg/Kg, s.c.), e os
grupos experimentais receberam alfa-pineno ou trans-cariofileno (10 — 300 mg/Kg), via oral.
Todos os animais foram colocados sobre a placa aquecida em intervalos de 60 min até 240 min
apos o inicio do teste. O tempo maximo de permanéncia do animal sobre a placa ndo excedeu 30

s para prevenir possiveis lesdes teciduais.

3.4.4- Efeito do OECa, alfa-pineno e trans-cariofileno no teste do glutamato

O teste do glutamato consistiu na inje¢do de glutamato (6,8 umol/20 pL) na pata
posterior direita de camundongos “Swiss” machos. Logo apds a aplicacdo do glutamato, os
animais foram colocados, individualmente, sob funil de vidro invertido, ao lado de um

espelho, a fim de facilitar a observacdo. Foi registrado o tempo transcorrido (em segundos) em
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que o animal lambeu a pata durante os 15 min apos a aplicacdo do glutamato (Beirithi ef al.,

1998).

Nos grupos experimentais os animais receberam, via oral, 1 hora antes da aplicacdo do
glutamato, OECa, alfa-pineno ou trans-cariofileno (30 — 600 mg/Kg). O grupo controle recebeu

veiculo, via oral, 1 hora antes da aplica¢do do glutamato.

3.5- Estudo dos possiveis mecanismos de ac¢ido antinociceptiva do OECa e do

trans-cariofileno

3.5.1- Participacao do sistema opioide

Para avaliar a participacdo do sistema opidide sobre o efeito antinociceptivo do OECa
e do trans-cariofileno foram utilizados camundongos “Swiss” machos. Grupos distintos de
animais foram pré-tratados com antagonista opidide ndo seletivo naloxona (13,7 umol/Kg, i.p) (5
mg/Kg) 15 min antes da administragdo do OECa (300 mg/Kg, v.o.), trans-cariofileno (300
mg/Kg, v.0.), veiculo ou da inje¢cdo de morfina (13,3 pmol/Kg, s.c.) (5 mg/Kg) (Santos et al.,
1995; Vaz, et al., 1996). Decorridos 60 mim da administragdo do OECa, do trans-cariofileno ou
do veiculo, e 30 min da inje¢do de morfina foram avaliados os efeitos destes tratamentos em
relagdo a nocicepgdo induzida pela inje¢@o intraplantar de formalina (conforme discutido no item

3.4.2).

Os animais dos grupos controle foram tratados com OECa (300 mg/Kg, v.0.) ou trans-
cariofileno (300 mg/Kg, v.0.), 60 min antes da injecao de formalina, com morfina (5 mg/Kg, s.c.)

ou naloxona (5 mg/Kg, i.p.) 30 min antes da injecdo da formalina.
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3.5.2- Participacao da via L-arginina-oxido nitrico

A fim de investigar um possivel envolvimento da via L-arginina/6xido nitrico no
mecanismo de acdo do efeito antinociceptivo do OECa e do trans-cariofileno camundongos
“Swiss” machos receberam o precursor do 6xido nitrico, a L-arginina (3,4 mmol/Kg, i.p.), € apos
15 min foi administrado OECa (300 mg/Kg, v.o.), trans-cariofileno (300 mg/kg, v.0.), inibidor da
enzima Oxido nitrico sintetase N“-nitro--arginina (L-NOARG, 342 mmol/Kg, i.p.) ou veiculo
(Santos et al., 1995; Vaz et al., 1996). Decorridos 60 min da aplicacio do OECa, do trans-
cariofileno, ou do veiculo, e 30 min apds o tratamento com L-NOARG, os animais foram

analisados sob o teste da formalina (conforme discutido no item 3.4.2).

Os animais dos grupos controle foram tratados com OECa (300 mg/Kg, v.0.) ou trans-
cariofileno (300 mg/Kg, v.0.), 60 min antes da injecdo de formalina, com L-NOARG (342

mmol/Kg, i.p.) ou L-arginina (3,4 mmol/Kg, i.p.), 30 min antes da injecdo da formalina.

3.5.3- Participacio dos alfa-adrenoreceptores

Para averiguar o possivel envolvimento dos alfa-adrenoceptores do tipo a1 no efeito
antinociceptivo do OECa e trans-cariofileno os camundongos “Swiss” machos foram pré-tratados
com o antagonista de adrenoceptores a1 prazosin (0,4 pmol/Kg, i.p.) e apds 15 min, os animais
receberam OECa (300 mg/Kg, v.o.), trans-cariofileno (300 mg/kg, v.0.), veiculo, ou o agonista
dos adrenoceptores a1 fenilefrina (49,1 umol/Kg, i.p.) (Santos et al., 1995; Vaz, et al., 1996).
Decorridos 60 min da administragdio do OECa, trans-cariofileno, ou veiculo ¢ 30 min da
aplicacdo de fenilefrina os animais foram avaliados sob o teste da formalina (conforme discutido

no item 3.4.2).

Para averiguar o possivel envolvimento dos alfa-adrenoceptores do tipo 02 no efeito

antinociceptivo do OECa e trans-cariofileno os camundongos “Swiss” machos foram pré-
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tratados com o antagonista de adrenoceptores 02 ioimbina (0,4 pmol/Kg, i.p.) € apds 15 min, os
animais receberam OECa (300 mg/Kg, v.0.), trans-cariofileno (300 mg/kg, v.0.), ou veiculo.
Decorridos 60 min da administracdo do OECa, trans-cariofileno, ou veiculo os animais foram

avaliados sob o teste da formalina (conforme discutido no item 3.4.2).

Os animais dos grupos controle foram tratados com OECa (300 mg/Kg, v.0.), trans-
cariofileno (300 mg/Kg, v.0.) ou veiculo, 60 min antes da injecdo de formalina, com prazosin (0,4
pmol/Kg, i.p.), fenilefrina (49,1 umol/Kg, i.p.) ou ioimbina (0,4 pmol/Kg, i.p.) 30 min antes da

injecao de formalina.

3.6- Avaliacdo do efeito antiedematogénico do OECa, trans-cariofileno e alfa-

pineno

3.6.1- Efeito do OECa, alfa-pineno e trans-cariofileno no edema de pata induzido

por glutamato

Para avaliar o efeito do OECa, alfa-pineno e trans-cariofileno no edema de pata
induzido por glutamato camundongos “Swiss” machos foram tratadas, por via oral, com OECa,
trans-cariofileno ou alfa-pineno (30 - 600 mg/Kg) ou veiculo 60 min antes da injecdo intraplantar
de glutamato (6,8 umol/20 uL) na pata posterior direita do animal. Apds 40 min da aplicagdo de
glutamato os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e as patas posteriores foram
cortadas. A diferenga entre o peso (em mg) da pata tratada com glutamato e da pata ndo-tratada

foi considerada como indice de edema (Beirith, 1998).
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3.6.2- Efeito do OECa, trans-cariofileno e alfa-pineno no edema de pata induzido

por dextrana

Para avaliar o efeito do OECa, trans-cariofileno e alfa-pineno no edema de pata
induzido por dextrana ratos Wistar fémeas foram tratadas, por via oral, com OECa, trans-
cariofileno, alfa-pineno (100 mg/Kg) ou veiculo 60 min antes da inje¢do intraplantar de 0,1 mL
de dextrana 1 % na pata posterior direita do animal. O volume da pata direita foi medido
imediatamente ap6s a inje¢do de dextrana e nos tempos de 30, 60, 120, 180 min apos a aplicacao
do agente flogistico (Katz et al., 1984; Lo et al., 1982). O edema da pata foi mensurado por meio
de um pletismometro (Ugo Basile) e foi expresso como a diferenga de volume da pata direita nos

diversos tempos avaliados e o volume da pata direita imediatamente ap6s a inje¢do de dextrana.

3.6.3- Efeito do OECa e alfa-pineno no edema de pata induzido por carragenina

Para avaliar o efeito do OECa e alfa-pineno no edema de pata induzido por
carragenina camundongos “Swiss” fémeas foram tratadas, por via oral, com OECa, alfa-pineno
(30 - 300 mg/Kg) ou veiculo 60 min antes da inje¢do intraplantar de 50 pL de carragenina (300
pg/pata) na regido plantar da pata posterior direita do animal. O volume da pata direita foi
medido imediatamente apos a injecdo de carragenina e nos tempos de 60, 120, 180 e 240 min
apos a aplicacdo do agente flogistico (Cunha ef al., 2001). O edema da pata foi mensurado por
meio de um pletismometro (Ugo Basile) e foi expresso como a diferenca de volume da pata
direita nos diversos tempos avaliados e o volume da pata direita imediatamente apds a injecdo de

carragenina.
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3.6.4- Efeito do OECa, trans-cariofileno e alfa-pineno no edema de pata induzido

por serotonina

Para avaliar o efeito do OECa, trans-cariofileno e alfa-pineno no edema de pata
induzido por serotonia camundongos “Swiss” fémeas foram tratadas, por via oral, com OECa,
trans-cariofileno, alfa-pineno (30 - 300 mg/Kg) ou veiculo 60 min antes da inje¢ao intraplantar de
50 pL de serotonina (1 pg/pata) na regido plantar da pata posterior direita do animal. O volume
da pata direita foi medido imediatamente apos a injecdo de serotonina e nos tempos de 30, 60 e
90 min apds a aplicacdo do agente flogistico (Cunha et al, 2001). O edema da pata foi
mensurado por meio de um pletismometro (Ugo Basile) e foi expresso como a diferenca de
volume da pata direita nos diversos tempos avaliados e o volume da pata direita imediatamente

apos a injecdo de serotonina.

3.6.5- Efeito do OECa e alfa-pineno no edema de pata induzido por bradicinina

Para avaliar o efeito do OECa e alfa-pineno no edema de pata induzido por
bradicinina camundongos “Swiss” fémeas foram tratadas, por via oral, com OECa, alfa-pineno
(10 - 100 mg/Kg) ou veiculo 60 min antes da injecdo intraplantar de 50 pL de bradicinina (3
nmol/pata) na regido plantar da pata posterior direita do animal. O volume da pata direita foi
medido imediatamente ap6s a injecdo de bradicinina e nos tempos de 10, 20, 30 e 60 min apos a
aplicagdo do agente flogistico (Cunha et al., 2001). O edema da pata foi mensurado por meio de
um pletismdémetro (Ugo Basile) e foi expresso como a diferenca de volume da pata direita nos
diversos tempos avaliados e o volume da pata direita imediatamente apds a injecdo de

bradicinina.
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3.6.6- Efeito do OECa e alfa-pineno no edema de pata induzido por histamina

Para avaliar o efeito do OECa e alfa-pineno no edema de pata induzido por
bradicinina camundongos “Swiss” fémeas foram tratadas, por via oral, com OECa, alfa-pineno
(10 - 100 mg/Kg) ou veiculo 60 min antes da inje¢do intraplantar de 50 pL de histamina (50
nmol/pata) na regido plantar da pata posterior direita do animal. O volume da pata direita foi
medido imediatamente apos a injecdo de histamina e nos tempos de 15, 30, 45, 60 e 120 min apds
a aplicacdo do agente flogistico (Cunha et al., 2001). O edema da pata foi mensurado por meio de
um pletismdémetro (Ugo Basile) e foi expresso como a diferenca de volume da pata direita nos

diversos tempos avaliados e o volume da pata direita imediatamente apos a inje¢@o de histamina.

3.7- Analise estatistica

Os resultados sao apresentados como média + erro padrdo da média, onde n representa
o nimero de experimentos. Sdo considerados estatisticamente diferentes os resultados que
apresentarem probabilidade de ocorréncia da hipotese de nulidade menor que 5 % (p<0.05). Para

comparacao das médias serdo utilizados ANOVA e testes paramétricos € ndo paramétricos.



54

4.0-RESULTADOS

4.1- Avaliacao do efeito antinociceptivo do OECa, alfa-pineno e trans-cariofileno

4.1.1- Efeito do alfa-pineno no teste das contorcdes abdominais induzidas por

acido acético

Como pode ser observado na FIGURA 3 a administracdo oral do a-pineno reduziu
significativamente o nimero de contor¢des abdominais induzidas pela administraciao
intraperitoneal de &acido acético (o efeito do a-pineno no teste das contor¢des abdominais
mostrou-se dose-dependente), apresentando melhor efeito na dose de 30 mg/Kg, reduzindo para
26,8 + 3,3 (cerca de 53,5 %) o nimero de contor¢des que foi de 56,1 + 3,0 no grupo controle (p <
0,05, ANOVA - Duncan). Para as doses de 100 e 300 mg/Kg as reducdes foram respectivamente
de 35,7 € 39, 2 % no numero de contorgdes (p < 0,05, ANOVA - Boferroni).

