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RESUMO

Estragol (EST) é usado como aromatizante na industria de alimentos e
cosmeéticos. Este &€ um constituinte natural de varios 6leos essenciais de muitas
plantas do Nordeste do Brasil. Ele apresenta muitas agbdes biolégicas como:
anestésica, hipotérmica, antimicrobiana, miorrelaxante e antiespasmaédica.
Neste estudo, ndés verificamos o efeito do estragol sobre os parametros
eletrofisiolégicos nos axdnios do Nervo Ciatico (NC) e nos neurossomas do
Ganglio da Raiz Dorsal (GRD) de ratos. Foram utilizados Rattus novergicus
(Wistar) de ambos os sexos com massa entre 200-250g de onde foram
dissecados os NC e GRD, mantidos a uma temperatura entre 18°C a 24°C
numa solugao nutridora tipo Locke com pH=7,4. No NC realizamos o registro
do potencial de agao composto (PAC) evocado por pulso de onda quadrada,
com amplitude de 40V, duragdo de 100us a 0,2Hz. O PAC dois picos positivos
de ondas que denominamos de 1° e 2° componentes. 4mM de EST reduziu a
amplitude positiva do primeiro e segundo componente, respectivamente, para
46,1+4,9 e 61,4£10,1 % (N=8) do controle [controle = 4,5£0,4 mV (N=24) e
1,210,2 mV (N=24)]. A 6mM, EST reduziu a amplitude do 1° e 2° component
para 13,3+2,3 e 13,5t4,9% (N=8) do controle, respectivamente. A técnica do
microeletrodo intracelular (Current Clamp) foi utilizada para registrar a atividade
elétrica no GRD. Os parametros de andlise foram: resisténcia de entrada (R™),
potencial de repouso (PR), amplitude, duragado, inclinagbes ascendentes
maximas (dV/dt).sc e inclinagdo descendente (dV/dt)gesc. Em 31 neurbnios do
GRD com caracteristicas nociceptoras, EST bloqueou o potencial de agao (PA)
de maneira concentracdo dependente: 1, 2, 4 e 6mM bloqueou o PA em
0.0£0.0%, 28.6+18.4%, 50.0+16.7% e 75.0+25.0% das células. Em 83
neurénios do GRD que ndo mostraram caracteristicas nociceptoras, o
percentual de bloqueio foi 0.0£0.0%, 19.2+7.9%, 52.918.7% e 78.6+11.4% para
as mesmas concentracdes de EST descritas acima. As concentragcbes de EST
utilizadas ndo modificaram estatisticamente R, e o PR em nenhuma das
populagdes de neurdnios estudadas. O estragol bloqueia o PA nos neurdnios
do GRD de maneira concentragao-dependente. Neurbnios nociceptores e

outros fendtipos neuronais sao igualmente afetados pelo monoterpendide. Ha



auséncia de alteragdes significativas no PR e Ry, sugere que o estragol pode

agir em canais para Na* dependentes de voltagem.

PALAVRAS CHAVES: estragol, potencial de acdo composto,
parametros eletrofisioldgicos do potencial de agéo, ganglio da raiz dorsal, nervo

ciatico.



ABSTRACT

Estragole (EST), a low molecular weight phenylpropene, is widely utilized in
food industry and is found in essential oil of many plants. This is a study of the
effects of EST on the action potentials of peripheral nerves and neurons. We
have recorded extracellular compound action potentials (CAP) in rat sciatic
nerve (CN) and intracellular action potentials on rat dorsal root ganglion (DRG)
neurons. Wistar rats (200-250g) were killed by cervical dislocation. CN and
DRG were removed and kept in ice-cold Locke solution, pH = 7.40. Action
potentials were elicited in CAP by electrical stimulation, and the nerve action
potential was recorded by extracellular electrodes. The waves had two positive
peaks, called here as 1% and 2™ components. Averaged values of these
components in control conditions were 4.5£0.4 mV (N=24) and 1.2+0.2 mV
(N=24). EST at 4 mM reduced the amplitude of the 1%' and 2" component to
46,1+4,9 and 61,4+10,1 % (N=8) of control, respectively. At 6mM, EST reduced
the amplitude of the 1% and 2" component to 13.3+2.3 and 13.5+4.9% (N=8) of
control, respectively. In DRG the action potentials were recorded from neurons
through intracellular microelectrodes. Resting membrane potential (E,), input
resistances (Ri,) and other action potential parameters, like amplitude, duration
and the maximum rate of potential rising ((dV/dt)max) Were calculated. In 24
DRG neurons with nociceptor characteristics, EST blocked the action potential
in a dose related manner: 1, 2, 4 and 6mM blocked the AP waveform in
0.0+0.0%, 28.6+18.4%, 50.0£16.7% and, 75.0+25.0% of cells. In 83 DRG cells
which did not show nociceptor characteristics, the blockades were 0.0£0.0%,
19.2+7.9%, 52.9+8.7%, 78.6£11.4% with the same EST concentrations above.
In the range of EST concentration used, there were no changes in Ri, and E, in
both neuronal populations. EST inhibits AP in CAP in neurones of DRG, in a
dose-dependent . Nocicepetors and other cell phenotypes are equally affected
by the terpenoid. The absence of effects on E, and Ri, points to an inhibitory

effect of estragole on voltage-gated Na* channels.