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

abdominais em relacdo ao controle (p < 0,05, ANOVA - Duncan).

4.1.2- Efeito do OECa e alfa-pineno no teste da formalina

De acordo com a FIGURA 4 podemos observar que a administragao oral do OECa
apresentou significativa agcdo antinociceptiva, em ambas as fases do teste da formalina, na dose
de 300 mg/Kg. Na primeira fase (FIGURA 4A), reduziu o tempo de lambida de 58,6 + 6,2 s no
grupo controle para 31,0 + 5,3 s, alcancando uma inibi¢ao significativa de cerca de 46 % (p <

0,05, teste T). Na segunda fase (FIGURA 4B) a diminui¢ido no tempo de lambida foi de 151,8 +
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14,6 s no grupo controle, para 37,8 + 19,3 s, alcangando uma significativa inibicao de cerca de 75

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

Na FIGURA 5A podemos observar o efeito da administracdo oral do a-pineno na
primeira fase (fase neurogénica) do teste da formalina. Nesta fase do teste o a-pineno mostrou
uma acdo antinociceptiva dependente da dose, apresentando maior efeito em doses menores e
perdendo este efeito quando aplicado em doses mais elevadas. O melhor efeito encontrado foi na
dose de 10 mg/Kg, onde a reducdo no tempo de lambida da pata foi de 62,6 + 4,1 s no grupo
controle para 26,6 + 3,2 s, alcancando uma inibi¢do de cerca de 58,0 % (p < 0,05, ANOVA -
Dunn). Na dose de 30 mg/Kg a reducdo também foi significativamente diferente do controle,
chegando a 45, 2 % (p < 0,05, ANOVA - Dunn). A partir da dose de 100 mg/Kg nao foi possivel
observar nenhuma a¢do antinociceptiva do a-pineno. Na FIGURA 5B podemos observar que a
administracdo oral do a-pineno ndo apresentou efeito antinociceptivo na segunda fase (fase

inflamatoéria) do teste da formalina.

A morfina (5 mg/Kg), usada como controle positivo tanto na avaliagdo do efeito
antinociceptivo do OECa quanto do o-pineno, apresentou efeito antinociceptivo em ambas as
fases do teste da formalina, reduzindo o tempo de lambida em 98 % na primeira fase ¢ 94 % na

segunda fase.
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Efeito do alfa-pineno no teste das contorgdes abdominais
induzidas por acido acético
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1 alfa-pineno 100 mg/Kg (n=6)
I alfa-pineno 300 mg/Kg (n=7)
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FIGURA 3: Efeito antinociceptivo do alfa-pineno, administrado por via oral, no teste das
contor¢des abdominais induzidas por acido acético. As colunas representam a média do nimero
de contor¢des e as barras verticais o erro padrdo da média. * p<0,05, em relagdo ao grupo
controle.
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FIGURA 4: Efeito antinociceptivo do OECa, administrado por via oral, no teste formalina.
Ordenada, tempo gasto (em segundos) pelos animais lambendo a pata. As colunas representam a
média do tempo de lambida da pata e as barras verticais o erro padrdo da média. * p<0,05, em
relacdo ao grupo controle. PAINEL A: 1? fase do teste da formalina. PAINEL B: 2? fase do teste

da formalina.
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Efeito do alfa-pineno no teste da formalina

HE controle (n=8)

80 1 B alfa-pineno 10 mg/Kg (n=8)
PAINEL A [ alfa-pineno 30 mg/Kg (n=10)
1 alfa-pineno 100 mg/Kg (n=10)
I alfa-pineno 300 mg/Kg (n=8)
1 morfina 5 mg/Kg (n=5)
60 -
0
©
o
£
S 40 - * 1
g |
o
Q
S
2
20 A
*
0 - —
240
PAINEL B
180 -
2 |
©
o
e}
S
T 120 ~
[}
e}
o
Q
£
2
60
*
0 -

FIGURA 5: Efeito antinociceptivo do alfa-pineno, aplicado por via oral, no teste formalina.
Ordenada, tempo gasto (em segundos) pelos animais lambendo a pata. As colunas representam a
média do tempo de lambida da pata e as barras verticais o erro padrdo da média. * p<0,05, em
relagdo ao grupo controle. PAINEL A: 1? fase do teste da formalina. PAINEL B: 2% fase do teste
da formalina.
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4.1.3- Efeito do alfa-pineno e trans-cariofileno no teste da placa quente

Conforme os dados apresentados na FIGURA 6 podemos observar que a
administracdo oral do a-pineno foi capaz de aumentar significativamente o tempo de laténcia de
resposta ao estimulo térmico na dose de 300 mg/Kg, nos tempos de 60 e 120 min apds sua
administracdo. No tempo de 60 min o aumento foi de 10,7 + 0,8 s, no grupo controle, para 15,1 +
0,5 s (50 %) e no tempo de 120 min foide 11,5 + 0,8 s, no grupo controle, para 18,6 + 1,6 s (63,6
%) (p < 0,05, ANOVA - Holm-Sidak). Para as demais doses testadas, em todos os tempos

avaliados, a administra¢do oral do a-pineno ndo apresentou nenhuma ac¢do antinociceptiva.

A administracdo subcutanea de 5 mg/Kg de morfina, aqui utilizada como controle
positivo, apresentou significativa acdo antinociceptiva nos tempos de 60 e 120 min apds sua
administracdo, aumentado o tempo de laténcia de resposta ao estimulo térmico respectivamente
de 11,6 + 1,2 s, no grupo controle, para 21,2 + 1,9 s e de 11,3 + 0,5 s, no grupo controle, para
15,4 +2,0 s (p <0,05, ANOVA - Holm-Sidak).

Na FIGURA 7 temos os dados referentes ao efeito antinociceptivo do trans-
cariofileno no teste da placa quente. Podemos observar que somente na dose de 300 mg/Kg, e nos
tempos de 60 e 120 min apds a administragdo oral do trans-cariofileno, este foi capaz de
aumentar o tempo de laténcia de resposta ao estimulo térmico. No tempo de 60 min o aumento
foide 9,6 + 0,8 s, no grupo controle, para 12,5 + 1,0 s (25 %) e no tempo de 120 min foi de 9,9 +
0,6 s, no grupo controle, para 14,4 + 1,3 s (55,5 %) (p < 0,05, teste T). Para as demais doses
testadas, em todos os tempos avaliados, a administra¢ao oral do trans-cariofileno ndo apresentou

nenhuma ag¢@o antinociceptiva.

A administragdo subcutanea de 5 mg/Kg de morfina, aqui utilizada como controle positivo,
apresentou significativa agdo antinociceptiva nos tempos de 60 e 120 min apds sua
administracdo, aumentado o tempo de laténcia de resposta ao estimulo térmico respectivamente
de 9,6 + 0,8 s, no grupo controle, para 21,2+ 1,9 se de 9,9 + 0,6 s, no grupo controle, para 15,4 +
2,0 s (p <0,05, ANOVA - Holm-Sidak).
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Efeito do alfa-pineno no teste da placa quente
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FIGURA 6: Efeito antinociceptivo do alfa-pineno, aplicado por via oral, no teste da placa
quente. Abscissa, tempo decorrido, em minutos, apds o inicio do experimento; ordenada, tempo
decorrido, em segundos, para que o animal manifeste uma reagdo dolorosa (laténcia). Os pontos
representam a média do tempo de resposta ao estimulo térmico em tempos pré-determinados e as
barras verticais o erro padrao da média. * p<0,05, em relagdo ao grupo controle.
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Efeito do trans-cariofileno no teste da placa quente
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FIGURA 7: Efeito antinociceptivo do trans-cariofileno, aplicado por via oral, no teste da placa
quente. Abscissa, tempo decorrido, em minutos, apds o inicio do experimento; ordenada, tempo
decorrido, em segundos, para que o animal manifeste uma reagdo dolorosa (laténcia). Os pontos
representam a média do tempo de resposta ao estimulo térmico em tempos pré-determinados e as
barras verticais o erro padrao da média. * p<0,05, em relagdo ao grupo controle.
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4.1.4- Efeito do OECa, alfa-pineno e trans-cariofileno no teste do glutamato

Como pode ser observado na FIGURA 8, a administragdo oral do OECa apresenta
significativo efeito antinociceptivo no teste do glutamato somente na dose de 600 mg/Kg. Nesta
dose o OECa diminui o tempo de lambida de 167,3 + 19,3 s, no grupo controle, para 102,4 + 9,7
s, alcangando uma reducao de 39 % (p < 0,05, teste T). Nas demais doses testadas (30, 100 e 300

mg/Kg) o OECa ndo apresentou significativo efeito antinociceptivo no teste do glutamato.

Os dados apresentados na FIGURA 9 mostram que a administracdo oral do a-pineno
apresentou significativa a¢do antinociceptiva no teste do glutamato na dose de 300 mg/Kg,
reduzindo em 38 % o tempo que o camundongo levou lambendo a pata, que foide 167,3 + 19,3 s
no grupo controle (p < 0,05, teste T). Nas demais doses testadas (30 e 100 mg/Kg) o a-pineno

ndo apresentou significativa acdo antinociceptiva.

Os dados apresentados na FIGURA 10 mostram que a administragdo oral do trans-
cariofileno apresentou significativa a¢do antinociceptiva no teste do glutamato nas doses de 100 e
300 mg/Kg, reduzindo, respectivamente, o tempo de lambida de 167,3 + 19,3, no grupo controle
para 109,6 + 12,0 e 84,0 + 14,9 s, redugdes equivalentes a 34,7 % e 49,7 % (p < 0,05, ANOVA -
Holm-Sidak).
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FIGURA 8: Efeito antinociceptivo do OECa, aplicado por via oral, no teste do
glutamato. Ordenada, tempo gasto (em segundos) pelos animais lambendo a
pata. As colunas representam a média do tempo de lambida da pata e as barras
verticais o erro padrao da média. * p<0,05, em relacdo ao grupo controle.

Efeito antinociceptivo do alfa-pineno no teste do glutamato
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FIGURA 9: Efeito antinociceptivo do alfa-pineno, aplicado por via oral, no
teste do glutamato. Ordenada, tempo gasto (em segundos) pelos animais
lambendo a pata. As colunas representam a média do tempo de lambida da pata
e as barras verticais o erro padrdo da média. * p<0,05, em relacdo ao grupo
controle.
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Efeito do trans-cariofileno no teste do glutamato

200 ~
El controle (n=8)
[ trans-cariofileno 30 mg/kg (n=8)
1] trans-cariofileno 100 mg/kg (n=8)
B trans-cariofileno 300 mg/kg (n=8)
150 ~
O |
L *
£ T
£ *
S 100 A
[}
el
o
Q
£
2
50
o -

FIGURA 10: Efeito antinociceptivo do trans-cariofileno, aplicado por via oral, no teste do
glutamato. Ordenada, tempo gasto (em segundos) pelos animais lambendo a pata. As colunas
representam a média do tempo de lambida da pata e as barras verticais o erro padrao da média. *
p<0,05, em relacdo ao grupo controle.
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4.2- Estudo dos possiveis mecanismos de a¢do antinociceptivo do OECa e do

trans-cariofileno

4.2.1- Participacao do sistema opioide

4.2.1.1- Participacio do sistema opioide no efeito antinociceptivo do OECa

Podemos observar na FIGURA 11A que o pré-tratamenteo com naloxona foi capaz
de reverter a a¢do antinociceptiva da morfina, mas ndo a do OECa, na primeira fase do teste da
formalina. No grupo tratado com morfina o tempo médio de lambida foi de 0,6 + 0,4 s, no grupo
pré-tratado com naloxona antes da administracdo de morfina o tempo médio de lambida foi de

45,1 + 6,7 s, o que representa uma reversao de efeito de 98,6 % (p < 0,05, teste T).

Na segunda fase do teste da formalina, como pode ser observado na FIGURA 11B, o
pré-tratamento com naloxona foi capaz de reverter significativamente o efeito antinociceptivo
tanto da morfina quanto do OECa. No grupo tratado com morfina o tempo médio de lambida foi
de 10,0 + 10,0 s, no grupo pré-tratado com naloxona antes da administracdo de morfina o tempo
médio de lambida foi de 104,4 + 34,9 s, alcangando uma reversdo de efeito de 90 % (p < 0,05,
teste T). Para o grupo tratado com OECa o tempo médio de lambida foi de 50,3 + 21,1 s, e no
grupo pré-tratado com naloxona antes da administragdo de OECa o tempo médio de lambida foi

de 247,5 + 56,4 s, alcangando uma reversao de efeito de 80 % (p < 0,05, teste T).



66
Participacao do sistema opidide
no efeito antinociceptivo do OECa
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FIGURA 11: Participag@o do sistema opidide no efeito antinociceptivo do OECa, aplicado por
via oral, no teste da formalina. Ordenada, tempo gasto (em segundos) pelos animais lambendo a
pata. As colunas representam a média do tempo de lambida da pata e as barras verticais o erro
padrdo da média. * p<0,05, em relacdo ao grupo controle; # p<0,05, em relagdo ao grupo tratado
com morfina; @ p<0,05, em relagdo ao grupo tratado com OECa. PAINEL A: 1* fase do teste da
formalina. PAINEL B: 2* fase do teste da formalina.
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4.2.1.2- Participacio do sistema opidide no efeito antinociceptivo do trans-

cariofileno

Podemos observar na FIGURA 12A que o pré-tratamenteo com naloxona foi capaz
de reverter a a¢do antinociceptiva da morfina, bem como do trans-cariofileno, na primeira fase do
teste da formalina. No grupo tratado com morfina o tempo médio de lambida foi de 0,6 + 0,4 s,
no grupo pré-tratado com naloxona antes da administracdo de morfina o tempo médio de lambida
foi de 45,1 + 6,7 s, o que significa uma reversao de efeito de 98,6 % (p < 0,05, teste T). Para o
grupo tratado com trans-cariofileno o tempo médio de lambida foi de 25,1 + 3,4 s, e no grupo
pré-tratado com prazosin antes da administragdo de trans-cariofileno o tempo médio de lambida

foide 60,5 + 9,2 s, 0 que significa uma reversao de efeito de 58,6 % (p < 0,05, teste T).

Na segunda fase do teste da formalina, como pode ser observado na FIGURA 12B, o
pré-tratamento com naloxona também foi capaz de reverter significativamente o efeito
antinociceptivo tanto da morfina quanto do trans-cariofileno. No grupo tratado com morfina o
tempo médio de lambida foi de 10,0 + 1,7 s, no grupo pré-tratado com naloxona antes da
administracdo de morfina o tempo médio de lambida foi de 104,4 + 34,9 s, alcancando uma
reversao de efeito de 90 % (p < 0,05, teste T). Para o grupo tratado com trans-cariofileno o tempo
médio de lambida foi de 89,4 + 13,7 s, e no grupo pré-tratado com naloxona antes da
administracdo de trans-cariofileno o tempo médio de lambida foi de 191,4 + 33,6 s, alcangando

uma reversdo de efeito de 53 % (p < 0,05, teste T).
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Participacado do sistema opiodide
no efeito antinociceptiva do trans-cariofileno
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FIGURA 12: Participacdo do sistema opidide no efeito antinociceptivo do trans-cariofileno,
aplicado por via oral, no teste da formalina. Ordenada, tempo gasto (em segundos) pelos animais
lambendo a pata. As colunas representam a média do tempo de lambida da pata e as barras
verticais o erro padrdo da média * p<0,05, em relagdo ao grupo controle; # p<0,05, em relagdo
ao grupo tratado com morfina; @ p<0,05, em relacdo ao grupo tratado com trans-cariofileno.
PAINEL A: 1* fase do teste da formalina. PAINEL B: 2* fase do teste da formalina.



69

4.2.2- Participacao da via L-arginina-oxido nitrico

4.2.2.1- Participacdo da via L-arginina/Oxido nitrico no efeito antinociceptivo do
OECa

Os dados apresentados na FIGURA 13, mostram que a via L-arginina/6xido nitrico
participa da ag@o antinociceptiva do OECa somente na segunda fase do teste da formalina. Na
FIGURA 13B, pode-se notar que o pré-tratamenteo com L-arginina foi capaz de reverter a ag@o
antinociceptiva do L-NOARG e do OECa na segunda fase do teste da formalina. No grupo
tratado com L-NOARG o tempo de lambida foi de 30,7 + 12,3 s, e no grupo de L-NOARG pré-
tratado com L-arginina o tempo de lambida foi de 235,4 + 32,9 s, o que representa uma
significativa reversdo de 87 % do efeito antinociceptivo do L-NOARG (p < 0,05, teste T). Ja no
grupo tratado com OECa o tempo de lambida foi de 37,8 + 19,3 s, e no grupo de trans-cariofileno
pré-tratado com L-arginina o tempo de lambida foi de 133,5 + 32,2 s, o que representa uma

significativa reversdo de 72 % do efeito antinociceptivo do trans-cariofileno (p < 0,05, teste T).
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Participacao da via L-arginina/éxido nitrico
no efeito antinociceptivo do OECa
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FIGURA 13: Participacio da via L-arginina/Oxido nitrico no efeito antinociceptivo do OECa,
aplicado por via oral, no teste da formalina. Ordenada, tempo gasto (em segundos) pelos animais
lambendo a pata. As colunas representam a média do tempo de lambida da pata e as barras
verticais o erro padrdo da média * p<0,05, em relagdo ao grupo controle; # p<0,05, em relagdo
ao grupo tratado com L-NOARG; @ p<0,05, em relacdo ao grupo tratado com OECa. PAINEL
A: 1* fase do teste da formalina. PAINEL B: 2? fase do teste da formalina.
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4.2.2.2- Participacdo da via L-arginina/Oxido nitrico no efeito antinociceptivo do

trans-cariofileno

Os dados apresentados na FIGURA 14 mostram que a via L-arginina/6xido nitrico
participa da acdo antinociceptiva do trans-cariofileno tanto na primeira quanto na segunda fase do
teste da formalina. Na FIGURA 14A, pode-se notar que o pré-tratamenteo com L-arginina foi
capaz de reverter parcialmente a acdo antinociceptiva do trans-cariofileno na primeira fase do
teste da formalina, aumentando o tempo de lambida de 21,5 + 2,8 s, no grupo tratado somente
com trans-cariofileno, para 49,5 + 10,8 s, no grupo pré-tratado com L-arginina, alcangando uma

reversdo de 57 % do efeito antinociceptivo do trans-cariofileno (p < 0,05, teste T).

Na FIGURA 14B, pode-se notar que o pré-tratamenteo com L-arginina foi capaz de
reverter a acdo antinociceptiva do L-NOARG e do trans-cariofileno na segunda fase do teste da
formalina. No grupo tratado com L-NOARG o tempo de lambida foi de 30,7 + 12,3 s, e no grupo
de L-NOARG pré-tratado com L-arginina o tempo de lambida foi de 235,4 + 32,9 s, o que
representa uma significativa reversao de 87 % do efeito antinociceptivo do L-NOARG (p < 0,05,
teste T). Ja no grupo tratado com trans-cariofileno o tempo de lambida foi de 69,7 + 10,2 s, e no
grupo de trans-cariofileno pré-tratado com L-arginina o tempo de lambida foi de 242,5 + 40,6 s, o
que representa uma significativa reversao de 71 % do efeito antinociceptivo do trans-cariofileno

(p <0,05, teste T).
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Participagéo da via L-arginina / Oxido nitrico
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FIGURA 14: Participa¢do da via L-arginina/Oxido nitrico no efeito antinociceptivo do trans-
cariofileno, aplicado por via oral, no teste da formalina. Ordenada, tempo gasto (em segundos)
pelos animais lambendo a pata. As colunas representam a média do tempo de lambida da pata e
as barras verticais o erro padrdo da média * p<0,05, em relagdo ao grupo controle; # p<0,05, em
relacdo ao grupo tratado com L-NOARG; @ p<0,05, em relagdo ao grupo tratado com trans-
cariofileno. PAINEL A: 1? fase do teste da formalina. PAINEL B: 2% fase do teste da formalina.
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4.2.3- Participacio dos alfa-adrenoreceptores

4.2.3.1- Participacio dos receptores adrenérgicos al no efeito antinociceptivo do
OECa

Como pode ser observado na FIGURA 15A, o pré-tratamenteo com prazosin ndo foi
capaz de reverter a acdo antinociceptiva do OECa na primeira fase do teste da formalina, mas foi
capaz de reverter significativamente o efeito antinociceptivo da fenilefrina, aumentando o tempo
de lambida de 21,0 + 3,7 s, no grupo tratado somente com fenilefrina, para 36,5 + 5,7 s, no grupo

pré-tratado com prazosin, alcangando uma reversao de 42 % (p < 0,05, teste T).

J& na segunda fase do teste da formalina, como pode ser observado na FIGURA 15B,
o pré-tratamento com prazosin reverteu significativamente o efeito antinociceptivo tanto da
fenilefrina, quanto do OECa. No grupo tratado com fenilefrina o tempo médio de lambida foi de
2,9 + 2,6 s, no grupo pré-tratado com prazosin antes da administragdo de fenilefrina o tempo
médio de lambida foide 116,1 + 15,5 s, o que significa uma reversao de efeito de 97 % (p < 0,05,
teste T). Para o grupo tratado com OECa o tempo médio de lambida foi de 37,8 + 19,3 s, e no
grupo pré-tratado com prazosin antes da administracdo de trans-cariofileno o tempo médio de

lambida foi de 105,3 + 20,9 s, o que significa uma reversao de efeito de 64 % (p < 0,05, teste T).
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FIGURA 15: Participagdo dos receptores al no efeito antinociceptivo do OECa, aplicado via
oral, no teste da formalina. Ordenada, tempo gasto (em segundos) pelos animais lambendo a
pata. As colunas representam a média do tempo de lambida da pata e as barras verticais o erro
padrdo da média * p<0,05, em relagcdo ao grupo controle; # p<0,05, em relacdo ao grupo tratado
com prazosin; @ p<0,05, em relagdo ao grupo tratado com OECa. PAINEL A: 1? fase do teste da
formalina. PAINEL B: 2* fase do teste da formalina.
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4.2.3.2- Participacio dos receptores adrenérgicos al no efeito antinociceptivo do

trans-cariofileno

Na FIGURA 16A, podemos observar que o pré-tratamenteo com prazosin ndo foi
capaz de reverter a ag¢do antinociceptiva do trans-cariofileno na primeira fase do teste da
formalina, mas foi capaz de reverter significativamente o efeito antinociceptivo da fenilefrina,
aumentando o tempo de lambida de 21,0 + 3,7 s, no grupo tratado somente com fenilefrina, para
36,5 + 5,7 s, no grupo pré-tratado com prazosin, alcangando uma reversdo de 42 % (p < 0,05,

teste T).

J& na segunda fase do teste da formalina, como pode ser observado na FIGURA 16B,
o pré-tratamento com prazosin reverteu significativamente o efeito antinociceptivo tanto da
fenilefrina, quanto do trans-cariofileno. No grupo tratado com fenilefrina o tempo médio de
lambida foi de 2,9 + 2,6 s, no grupo pré-tratado com prazosin antes da administragdo de
fenilefrina o tempo médio de lambida foi de 116,1 + 15,5 s, o que significa uma reversdo de
efeito de 97 % (p < 0,05, teste T). Para o grupo tratado com trans-cariofileno o tempo médio de
lambida foi de 69,7 + 10,2 s, e no grupo pré-tratado com prazosin antes da administracdo de
trans-cariofileno o tempo médio de lambida foi de 136,8 + 21,4 s, 0 que significa uma reversao

de efeito de 49 % (p < 0,05, teste T).
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Participagcao dos receptores adrenérgicos a1
no efeito antinociceptivo do trans-cariofileno
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FIGURA 16: Participacdo dos receptores al no efeito antinociceptivo do trans-cariofileno,
aplicado via oral, no teste da formalina. Ordenada, tempo gasto (em segundos) pelos animais
lambendo a pata. As colunas representam a média do tempo de lambida da pata e as barras
verticais o erro padrdo da média * p<0,05, em relacdo ao grupo controle; # p<0,05, em relagdo
ao grupo tratado com prazosin; @ p<0,05, em relagdo ao grupo tratado com OECa. PAINEL A:
1* fase do teste da formalina. PAINEL B: 2? fase do teste da formalina.
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4.2.3.3- Participacio dos receptores adrenérgicos a2 no efeito antinociceptivo do

OECa

Observamos na FIGURA 17 que o pré-tratamento com ioimbina foi capaz de reverter
a acdo antinociceptiva do OECa na primeira e segunda fase do teste da formalina. Na primeira
fase do teste, FIGURA 17A, o grupo tratado com OECa apresentou um tempo médio de lambida
de 12,7 + 2,1 s, o pré-tratamento com ioimbina aumentou significativamente o tempo médio de

lambida para 32,5 + 7,1 s, com uma reversao de efeito de 62 % (p < 0,05, teste T).

J& na segunda fase do teste da formalina, como pode ser observado na FIGURA 17B,
o grupo tratado com OECa apresentou um tempo médio de lambida de 77,6 + 22,3 s, o pré-
tratamento com ioimbina aumentou significativamente o tempo médio de lambida para 206,0 +

28,7 o que representa uma reversao de efeito de 62 % (p < 0,05, teste T).

4.2.3.4- Participacio dos receptores adrenérgicos a2 no efeito antinociceptivo do

trans-cariofileno

Os dados mostrados na FIGURA 18 mostram que o pré-tratamento com ioimbina nao
foi capaz de reverter a acdo antinociceptiva do trans-cariofileno tanto na primeira quanto na

segunda fase do teste da formalina.
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Participagao dos receptores adrenérgicos a2
no efeito antionociceptivo do OECa

60 I controle (n=8)
PAINEL A I ioimbina (n=8)
HEEl OECa 300mg/Kg (n=5)
Il ioimbina +OECa (n=8)
»
~ 40 A
©
RS
a
€
©
)
°
o)
Q
£ 20
2
0 .
280 ~

PAINEL B

@
* '
240 - @
200 -
160
120
*
80 -
40 -
0 -

FIGURA 17: Participagcdo dos receptores a2 no efeito antinociceptivo do OECa, aplicado por
via oral, no teste da formalina. Ordenada, tempo gasto (em segundos) pelos animais lambendo a
pata. As colunas representam a média do tempo de lambida da pata e as barras verticais o erro
padrdo da média * p<0,05, em relagdo ao grupo controle; @ p<0,05, em relagdo ao grupo tratado
com OECa. PAINEL A: 1* fase do teste da formalina. PAINEL B: 2? fase do teste da formalina.
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Participacao dos receptores adrenérgicos a2
no efeito antinociceptivo do trans-cariofileno
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FIGURA 18: Participacdo dos receptores a2 no efeito antinociceptivo do trans-cariofileno,
aplicado por via oral, no teste da formalina. Ordenada, tempo gasto (em segundos) pelos animais
lambendo a pata. As colunas representam a média do tempo de lambida da pata e as barras
verticais o erro padrdo da média * p<0,05, em relacdo ao grupo controle. PAINEL A: 1? fase do
teste da formalina. PAINEL B: 2? fase do teste da formalina.
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4.3- Avaliacdo do efeito antiedematogénico do OECa, trans-cariofileno e alfa-

pineno

4.3.1- Efeito do OECa, alfa-pineno e trans-cariofileno no edema de pata induzido
por glutamato

4.3.1.1- Efeito do OECa no edema de pata induzido por glutamato

Os dados apresentados na FIGURA 19 mostram que a administra¢ao oral do OECa
ndo apresentou ac¢do antiedematogénica em nenhuma das doses testadas, ndo sendo capaz de
reduzir de forma significativa o edema de pata induzido pela administragcdo intraplantar do

glutamato.

4.3.1.2- Efeito do alfa-pineno no edema de pata induzido por glutamato

Os dados apresentados na FIGURA 20 mostram que a administragdo oral do o-
pineno s6 apresentou significativa agdo antiedematogénica com relagdo ao edema induzido por
glutamato na dose de 300 mg/Kg, reduzindo em 26 % o edema induzido pela administracao
intraplantar de glutamato, que foi de 88, 0 + 4,1 mg no grupo controle (p < 0,05, teste T). Nas
demais doses testadas (30 e 100 mg/Kg) o o-pineno ndo apresentou significativa acdo

antiedematogénica.
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FIGURA 19: Auséncia de efeito antinedematogénico do OECa, aplicado por
via oral, no edema de pata induzido pela inje¢do intra-plantar de glutamato. As
colunas representam a média da diferenca de peso entre a pata direita
(glutamato) e a esquerda (salina) e as barras verticais o erro padrao média.
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FIGURA 20: Efeito antinedematogénico do alfa-pineno, aplicado por via oral,
no edema de pata induzido pela injecdo intra-plantar de glutamato. As barras
representam a média da diferenca de peso entre as pata direita (glutamato) e a
esquerda (salina) e as barras verticais o erro padrao média. * p<0,05, em
relagdo ao grupo controle.
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4.3.1.3- Efeito do trans-cariofileno no edema de pata induzido por glutamato

Os dados apresentados na FIGURA 21 mostram que a administragdo oral do
transcariofileno apresentou significativa agdo antiedematogénica no edema induzido por
glutamato em todas as doses testadas, ndo sendo caracterizado um efeito dose-dependente. No
grupo controle a média de edema induzido pela administrac@o intraplantar de glutamato foi de 88,
0 + 4,1 mg. Para as doses de 30, 100 e 300 mg/Kg as médias foram, respectivamente, de 70,4 +
4,8 mg, 66,0 + 3,9 mge 66,3 + 2,7 mg, o que representa uma significativa redugdo de 20, 25 e
25 % , respectivamente (p < 0,05, teste T).
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FIGURA 21: Efeito antinedematogénico do trans-cariofileno, aplicado por via oral, no edema de
pata induzido pela injecdo intra-plantar de glutamato. As barras representam a média da
diferenca de peso entre as pata direita (glutamato) e a esquerda (salina) e as barras verticais o
erro padrao média. * p<0,05, em relagdo ao grupo controle.
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4.3.2- Efeito do OECa, alfa-pineno e trans-cariofileno no edema de pata induzido

por dextrana

4.3.2.1- Efeito do OECa no edema de pata induzido por dextrana

De acordo com os dados mostrados na FIGURA 22 a administragdo oral do OECa na
dose de 100 mg/Kg apresentou um significativo efeito antiedematogénico no edema de pata
induzido por dextrana nos tempos de 30 e 60 min, diminuindo o edema de 466,6 + 71,9 uL e
600,0 + 77,7 uL no grupo controle para 242,0 + 49,7 uL e 336,0 + 73,8 uL no grupo tratado com
OECa, uma reducdo média de 48,5 % (p < 0,05, teste T).

4.3.2.2- Efeito do alfa-pineno no edema de pata induzido por dextrana

De acordo com os dados mostrados na FIGURA 23 a administragdo oral do alfa-
pineno, na dose de 100 mg/Kg, ndo apresentou efeito antiedematogénico no edema de pata

induzido por dextrana.

4.3.2.3- Efeito do trans-cariofileno no edema de pata induzido por dextrana

De acordo com os dados mostrados na FIGURA 24 a administra¢ao oral do trans-
cariofileno na dose de 100 mg/Kg apresentou um significativo efeito antiedematogénico no
edema de pata induzido por dextrana somente no tempo 60 min, diminuindo o edema de 600,0 +
77,7 uL no grupo controle para 342,0 + 83,2 puL no grupo tratado com trans-cariofileno, uma

reducdo média de 43 % (p < 0,05, teste T).
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FIGURA 22: Efeito antiedematogénico do OECa, aplicado por via oral, no edema de pata
induzido pela injegdo intra-plantar de dextrana. Abscissa, tempo decorrido em minutos apds
a injecao de dextrana; ordenada, variagdo do volume da pata em pL. Os pontos representam

a média da variagdo do volume da pata direita apos a inje¢do intra-plantar de dextrana e as
barras verticais o erro padrao da média * p<0,05, em relacdo ao grupo controle.
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FIGURA 23: Auséncia de efeito antiedematogénico do alfa-pineno, aplicado por via
oral, no edema de pata induzido pela injecdo intra-plantar de dextrana. Abscissa, tempo
decorrido em minutos apds a injecdo de dextrana; ordenada, variagdo do volume da pata
em pL. Os pontos representam a média da variagdo do volume da pata direita apds a
injecdo intra-plantar de dextrana e as barras verticais o erro padrdo da média.
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FIGURA 24: Efeito antiedematogénico do trans-cariofileno, aplicado por via oral, no edema de
pata induzido pela injecdo intra-plantar de dextrana. Abscissa, tempo decorrido em minutos apds
a injecdo de dextrana; ordenada, variacdo do volume da pata em pL. Os pontos representam a
média da variagdo do volume da pata direita apos a inje¢do intra-plantar de dextrana e as barras
verticais o erro padrdo da média. * p<0,05, em relagdo ao grupo controle.
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4.3.3- Efeito do OECa e alfa-pineno no edema de pata induzido por carragenina

4.3.3.1- Efeito do OECa no edema de pata induzido por carragenina

Na FIGURA 25 podemos observar que a administragao oral do OECa apresentou um
significativo efeito antiedematogénico, com relagdo ao edema de pata induzido por carragenina.
Tanto na dose de 30 mg/kg quanto na dose de 100 mg/Kg o efeito antiedematogénico do OECa
s6 foi observado no tempo de 60 min. No tempo de 60 min, o grupo controle apresentou um
volume de edema de 90,0 + 7,8 pL, no grupo tratado com OECa na dose de 30 mg/kg o volume
de edema foi reduzido significativamente para 66,9 + 7,1 pL, e no grupo tratado com OECa 100
mg/kg o volume de edema foi reduzido significativamente para 61,6 + 6,6 uL. Para as duas

doses a reducdo média no volume de edema foi de 28,6% (p < 0,05, teste T).

4.3.3.2- Efeito do alfa-pineno no edema de pata induzido por carragenina

Na FIGURA 26 podemos observar que a administragdo oral do a-pineno apresentou
um significativo efeito antiedematogénico, com relagdo ao edema de pata induzido por
carragenina. Tanto na dose de 100 mg/kg quanto na dose de 300 mg/Kg o efeito
antiedematogénico do a-pineno teve inicio no tempo de 60 min e se manteve até o tempo de 180
min. Para o grupo controle os volumes de edema, respectivamente nos tempos de 60, 120 e 180
min, foram de 88,9 + 7,6 uL; 99,0 + 7,5 uL; 112,2 + 6,6 puL.. No grupo tratado com a-pineno na
dose de 100 mg/kg os volumes de edema foram reduzidos significativamente, respectivamente
nos tempos de 60, 120 e 180 min, para 63,3 + 4,4 uL; 81,4 + 7,0 uL; 74,2 + 6,4 uL (p < 0,05,
teste T). E no grupo tratado com a-pineno na dose de 300 mg/kg os volumes de edema foram
reduzidos significativamente, respectivamente nos tempos de 60, 120 e 180 min, para 51,1 + 7,3
pL; 63,3 + 12,1 pL; 67,7 + 9,8 uL (p < 0,05, ANOVA - Holm-Sidak). Em ambas as doses

efetivas a melhor a¢do antiedematogénica foi observada no tempo de 180 min e a redugdo no
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volume do edema foi de 33,9 %, para a dose de 100mg/Kg e de 40,1 % para a dose de 300mg/Kg.
As demais doses testadas (10 e 30 mg/Kg) ndo apresentaram agdo antiedematogénica em nenhum

dos tempos avaliados.

4.3.4- Efeito do OECa, alfa-pineno e trans-cariofileno no edema de pata induzido
por serotonina

4.3.4.1- Efeito do OECa no edema de pata induzido por serotonina

Pode-se observar, na FIGURA 27, que a administragcdo oral do OECa apresentou um
significativo efeito antiedematogénico com relacdo ao edema de pata induzido por serotonina.
Nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg este efeito foi encontrado a partir do tempo de 30 min e se
manteve até o tempo de 90 min. Para as trés doses citadas o melhor efeito foi encontrado no
tempo de 60 min e a reducdo foi respectivamente de 67,7; 48,3 e 77,4 %. No grupo controle os
volumes de edema, respectivamente nos tempos de 30, 60 e 90 min, foram de 108,4 + 6,7 uL;
93,8 £+ 8,2 uL e 66,6 + 6,4 uL. No grupo tratado com OECa na dose de 30 mg/kg o volume de
edema foi reduzido significativamente, respectivamente nos tempos de 30, 60 e 90 min, para 67,5
+3,6 uL; 31,6 £ 6,5 uL e 30,0 + 8,4 uL (p < 0,05, teste T). No grupo tratado com OECa na dose
de 100 mg/Kg o volume de edema foi reduzido significativamente, respectivamente nos tempos
de 30, 60 e 90 min, para 70,0 + 7,0 uL; 48,7 + 4,7 uL e 30,0 + 5,0 uL (p < 0,05, teste T). No
grupo tratado com OECa na dose de 300 mg/Kg o volume de edema foi reduzido
significativamente, respectivamente nos tempos de 30, 60 e 90 min, para 48,7 + 4,4 uL; 21,6 +
4,7 uL e 30,0 + 6,5 uL (p < 0,05, teste T). O OECa na dose de 10 mg/Kg ndo apresentou ag¢ao

antiedematogénica em nenhum dos tempos avaliados.
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FIGURA 25: Efeito antiedematogénico do OECa, aplicado por via oral, no
edema de pata induzido pela inje¢do intra-plantar de carragenina. Abscissa,
tempo decorrido em minutos apds a injecdo de carragenina; ordenada, variagao
do volume da pata em pL. Os pontos representam a média da variagdo do
volume da pata direita apos a inje¢do intra-plantar de carragenina e as barras
verticais o erro padrdo da média. * p<0,05, em relag@o ao grupo controle.
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FIGURA 26: Efeito antiedematogénico do alfa-pineno, aplicado por via oral,
no edema de pata induzido pela injecdo intra-plantar de carragenina. Abscissa,
tempo decorrido em minutos apds a injecao de carragenina; ordenada, variagao
do volume da pata em pL. Os pontos representam a média da variagdo do
volume da pata direita apos a inje¢do intra-plantar de carragenina e as barras
verticais o erro padrdo da média. * p<0,05, em relag@o ao grupo controle.
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FIGURA 27: Efeito antiedematogénico do OECa, aplicado por via oral, no edema de pata
induzido pela inje¢do intra-plantar de serotonina. Abscissa, tempo decorrido em minutos apds a
inje¢do de serotonina; ordenada, variagdo do volume da pata em pL. Os pontos representam a
média da variagdo do volume da pata direita apos a inje¢do intra-plantar de serotonina e as barras
verticais o erro padrao da média. * p<0,05, em relagdo ao grupo controle.
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4.3.4.2- Efeito do alfa-pineno no edema de pata induzido por serotonina

Pode-se observar, na FIGURA 28, que a administragdo oral do a-pineno apresentou
um significativo efeito antiedematogénico com relagdo ao edema de pata induzido por serotonina.
Na dose de 100 mg/kg este efeito s6 foi encontrado no tempo 60 min, ja na dose de 300 mg/Kg
este efeito foi encontrado nos tempos de 30 e 60 min. No grupo controle os volumes de edema,
respectivamente nos tempos de 30 e 60 min, foram de 102,7 + 7,6 pL e 98,0 + 8,4 uL. No grupo
tratado com a-pineno na dose de 100 mg/kg o volume de edema foi reduzido significativamente
no tempo de 60 min para 61,0 + 6,2 pL (p < 0,05, teste T). E no grupo tratado com a-pineno na
dose de 300 mg/kg os volumes de edema foram reduzidos significativamente, respectivamente
nos tempos de 30 e 60 min, para 53,3 + 5,0 uL e 57,5 +4,9 uL (p < 0,05, teste T). O alfa-pineno

na dose de 30 mg/Kg nao apresentou acao antiedematogénica em nenhum dos tempos avaliados.

4.3.4.3- Efeito do trans-cariofileno no edema de pata induzido por serotonina

Pode-se observar, na FIGURA 29, que a administracdo oral do trans-cariofileno
apresentou um significativo efeito antiedematogénico com relagao ao edema de pata induzido por
serotonina. Na dose de 100 mg/kg este efeito s6 foi encontrado no tempo 60 min, ja na dose de
300 mg/Kg este efeito foi encontrado nos tempos de 30 e 60 min. No grupo controle os volumes
de edema, respectivamente nos tempos de 30 e 60 min, foram de 103,3 + 5,8 uL e 90,0 + 6,6 pL.
No grupo tratado com trans-cariofileno na dose de 100 mg/kg o volume de edema foi reduzido
significativamente no tempo de 60 min para 60,0 + 5,7 uL (p < 0,05, teste T). E no grupo tratado
com trans-cariofileno na dose de 300 mgkg os volumes de edema foram reduzidos
significativamente, respectivamente nos tempos de 30 e 60 min, para 77,1 + 8,6 uL e 41,2 + 3,9
pL (p < 0,05, ANOVA - Holm-Sidak). O trans-cariofileno na dose de 30 mg/Kg nio apresentou

acdo antiedematogénica em nenhum dos tempos avaliados.
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FIGURA 28: Efeito antiedematogénico do alfa-pineno, aplicado por via oral,
no edema de pata induzido pela injecdo intra-plantar de serotonina. Abscissa,
tempo decorrido em minutos apds a inje¢do de serotonina; ordenada, variacao
do volume da pata em pL. Os pontos representam a média da variagdo do
volume da pata direita apds a injecdo intra-plantar de serotonina e as barras
verticais o erro padrdo da média. * p<0,05, em relag@o ao grupo controle.
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FIGURA 29: Efeito antiedematogénico do trans-cariofileno, aplicado por via
oral, no edema de pata induzido pela injecdo intra-plantar de serotonina.
Abscissa, tempo decorrido em minutos apds a inje¢do de serotonina; ordenada,
variagdo do volume da pata em pL. Os pontos representam a média da variagao
do volume da pata direita apds a injecdo intra-plantar de serotonina e as barras
verticais o erro padrdo da média. * p<0,05, em relag@o ao grupo controle.
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4.3.5- Efeito do OECa e alfa-pineno no edema de pata induzido por bradicinina

4.3.5.1- Efeito do OECa no edema de pata induzido por bradicinina

Na FIGURA 30 pode-se observar que a administragdo oral de OECa apresentou
significativo efeito antiedematogénico com relagdo ao edema de pata induzido por bradicinina,
para as duas doses testadas, somente no tempo de 20 min. No tempo de 20 min o volume médio
de edema foi de 54,5 + 5,4 uL nos animais do grupo controle, j4 nos animais tratados com OECa
houve uma redugdo significativa do volume de edema para 35,3 + 5,2 uL no grupo de animais
tratados com OECa na dose de 10 mg/Kg e para 36,1 + 4,1 pL no grupo de animais tratados com
OECa na dose de 10 mg/Kg (p < 0,05, teste T).

4.3.5.2- Efeito do alfa-pineno no edema de pata induzido por bradicinina

Na FIGURA 31 pode-se observar que a administracao oral de alfa-pineno apresentou
significativo efeito antiedematogénico com relagdo ao edema de pata induzido por bradicinina
somente na dose de 100 mg/Kg e no tempo de 20 min, quando reduziu o volume de edema de

54,5 + 5,4 uL, no grupo controle para 34,3 + 4,8 uL no grupo tratado (p < 0,05, teste T).
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FIGURA 30: Efeito antiedematogénico do OECa, aplicado por via oral, no
edema de pata induzido pela inje¢do intra-plantar de bradicinina. Abscissa,
tempo decorrido em minutos apos a injecdo de bradicinina; ordenada, variacao
do volume da pata em pL. Os pontos representam a média da variagdo do
volume da pata direita apds a inje¢@o intra-plantar de bradicinina e as barras
verticais o erro padrdo da média. * p<0,05, em relag@o ao grupo controle.
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FIGURA 31: Efeito antiedematogénico do alfa-pineno, aplicado por via oral,
no edema de pata induzido pela injecdo intra-plantar de bradicinina. Abscissa,
tempo decorrido em minutos apos a injecdo de bradicinina; ordenada, variacao
do volume da pata em pL. Os pontos representam a média da variagdo do
volume da pata direita apds a inje¢@o intra-plantar de bradicinina e as barras
verticais o erro padrdo da média. * p<0,05, em relag@o ao grupo controle.
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4.3.6- Efeito do OECa e alfa-pineno no edema de pata induzido por histamina

4.3.6.1- Efeito do OECa no edema de pata induzido por histamina

De acordo com os dados mostrados na FIGURA 32 pode-se observar que a
administracdo oral de OECa apresentou significativo efeito antiedematogénico com relagdo ao
edema de pata induzido por histamina, em ambas as dose testadas, somente no tempo de 20 min,
quando reduziu o volume de edema de 54,5 + 5,4 pL, no grupo controle para 35,3 + 6,8 pL no
grupo tratado com OECa 10 mg/Kg e para 36,1 + 4,1 uL no grupo tratado com OECa 100 mg/Kg
(p <0,05, teste T).

4.3.6.2- Efeito do alfa-pineno no edema de pata induzido por histamina

De acordo com os dados mostrados na FIGURA 33 pode-se observar que a
administracdo oral de alfa-pineno apresentou significativo efeito antiedematogénico com relagao
ao edema de pata induzido por histamina somente na dose de 100 mg/Kg e no tempo de 20 min,
quando reduziu o volume de edema de 54,5 + 5,4 uL, no grupo controle para 45,0 + 4,6 pL no

grupo tratado (p < 0,05, teste T).
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FIGURA 32: Efeito antiedematogénico do OECa, aplicado por via oral, no
edema de pata induzido pela inje¢do intra-plantar de histamina. Abscissa,
tempo decorrido em minutos apds a injecdo de histamina; ordenada, variagao
do volume da pata em pL. Os pontos representam a média da variagdo do
volume da pata direita apds a inje¢do intra-plantar de histamina e as barras
verticais o erro padrdo da média. * p<0,05, em relag@o ao grupo controle.
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FIGURA 33: Efeito antiedematogénico do alfa-pineno, aplicado por via oral,
no edema de pata induzido pela injecdo intra-plantar de histamina. Abscissa,
tempo decorrido em minutos apds a injecdo de histamina; ordenada, variagao
do volume da pata em pL. Os pontos representam a média da variagdo do
volume da pata direita apds a inje¢do intra-plantar de histamina e as barras
verticais o erro padrdo da média. * p<0,05, em relag@o ao grupo controle.
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5.0- DISCUSSAO

Neste trabalho demonstramos pela primeira vez o efeito antinociceptivo do alfa-
pineno, utilizando modelos de nocicepc¢do térmica (teste da placa quente) e quimica (testes das
contor¢oes abdominais, formalina e glutamato); estendemos os estudos relacionados ao efeito
antinociceptivo do trans-cariofileno, avaliando seu efeito nos testes da placa quente e do
glutamato; aprofundamos os conhecimentos relativos ao mecanismo de a¢do do OECa e trans-
cariofileno, investigando a participa¢do do sistema opidide, dos receptores adrenérgicos e da via
L-arginina/NO em seus efeitos antinociceptivos. Também apresentamos os resultados referentes a
avaliacdo da atividade antiedematogénica do OECa, alfa-pineno e trans-cariofileno nos modelos
de edema de pata induzidos por glutamato, dextrana, carragenina, serotonina, histamina e

bradicinina.

Canuto, 2005, previamente demonstrou, em nosso laboratorio, a atividade
antinociceptiva e antiedematogénioca do OECa. Desta forma, este trabalho tem como objetivo
melhor compreender o mecanismo de acdo deste 6leo. Levando em consideragdo que os o6leos
essenciais sdo resultados de uma mistura de diversos compostos quimicos (Simdes et al., 1999;
Freitas et al., 2004), estudar o efeito de cada um destes compostos separadamente ¢ um método

valido para compreender o mecanismo de acdo de um oleo.

Iniciamos nossa investigagdo avaliando o efeito antinociceptivo do alfa-pineno, uma
vez que este ¢ um dos principais constituintes do OECa (o maior na amostra utilizada por Canuto,
2005, e o segundo maior na amostra aqui utilizada), além de estar presente na constituicdo de

outros 6leos que possuem comprovado efeito antinociceptivo (Santos et al., 2005).

O teste das contor¢des abdominais induzidas por acido acético ndo ¢ um modelo
especifico, mas as contor¢des involuntarias do abdomen podem ser de interesse devido sua
similaridade com algumas das dores viscerais conhecidas e, através deste teste, podemos
identificar drogas com efeito antinociceptivo, especialmente aquelas de acdo periférica (Le Bars

et al., 2001; Adebiyi et al., 2006). Neste modelo o alfa-pineno apresentou um efeito
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antinociceptivo dose-dependente que se mostrou mais efetivo na dose de 30 mg/Kg, quando

alcangou uma inibi¢ao de 53,5 % no nimero de contorgdes (FIGURA 3).

A dor desencadeada pela administracdo de acido acético intraperitonealmente esta
associada a mediadores, tais como a bradicinina, histamina ¢ 6xido nitrico, mas ¢é resultado,
principalmente, do aumento da liberagdo de prostaglandinas (Whittle, 1964; Abacioglu et al.,
2000). Desta forma, o efeito antinociceptivo do alfa-pineno no teste das contor¢des abdominais
induzidas por acido acético, além de apontar para sua acdo antinociceptiva periférica, pode
indicar uma possivel acdo antinflamatéria que pode estar parcialmente ligada as enzimas ciclo-

oxigenases.

No entanto, devido a falta de especificidade do teste das contor¢des abdominais, €
necessario avaliar os resultados deste juntamente com os resultados de outros testes. Entdo, para
continuar a investigacdo do efeito antinociceptivo do alfa-pineno escolhemos o teste da

formalina, por este ser um modelo de dor mais especifico.

O teste da formalina possui duas fases distintas, uma fase inicial, denominada
neurogénica (resultado da estimulag¢do direta dos nociceptores) e uma fase tardia, resultado do
desenvolvimento de um processo inflamatério periférico (Shibata et al., 1989; Tjolsen et al.,
1992). O alfa-pineno apresentou efeito antinociceptivo (dose-dependente) apenas na fase inicial,
se mostrando mais efetivo em doses menores (10 e 30 mg/Kg), e perdendo o efeito em doses

maiores (100 e 300 mg/Kg) (FIGURA 5).

A primeira vista este resultado parece contraditorio se comparado ao obtido no teste
das contorgdes abdominais, pois, uma vez que a dor caracteristica da fase tardia da formalina,
assim como a ocasionada pela injecdo do acido acético, ¢ resultado de uma inflamacao periférica
mediada especialmente por bradicinina, histamina, 6xido nitrico e prostaglandinas, era de se
esperar que o alfa-pineno apresentasse 0 mesmo comportamento em ambas as situagdes, porém
ndo foi o que ocorreu. No entanto, ¢ importante ressaltar que a dor na fase tardia do teste da

formalina, além de ser resultado do processo inflamatorio periférico, deve-se a alteragdes no
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corno dorsal induzidas pela fase inicial, podendo este ser o motivo das diferentes respostas

encontradas (Shibata et al., 1989).

O efeito antinociceptivo do alfa-pineno na primeira fase do teste da formalina aponta
para sua possivel acdo central. Para confirmar esta acdo central realizamos o teste da placa
quente, uma vez que a placa quente, aquecida a uma temperatura constante e superior a 50 °C,
produz comportamentos (pular e/ou lamber as patas), que sdo considerados respostas

supraespinhais integradas (Le Bars et al., 2001).

Com o teste da placa quente confirmamos a acdo central do alfa-pineno, pois sua
administracdo oral, na dose de 300 mg/Kg, foi capaz de aumentar significativamente o tempo de
laténcia de resposta ao estimulo térmico nos tempos de 60 ¢ 120 min (FIGURA 6). Avaliamos
também o efeito antinociceptivo do trans-cariofileno no teste da placa quente e constatamos que
seu efeito, neste teste, ¢ semelhante ao do alfa-pineno, apresentando efeito significativo

exatamente na mesma dose e nos mesmos tempos (FIGURA 7).

Em conjunto, os resultados obtidos com o alfa-pineno e trans-cariofileno no teste da
placa quente confirmam o resultado descrito por Canuto, 2005, no que diz respeito ao efeito
antinociceptivo do OECa neste mesmo modelo, onde ele relata um efeito antinocceptivo do
OECa ja na dose de 30 mg/Kg, para os tempos de 60 e 120 min. Podemos também supor que os
efeitos do alfa-pineno e trans-cariofileno podem estar se somando, ou até mesmo agindo de forma
sinérgica, o que resultaria no efeito do OECa mesmo em uma dose 10 vezes menor do que aquela
na qual conseguimos evidenciar a acdo antinociceptiva tanto do alfa-pineno quanto do trans-
cariofileno. Além disto, ndo podemos esquecer que existem outros constituintes do OECa que

podem ser responsdveis por este efeito antinociceptivo no teste da placa quente.

Outro modelo valido na investigagdo do efeito antinociceptivo ¢ o teste do glutamato,
uma vez que os receptores ionotropicos, localizados em terminais aferentes primarios presentes
na pele, ativados pela injecao intraplantar de glutamato, resulta em comportamento nociceptivo, o
qual pode ser bloqueado por antagonistas especificos. Foi também constatado que a quantidade

de glutamato presente na medula espinhal estd elevada logo apds a ativagdo quimica de
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nociceptores, sugerindo que o glutamato ¢ liberado a partir destes terminais aferentes primarios
(Aanonsen e Wilcox, 1990; Groot et al, 2000). Além disso, existe uma intima rela¢do entre o
teste da formalina e a liberagdo de glutamato, tendo sido demonstrado que antagonistas de
receptores NMDA e ndo-NMDA causam antinocicep¢ao no modelo da formalina (Dougherty et

al., 1992; Halley et al., 1992; Beirith, 1998; Omote et al., 2000; Berrino et al., 2001).

Os resultados apresentados pelo OECa, alfa-pineno e trans-cariofileno no teste do
glutamato (FIGURAS 8, 9 E 10) fornecem indicios de que seus mecanismos de ac¢do estdo
relacionados, pelo menos em parte, com o glutamato, pois os trés compostos foram capazes de
diminuir significativamente a resposta dolorosa induzida pela inje¢@o intraplantar do glutamato.
Esta provavel interacdo com a via glutamatérgica ¢, possivelmente, um dos fatores responsaveis

pelo efeito antinociceptivo do OECa, alfa-pineno e trans-cariofileno no teste da formalina.

O composto que apresentou melhor resultado no teste do glutamato foi o trans-
cariofileno, sendo capaz de inibir a resposta dolorosa ja na dose de 100 mg/Kg, o que nao foi
observado para os demais composto avaliados. Na dose de 300 mg/Kg o trans-cariofileno (49,7
%) alcancou uma porcentagem de inibi¢do significativamente superior a apresentada pelo alfa-
pineno (38 %). Uma vez que o OECa ndo apresentou efeito significativo na dose de 300 mg/Kg
optamos por testar a dose de 600 mg/Kg, e nesta dose foi possivel evidenciar a participacdo do

sistema glutamatérgico no efeito antinociceptivo deste.

Dados na literatura mostram que a injecdo intratecal de glutamato em camundongos
produz uma hiperalgesia dose-dependente largamente mediada pela via L-arginina-NO (Meller e
Gebhart, 1993; Ferreira et al., 1988). Também tem sido demonstrado que o mecanismo
antinociceptivo mediado pelos receptores NMDA na ACP envolve, pelo menos em parte, a
sintese de NO. A ativacdo dos receptores NMDA leva a ativacdo das enzimas o6xido nitrico
sintase, com conseqiiente aumento na producdo de o6xido nitrico e de GMPc (Ignaro, 1991;

Krumanecker et al., 2004; Miguel e Nunes-de-Souza, 2006).

Uma vez que a via L-arginina-NO esté relacionada a ativa¢do de receptores NMDA e

que o mecanismo de acdo do OECa e do trans-cariofileno esta relacionado, pelo menos em parte,
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com o glutamato, decidimos investigar a participagdo da via L-arginina 6xido nitrico no efeito
antinociceptivo de ambos. Para tal escolhemos o teste da formalina, pois Dubuisson e Dennis,

1977, acreditam que este teste prové um valido modelo para avaliar dor clinica.

O efeito antinociceptivo do OECa e do trans-cariofileno, no teste da formalina, foi
previamente demonstrado por Canuto, 2005. No entanto, como estamos trabalhando com uma
amostra de OECa de composicdo diferente da utilizada por Canuto em 2005, realizamos uma
curva dose-resposta para confirmar o efeito desta amostra de OECa no citado teste. Assim como
Canuto, 2005, encontramos um efeito antinociceptivo do OECa, porém, diferente dele,
evidenciamos um efeito antinociceptivo do 6leo, na dose de 300 mg/Kg, ja na primeira fase do
teste (FIGURA 4). Esta diferenca de resultado pode ser explicada pela diferente constitui¢do
entre a amostra usada por Canuto, 2005 (que contém, em % do peso do 6leo, alfa-pineno, 20,6;
espatuleno, 13,3; trans-cariofileno, 10,6; beta-felandreno, 8,3; beta-elemeno, 2,9 e 1,8-cineol, 2,3
como constituintes majoritarios) e a que foi aqui avaliada (que contém, em % do peso do 6leo,
espatulenol, 34,37; alfa-pineno, 18,98; 1,8-cineol, 12,99; 6xido de cariofileno, 7,63; beta-
felandreno, 5,05 como constituintes majoritarios). Podemos ainda propor que o alfa-pineno pode
ser um dos grandes responsaveis pelo efeito antinociceptivo do OECa, pois este ¢ encontrado em

quantidade proporcionalmente alta em ambas as amostras citadas.

Embora o trans-cariofileno so6 esteja presente na amostra de OECa utilizada por
Canuto, 2005, optou-se por investigar seu mecanismo de acdo no teste da formalina, pois este
teve seu efeito antinociceptivo evidenciado, em ambas as fases do teste, na dose de 300 mg/Kg.
J& o alfa-pineno, presente em ambas as amostras, ndo apresentou efeito antinociceptivo na

segunda fase do teste.

Embora a atividade pro e antinociceptiva do NO na dor ainda seja intensamente
discutida, ja foi bem documentada a participagdo do NO no comportamento nociceptivo
induzido pela injecdo intraplantar de formalina, sendo que neste modelo a produgdo de NO ¢
dependente da ativagdo de receptores NMDA no sistema nervoso periférico (Moore et al., 1993;

Gao e Quiao, 1998; Abacioglu et al., 2000; Omote et al., 2000).
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Nossos resultados mostram que a antinocicep¢do causada pelo OECa e trans-
cariofileno, em relacdo a nocicep¢do induzida pela formalina, parece envolver algum tipo de
interagdo com a via do NO, ja que o tratamento dos animais com L-arginina reverteu o efeito
antinociceptivo de ambos (FIGURAS 13 e 14). Estes dados refor¢am as evidéncias de que o

mecanismo de agdo do OECa e do trans-cariofileno envolvem a participacdo do glutamato.

Como ja foi ressaltado na introducdo deste trabalho, o 6xido nitrico € sintetizado a
partir da L-arginina pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS). Existem trés isoformas de NOS,
sendo elas a NOS endotelial (NOSe), a NOS neuronal (NOSn) e a NOS induzida (NOSi). As
NOSe e NOSn sdo ativadas por Ca®, enquanto a NOSi ¢ independente de Ca®" e ¢é sintetizada
quando uma grande variedade de tipos de células sdo expostas a endotoxinas e/ou citocinas

inflamatoérias (Palmer et al., 1988; Nussler e Billiar, 1993; Lyons, 1995).

Embora os inibidores da NOS aparentemente tenham pouco ou nenhum efeito na
transmissao nociceptiva sobre condigdes normais, existem amplas evidéncias de que inflamagao
periférica e/ou lesdes no sistema nervoso central aumentam a atividade da NOS, o que pode ser
responsavel por numerosas sensacdes relacionadas a dor (Meller et al., 1992; Meller e Gebhart,

1993; Semos e Headley, 1994).

Na primeira fase do teste da formalina o NO ¢ produzido predominantemente pela
NOSe. Na segunda fase as isoformas neuronal e induzida da NOS modulam o comportamento
doloroso através de uma via ndo relacionada ao NO, além de ocorrer a regulacdo da produgdo de
NO pela NOSe (Doursout ef al., 2003). Uma vez que o efeito antinociceptivo do OECa ndo foi
revertido na primeira fase do teste da formalina, podemos supor que ele ndo estd relacionado a
isoforma endotelial da NOS, podendo pois estar relacionado com a NOSn e/ou NOSi. J4 o trans-
cariofileno, que teve seu efeito antinociceptivo revertido em ambas as fases do teste, pode agir

através de interacdo com as trés isoformas da NOS.

Anteriormente, propusemos, nesta discussdo, com base nos resultados obtidos no teste
das contor¢des abdominais, que o efeito antinociceptivo do alfa-pineno pudesse se dever a uma

possivel agdo antinflamatoria parcialmente ligada as enzimas ciclo-oxigenases. Resultados
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semelhantes aos nossos foram observados por Canuto, 2005, para o OECa e trans-cariofileno no

teste das contor¢des abdominais.

Viérios relatos descrevem que as vias da NOS e da COX interagem largamente: o0 NO
pode estimular a atividade da COX; COX; e NOSi sdo acionada pelas mesmas citocinas; no teste
da formalina, inibidores seletivos de NOSi administrados oralmente com inibidores da COX,
produzem um efeito antinociceptivo sinérgico em camundongos (Mitchel et al., 1993; Salvemini
et al., 1993; Dudhgaonkar et al., 2004). Tais achados mutuamente refor¢am as evidéncias de que
o mecanismo de a¢do do OECa e do trans-criofileno pode envolver vias relacionadas ao 6xido

nitrico e as prostaglandinas.

Diversas evidéncias apontam para a participacdo do sistema noradrenérgico na
modula¢do da dor (Levine et al., 1986; Haws et al, 1990; Davis et al., 1991; Peng et al., 1996;
Cui et al., 1999). Tem sido ainda sugerido que o NO possui papel modulador no efeito
antinociceptivo da clonidina, um agonista adrenérgico (Przesmycki et al., 1999). Especificamente
no teste da formalina a noradrenalina liberada nos terminais periféricos primarios tem importante
papel modulador, antagonistas de adrenoceptores a2 e receptores serotoninérgicos aumentam o
comportamento doloroso na primeira e segunda fase do teste, bem como no periodo intermediario

(Coderre, 1993; Omote et al., 1998).

Os receptores adrenérgicos sao divididos em diversos tipos e subtipos e os subtipos de
adrenoceptores envolvidos na dor dependem da espécie e de sua localizagdo, o que faz com que
algumas vezes os dados relativos a participagdo dos adrenoceptores na nocicep¢do sejam

aparentemente contraditorios (Bie et al., 2003).

Dados da literatura mostram um aumento no indice de dor apds o uso de agonistas de
adrenoceptores al e, no teste da formalina e que o bloqueio de adrenoceptores al, atenua a dor,
implicando que mecanismos adrenérgicos periféricos contribuem para a manutencdo da dor
(Hong e Abbott, 1996; Davis et al., 1991; Chabal et al., 1992). Por outro lado a inje¢do sistémica

de agonistas de adrenoceptores al atenua a dor induzida por formalina (Tasker ef al., 1992). Bie
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e colaboradores, 2003, demonstraram que os adrenoceptores al excitatdrios estdo presentes em
células primarias e secundarias do nicleo magno da rafe. Nas células secundarias, que facilitam a
transmissao nociceptiva e sdo inibidas por analgésicos opiodides, o bloqueio destes receptores ol
reduziu significativamente a hiperalgesia induzida pela abstinéncia opidide. Por outro lado, nas
células primdrias, que sdo ativadas, pelo menos parcialmente, por “inputs” adrenérgicos através
de adrenoceptores al, esta ativacdo mediada por adrenoceptores al contribui para analgesia

induzida pela ativagdo de receptores opidides tipo 1 na ACP (Bie et al., 2003).

Nossos dados mostram que nem o OECa, nem o trans-cariofileno utilizam os
receptores adrenérgicos al em seu efeito antinociceptivo na primeira fase do teste da formalina
Por outro lado, na segunda fase do teste o efeito de ambos envolve, em parte, estes receptores,
uma vez que foi significativamente revertido pelo pré-tratamento com o prazosin (FIGURAS 15 e
16). Neste caso, ndo podemos excluir a possibilidade da participacdo da via opidide no

mecanismo de acao antinociceptivo do OECa e do trans-cariofileno.

Os dados relativos ao envolvimento dos adrenoceptores o2 na periferia sdo
contraditdrios, por outro lado, foi demonstrado que a ativagdo de adrenoceptores a2 no SNC
produz analgesia e/ou antinocicepg¢do descendente em diversos modelos de dor em animais e que
a antinocicepcdo resultante da aplicacdo espinhal ou supraespinhal de agonistas adrenoceptores
a2, se deve a ativagdo direta de receptores a2 (Levine et al., 1986; Petrovaara, 1993; Davis et al.,
1991; Khasar et al., 1995; Hamalainen e Pertovaara, 1995). Tal ativagdo promove uma inibi¢ao
pré-sinaptica da liberagdo de neurotransmissores de fibras C e/ou hiperpolarizacdo pds-sindptica
de neurdnios de alta variacdo dinamica na medula espinhal (Fleetwood-Walker et al., 1985; Go e
Yaksh, 1987). Tem sido sugerido que esta habilidade de bloquear a liberacdo de
neurotransmissores de fibra C pode prevenir, especialmente, o desenvolvimento do aumento no
processamento espinhal que ocorre na segunda fase do teste da formalina (Malmberg e Yaksh,

1993).

O efeito antinociceptivo do OECa, em ambas as fases do teste da formalina, depende
dos adrenoceptores 02, uma vez que foi parcialmente revertido pelo pré-tratamento com a

ioimbina. Por outro lado, o efeito antinociceptivo do trans-cariofileno ndo se deve a interagao
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com adrenoceptores 02 uma vez que sua agdo antinociceptiva ndo foi revertida pelo pré-

tratamento com ioimbina (FIGURAS 17 e 18).

Estudos indicam que receptores opidides do tipo p ndo apresentam papel importante
na antinocicepgao aguda mediada por adrenoceptores 02. Contudo, na presenca de inflamacao, os
receptores opiodides do tipo p apresentam grande importdncia na agdo anti-hiperalgésica de
agonistas de adrenoceptores a2 (Mansikka et al., 2002). Estes dados refor¢am a idéia da

participagdo da via opidide no mecanismo de ac¢do antinociceptivo do OECa.

Diversas linhas de evidéncias indicam que opidides produzem antinocicep¢do via
interacdo com sitios centrais, a antinocicep¢do induzida por opidides classicos, tais como a
morfina, ¢ principalmente atribuida aos seus efeitos no SNC (Stein et al., 1989). Somada a esta
acdo central, estudos mais recentes mostram que opidides podem produzir anti-hiperalgesia e

antialodinia agindo em sitios periféricos (Dehaven-Hudkins et al., 1999; Obara et al., 2007).

Sabe-se que o componente inflamatorio ¢ necessario para a expressao completa da
antinocicep¢ao opidide periférica provavelmente porque apds inflamagdo ocorre a abertura da
bainha perineural, permitindo o acesso a receptores opidides presentes nos terminais nervosos
(Hassan et al., 1993; Antonijevic et al., 1995; Stein, 1995). Além disto, em quadros
inflamatorios ocorre aumento da expressio de RNAm (4cido ribonucléico mensageiro) para
precursores de peptideos opidides e os linfocitos, os quais produzem p-endorfinas, migram para o
tecido inflamado, onde o peptideo ¢ liberado (Przesmycki et al., 1992). Foi ainda comprovado
que a administracdo local periférica de agonistas opidides reverte a hiperalgesia produzida por
acido acético, carragenina, capsaicina e formalina. No teste da formalina, agonistas opidides
podem produzir efeitos por mecanismos centrais e/ou periféricos. Sendo que seu efeito periférico
pode se dar devido a interagdo com receptores opioides periféricos localizados em terminais
nervosos periféricos ou através de sua interagdo com células imunes (Perrot et al., 1999; Ko et

al., 2000).

Com relagao ao OECa, sua agdo opioidérgica central ja foi evidenciada através do

teste da placa quente (Canuto, 2005). Neste estudo pudemos constatar que o efeito
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antinociceptivo do OECa na primeira fase do teste da formalina ndo envolve a participagao do
sistema opidide, uma vez que ndo foi revertido pelo pré-tratamento com naloxona. J& na segunda
fase do teste observamos uma consideravel reversdo do efeito antinociceptivo do OECa pelo pré-

tratamento com naloxona (FIGURA 11).

Sabendo que a segunda fase do teste da formalina ¢ dominada por um processo
inflamatorio, e que agonistas opidides de acdo periférica necessitam do componente inflamatério
para expressar seu efeito antinociceptivo, pudemos supor que agdo opidide do OECa se deve, em
parte, a uma acdo periférica. Dados semelhantes foram relatados por Obara e colaboradores,
2007; eles constataram que um agonista opidide foi mais potente na segunda fase do teste da
formalina, a qual ¢ dominada por processos inflamatérios especificos, em contraste com a

primeira fase, na qual o processo inflamatério ainda ndo estéd presente.

O sistema de transdug@o do sinal de receptores opidides ativados perifericamente nao
estd claro. Contudo, apds a ocupacdo do receptor opidide nos neurdnios aferentes primarios,
existem dois mecanismos de agdo possiveis para o efeito antinociceptivo. Primeiro, a
excitabilidade neuronal ou a propaga¢do do potencial de agdo pode ser inibido (Stein, 1995).
Segundo, a liberacdo de neurotransmissores excitatorios a niveis centrais e periféricos pode ser

inibida (Yaksh, 1988).

Loperamida, um agonista opidide, produz anti-hiperalgesia através de sua
acessibilidade aos receptores opidides periféricos. Tais dados suportam a idéia de que os opidides
apresentam grande importancia na antinocicepcao local a nivel dos nervos aferentes primarios e
que estes efeitos locais podem ser dissociadios da analgesia central mediada por alguns agonistas

opidides (Dehaven-Hudkins ef al., 1999).

Com relacdo ao trans-cariofileno, ja discutimos sua provavel acdo opioidérgica
central. Podemos agora somar a esta discussdo sua acdo opioidérigica no controle da dor
neurogéncia (evidenciada pela reversao de seu efeito na primeira fase do teste da formalina pelo

pré-tratamento com naloxona), e sua possivel acdo opioidérigica periférica (evidenciada pela
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reversdao de seu efeito na segunda fase do teste da formalina pelo pré-tratamento com naloxona)

(FIGURA 12).

Mesmo com base em todos os dados recém discutidos ainda ndo ¢ possivel definir
completamente o mecanismo de a¢do antinociceptivo do OECa, alfa-pineno ou trans-cariofileno.
Porém muito j4 foi elucidado, e todos os dados apontam para a possivel utilizagdo do OECa, alfa-

pineno e trans-cariofileno como farmacos analgésicos.

Como foi constatado através dos testes das contor¢cdes abdominais e da segunda fase
do teste da formalina o OECa, alfa-pineno e trans-cariofileno possuem efeito antinociceptivo na
dor de origem inflamatdria. Tendo em vista a intima relagdo entre os processos dolorosos e
inflamatorios, em paralelo a investigacdo do mecanismo de a¢do antinociceptivo do OECa, alfa-
pineno e trans-cariofileno, analisamos o efeito destes compostos quimicos sobre um dos sinais da
inflamacdo, o edema. Para tal utilizamos os modelos de edemas de pata induzidos por glutamato,

dextrana, carragenina, serotonina, bradicinina e histamina.

A inflamagdo aguda da pata ¢ caracterizada pela migracdo de células inflamatoérias no
sistema microvascular e a entrada de fluido no tecido intersticial. Estes eventos sdo induzidos por
mediadores inflamatdrios os quais se ligam a receptores especificos nas células inflamatdrias e

endoteliais (Doerschulk et al., 1999; Saito et al., 2002).

A dextrana ¢ um polissacarideo de alto peso molecular que induz reagdes anafilaticas
depois de sua injecdo na pata de ratos, a qual é caracterizada pelo extravasamento e formacao de
edema, como conseqiiéncia da liberacao de histamina e serotonina dos mastécitos (Van Wauve e

Goosens, 1989).

O edema de pata induzido por dextrana foi significativamente diminuido nos animais
pré-tratados, via oral, com OECa ou trans-cariofileno na dose de 100 mg/kg. J& o pré-tratamento,
via oral, com o alfa-pineno na dose de 100 mg/Kg ndo foi capaz de reverter a agdo

edematogénica da dextrana (FIGURAS 22, 23 ¢ 24).
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Demonstramos neste estudo que tanto o OECa quanto o trans-cariofileno fazem uso,
pelo menos em parte, de adrenoceptores no seu mecanismo de a¢iio antinociceptivo. E possivel
que a interagdo com adrenoceptores seja também uma das vias utilizadas no efeito
antiedematogénico de ambos os compostos, pois foi demonstrado que o pré-tratamento de ratos
com varias catecolaminas diminui a reacdo inflamatoria resultante da administracdo de dextrana.
Estas catecolaminas podem agir diretamente sobre mastocitos, via a- e P-adrenoceptores,

prevenido a liberagdo de histamina e de outros fatores vasoativos (Baxter et al., 1974).

O edema de pata induzido por carragenina ¢ muito usado como modelo experimental
in vivo para a avaliagdo do potencial antinflamatdrio de extratos de plantas, sendo um modelo
padrdo para a avaliagdo de inflamagdo aguda (Okpo et al., 2001; Chattopadhayay et al., 2002;
Perianayagam et al., 2006). Além disto, este modelo ¢ muito sensivel a agdo de drogas

antinflamatodrias nao-esteroidais (Morris, 2003).

A injecdo intraplantar de carragenina resulta em uma resposta inflamatéria
caracterizada por aumento no edema de pata tempo-dependente, infiltracdo de neutrofilos,
aumento nos niveis de diversos mediadores no exudato da pata e pelo desenvolvimento de
hiperalgesia a estimulos térmicos e mecanicos (Motris, 2003). O edema induzido por carragenina
possui duas fases: a fase inicial (0-1h), mediada pela liberagdo de histamina e serotonina e
caracterizada por um infiltrado celular difuso, com predominidncia de neutrdfilos
polimorfonucleares; a segunda fase (ap6s 1h), mediada pela liberacdo de prostaglandinas e
bradicinina e caracterizada por um infiltrado composto por macrdéfagos, eosinodfilos e,
predominantemente, linfocitos; a continuidade entre as duas fases ¢ mediada por cininas (Di Rosa
et al., 1971; Rocha e Ferreira, 1986). Estudos mais recentes mostram ainda que a carragenina
induz uma liberacdo periférica de NO, producao esta mediada por NOSn na fase inicial e pela

NOSn e NOSi na fase tardia (Omote et al., 2001).

O OECa e o alfa-pineno apresentaram significativo efeito antiedematogénico com
relagdo ao edema de pata induzido por carragenina, tanto na primeira quanto na segunda fase do
teste (FIGURAS 25 e 26). Resultados semelhantes foram descritos por Fernandes e

colaboradores, 2007, para o trans-cariofileno. Estes resultados indicam que o mecanismo de acao
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antiedematogénico do OECa, do alfa-pineno e trans-cariofileno pode envolver as vias da

serotonina e/ou histamina, e as vias da bradicinina e/ou prostaglandinas.

Jé& foi demonstrado que o trans-cariofileno diminui significativamente o edema de pata
induzido por bradicinina, mas ndo ¢ capaz de diminuir significativamente o edema de pata
induzido por histamina. Também foi demonstrado que o pré-tratamento, via oral, com o trans-
cariofileno inibiu significativamente a expressdo de COX, e NOSi induzida pela injecdo

intraplantar de carragenina (Fernandes et al., 2007).

Tais resultados confirmam e explicam o efeito antiedematogénico do trans-cariofileno
na segunda fase do modelo de edema de pata induzido por carragenina, mas deixa uma lacuna
acerca da compreensdo de seu efeito na primeira fase do teste. Na tentativa de preencher esta
lacuna e de melhor compreender o mecanismo de acdo do OECa e do alfa-pineno realizamos o

modelo de edema de pata induzido por serotonina.

Alguns dados comprovam que a serotonina pode modular a resposta inflamatéria
através de sua agdo central sob células imunes e liberagdo de mediadores (Serafeim ¢ Gordon,
2001). Também foi demonstrado que a injecdo intraplantar de serotonina produz uma marcada
resposta inflamatoria na pata apresentando um papel importante na alteragdo do tonus vascular e
da permeabilidade, as quais contribuem para o extravasamento de fluido. Desta forma, a injecao
intraplantar de serotonina tem sido usada como modelo de inflamacdo aguda em camundongos

(Cole et al., 1994; Fernandes et al., 2007).

O OECa, o alfa-pineno e o trans-cariofileno foram capazes de inibir
significativamente o edema de pata induzido por serotonina (FIGURAS 27, 28 e 29). Nao ¢
possivel determinar, ao certo, se o efeito antiedematogénico no modelo de serotonina deve-se a
inibicdo de sua sintese, liberacdo ou acdo. Também ndo € possivel determinar se suas agdes se
devem a modulagao periférica local e/ou ag@o central, no entanto, ¢ possivel comprovar que, pelo
menos em parte, o efeito antiedematogénico do OECa, alfa-pineno e trans-cariofileno, na
primeira fase do modelo de edema induzido por carragenina, deve-se a interagdes com a via

serotoninérgica.
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O mecanismo da primeira fase do edema de pata induzido por carragenina envolve,
além da serotonina, histamina, agindo largamente via receptores H, (Al-Haboubi e Zeitlin, 1983).
Foi demonstrado ainda que existe uma co-relagdo entre a concentracdo total de histamina no
exudato e o grau de edema produzido pela aplica¢do de dextrana. Estes resultados sugerem que a
liberagdo de histamina ndo ¢ o resultado, mas uma das causas da formagdo de edema induzidos

por dextrana (Nishida et al., 1978).

Os mastocitos sdo uma das maiores fontes de histamina e sua degranulacdo leva a uma
rapida liberacdo de histamina (Guo et al, 1997). A histamina ¢ um dos mais importantes
mediadores da inflamagdo, age como potente vasodilatador, aumenta a permeabilidade vascular,
ativa o sistema complemento e cé¢lulas endoteliais, atua ainda no recrutamento de leucécitos e na
formagdo de edema. Este edema provavelmente ¢ conseqiiéncia da acdo vascular bem como

neuronal da histamina (Amann et al., 1995; Linard et al., 2002).

O OECa, na dose de 100 mg/Kg, apresentou significativo efeito antiedematogénico no
modelo de edema de pata induzido por histamina em todos os tempos avaliados (FIGURA 32).
Por outro lado, o alfa-pineno s6 apresentou significativo efeito antiedematogénico neste modelo,
na mesma dose, no tempo de 15 min (FIGURA 33). J4 o trans-cariofileno, como foi relatado por

Fernandes e colaboradores, 2007, ndo apresentou efeito neste modelo.

Com relagdo ao OECa, ¢ possivel que ele esteja agindo a nivel de inibi¢do da sintese,
liberagcdo e/ou acdo da histamina. J4 os seus constituintes, alfa-pineno e trans-cariofileno, sé
poderiam estar agindo em nivel de inibi¢do da sintese e/ou liberacdo da histamina, uma vez que

nao foram capazes de inibir sua agao.

As cininas reproduzem diversos processos inflamatorios que também sdo induzidos
por citocinas, incluindo aumento na permeabilidade capilar, estimulo da sintese de eicosandides e
a indu¢do da proliferacdo de tecido conectivo. Diversas linhas de evidéncias sugerem que a
bradicinina possui um potente efeito na formag¢do de edema apresentando importante papel na

geracdo e manutencdo da inflamag¢do cronica (Erdos, 1979; Tiffany e Burch, 1989; Ueno et al.,
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1998). Os receptores B; e B, estdo envolvidos, respectivamente, na iniciagdo e manutengdo da
inflamacao (Dray e Perkins, 1993). Dados também demonstram que um antagonista de receptores
de bradicinina apresenta efeito antinfamatorio no edema de pata induzido por carragenina

(Costello e Hargreaves, 1989; Ikeda et al., 2001).

Tanto o OECa quanto o alfa-pineno apresentaram efeito no edema de pata induzido
por bradicinina somente na dose de 100 mg/Kg e no tempo de 20 min (FIGURAS 30 e 31). Com
este resultado podemos supor que a possivel acdo de ambos sobre a via da bradicinina se
restringe a inibi¢do da sintese e/ou liberagdo desta, uma vez que ndo foram capazes de inibir sua

acdo de forma eficiente.

Embora ndo possamos descartar o uso da via da bradicinina no efeito
antiedematogénico do OECa e do alfa-pineno, ¢ bem possivel que o efeito de ambos na segunda
fase do modelo de edema de pata induzido por carragenina deva-se principalmente a sua agao
sobre a via das prostaglandinas, uma vez que algumas evidéncias (apontadas pelos resultados
anteriormente descritos nesta discussdo acerca do efeito antinocicceptivo do OECa e alfa-pineno)

sugerem a interacao destes compostos com esta via.

Neste trabalho ja foi discutida a participacdo da via glutamatérgica no efeito
antinociceptivo do OECa, alfa-pineno e trans-cariofileno, mostrando que, pelo menos em parte,
estes trés compostos fazem uso desta via no que diz respeito a sua agdo antinociceptiva. Porém,
enquanto a nocicepg¢do causada pela injecdo intraplantar de glutamato ¢ claramente mediada por
fibras sensiveis a capsaicina e pela liberacdo de neurocininas, a partir de neurdnios sensoriais,
que ativam receptores NK; e em menor extensdo os receptores NK,; o edema mediado pelo
glutamato parece ser mediado principalmente pela ativagdo de receptores iondtropicos nao-
NMDA e receptores NK», a estimulagdo de fibras C sensiveis a capsaicina e a liberagdo de 6xido

nitrico (Beirith et al., 2002; Beirith et al., 2003).

Os resultados aqui obtidos comprovam que a nocicep¢do ¢ o edema induzidos por
glutamato podem ser mediados por vias diferentes uma vez que o OECa apresentou efeito

antinociceptivo no teste do glutamato, mas ndo foi capaz de reverter o edema induzido pela
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inje¢do intraplantar de glutamato (FIGURA 19). Tal resultado aponta para o fato de que o OECa
deve interagir especialmente com receptores do tipo NK; e NMDA, ndo interagindo ou

interagindo em menor quantidade com receptores ionotropicos nao-NMDA e receptores NKo,.

Por outro lado, tanto o alfa-pineno quanto o trans-cariofileno apresentaram efeito
antiedematogénico com relagdo ao edema induzido por glutamato nas mesmas doses em que
apresentaram efeito antinociceptivo no teste do glutamato, mostrando que ambos os compostos

interagem de forma mais ampla com os receptores glutamatérgicos (FIGURAS 20 e 21).

Baseado nestes resultados podemos afirmar que o OECa, bem como seus
constituintes, alfa-pineno e trans-cariofileno, de forma isolada, apresentam significativo efeito
antiedematogénico. De posse dos dados que obtivemos até agora ainda ndo € possivel esclarecer
completamente o mecanismo de a¢do antiedematogéncio dos trés compostos, mas ¢ possivel dizer

que eles podem possuir relevancia terapéutica no tratamento de doengas inflamatorias.

6.0- CONCLUSOES

1- O alfa-pineno apresenta efeito antinociceptivo periférico sobre a dor de origem
inflamatoria caracteristica do teste das contorgdes abdominais. E provavel que o alfa-pineno atue
em sitios centrais, uma vez que foi capaz de aumentar o tempo de laténcia de resposta a estimulo
térmico (teste da placa quente — 55 °C) e reduzir significativamente o tempo de lambida da pata
na primeira fase do teste da formalina. Uma das vias usadas pelo alfa-pineno em sua acdo

antinociceptiva ¢ a via glutamatérgica.

2- O trans-cariofileno pode atuar em sitios centrais, conforme demonstrado no teste da
placa quente. Uma das vias usadas pelo trans-cariofileno em sua agdo antinociceptiva ¢ a via
glutamatérgica, como demonstrado no teste do glutamato. Utilizando o teste da formalina
demonstramos que o efeito antinociceptivo do trans-cariofileno, na primeira fase do teste, deve-

se, em parte, a sua interagdo com o sistema opidide e com a via L-arginina/6xido nitrico, mas nao
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se deve a interagdes com os ol- e a2-adrenoceptores. J4 na segunda fase do teste, o efeito
antinociceptivo do trans-cariofileno deve-se, em parte, a via opidide, a via L-arginina/6xido e a

interagcdes com os al-adrenoceptores, mas ndo envolve interagdes com os o2-adrenoceptores.

3- Uma das vias usadas pelo OECa em sua acgdo antinociceptiva ¢ a via
glutamatérgica, como demonstrado no teste do glutamato. A ag¢do antinociceptiva do OECa na
primeira fase do teste da formalina deve-se, em parte, a interagdes com os a2-adrenoceptores,
mas ndo se deve a interacdes com os al-adrenoceptores, nem com as vias opdide e da L-
arginina/oxido nitrico. Na segunda fase do teste o efeito antinociceptivo do OECa deve-se a
interagdes com as quatro vias testadas (via opidide, interacdes com os al- e a2-adrenoceptores e

a via L-arginina/o6xido nitrico).

4- A atividade antiedematogénica do OECa nos modelos de edema de pata induzidos
por dextrana e carragenina ¢ resultado de sua agdo modulatdria sobre a sintese, liberagdo e/ou
acdo de serotonina e histamina, somada a sua provavel a¢do sobre a liberagdo de bradicinina e
intera¢do com a via das prostaglandinas. O OECa ndo apresentou atividade antiedematogénica no
modelo de edema de pata induzido por glutamato provavelmente devido a sua pouca ou nenhuma

interagcdo com receptores iondtropicos ndo-NMDA e receptores NKo.

5- A atividade antiedematogénica do alfa-pineno nos modelos de edema de pata
induzidos por dextrana e carragenina ¢ resultado de sua acdo moduladora sobre a sintese,
liberagdo e/ou acdo de serotonina, somada a sua provavel acdo sobre a liberagdo de histamina e
bradicinina e uma possivel interagdo com a via das prostaglandinas. O alfa-pineno apresentou
atividade antiedematogénica no modelo de edema de pata induzido por glutamato provavelmente

devido a sua interacdo com receptores iondtropicos ndo-NMDA e receptores NK,.

6- O trans-cariofileno apresentou atividade antiedematogénica no modelo de edema de
pata induzido por dextrana provavelmente devido a sua acdo moduladora sobre a sintese,
liberagdo e/ou agdo de serotonina. J4 seu efeito antidematogénico no modelo de edema de pata
induzido por glutamato deve-se, provavelmente, a sua interagdo com receptores ionodtropicos nao-

NMDA e receptores NKo.
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7- O efeito antinociceptivo e antiedematogénico do OECa deve-se a complexa
interacdo sinérgica, antagdnica e/ou de adicdo dos efeitos dos muitos constituintes presentes em

sua composicao.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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