KEY WORDS: Estragole, Compound action potential, action potential

parameters, dorsal root ganglion, Sciatic nerve.
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1.INTRODUGAO

1.1 ESTRAGOL

O estragol (C1oH120) caracteriza-se por ser um éter monoterpendide,
designado 4-2-(propenil)metoxibenzeno. Possui alguns sinbnimos como: metil-
chavicol, p-alilanisol, chavicol metiléter, 4-metoxialilbenzeno (Vinzenci et al.,
2000) (Figura 1). Considerando suas propriedades fisico-quimicas, ¢ uma
substancia que se apresenta liquida a temperatura ambiente, de aspecto
oleoso, incolor ou levemente amarelado. Nao é muito estavel principalmente

quando exposto ao ar, umidade, luz, calor e metal (Simdes et al.,1999).

/

CH50

Figura 1 - Estrutura molecular do estragol. Sua estrutura quimica consiste em um
anel benzeno substituido com um grupo metoxi e um grupo propenil. Imagem obtida

do site: upload.wikimedia.org/Wikipédia/commons/thumb/...

Ocorre naturalmente como constituinte de 6leos essenciais de plantas
aromaticas que estao localizadas, principalmente, em regidées quentes como o
Mediterraneo ou paises tropicais. Os Oleos essenciais sao liquidos volateis,
possuem um forte odor e sdo formados pelo metabolismo secundario das
plantas. Podem ser sintetizados por todas as partes das plantas (folhas, flores,
caule, frutos ou raizes) e armazenados em células secretorias, células

epidérmicas ou no tricoma glandular (Bakkali et al., 2008). A sua extragao pode
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ser realizada facilmente através da técnica de destilagao por arraste a vapor

d’agua.

Os 6leos essenciais representam uma mistura complexa que pode
conter entre 20 e 60 constituintes em diferentes concentracbes. Os
constituintes em maior concentragdo, que em geral sao dois ou trés,
caracterizam o O6leo essencial e frequentemente determinam as suas
propriedades biologicas e efeitos farmacologicos. Estes constituintes sao
classificados como principais quando comparados aos demais componentes
presentes em menores quantidades (Bakkali et al., 2008). Por exemplo,
estragol (59%) e anetol (27%) s&o os principais constituintes do 6leo essencial
do Croton zehntneri (Craveiro et al., 1977; 1978).

O Croton zehntneri Pax et Hoffm €& um arbusto da familia
Euphorbiaceae, abundante na caatinga brasileira. Popularmente, € conhecido
como canela de cunha e utilizado na forma de chas e infusbes para tratar
disturbios digestivos e de ansiedade. Por apresentar um forte e agradavel odor
de anis, o extrato de seus galhos e folhas é utilizado como aromatizante e
elducorante de doces e aguardente de cana (Craveiro et al., 1981; Leal-
Cardoso e Fonteles, 1999; Matos, 1999).

O dleo essencial do Croton zehntneri (OECz) ja demonstrou atividade
larvicida (Lima et al., 2006), antifungica (Singh et al., 2006) e acao antioxidante
provavelmente pela agcédo sinérgica de seus constituintes (Morais et al.,2006).
Aproximadamente 2% do peso seco das folhas do C. zehntneri corresponde ao
seu Oleo essencial, que €& composto principalmente por terpenos e
monoterpenos (Craveiro et al., 1978). Como citado anteriormente, os principais
constituintes do OECz sdo o anetol e estragol, ambos isbmeros de cadeia

derivados do fenilpropanol (Craveiro et al., 1977; 1978).

Estes constituintes também s&o analogos quimicos do eugenol,
designado como 2-metoxi-4-(2-propenil) fenol, que € uma substancia que tem
sido largamente utilizada, via sintese quimica, como uma molécula de partida

na pesquisa para a produgdo de novas substancias e para descobertas de
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novos agentes terapéuticos (Dallmeier e Carlini, 1981; Ansher et al., 1986; Lin
et al., 1999; Stoof et al., 1999; Huang et al., 1999).

Ao contrario do eugenol, o principal uso comercial do estragol é como
aromatizante nas industrias alimenticias e por esta razdo os estudos
concernentes a genotoxidade desta substancia sdao abundantes na literatura

cientifica.

Ao entrar no organismo, o estragol podera ser metabolizado por quatro
vias diferentes, duas das quais leva a formacao de metabdlitos genotoxicos. A
via pela qual o estragol ira seguir, parece ser dose dependente; em doses
baixas, o estragol tende a seguir pelas vias de desintoxicagdo, enquanto em
doses elevadas ha uma tendéncia de seguir o metabolismo da hidroxilagéo,

aumentando o risco carcinogénico desta substéncia (Anthony et al., 1987).

A primeira via genotdxica tem inicio com a hidroxilagdo do estragol pela
enzima citocromo P450 formando 1-hidroxiestragol. Este composto podera
sofrer acao de sulfotransferases e ser convertido a 1-sulfoxiestragol, que é
instavel, degrada em meio aquoso e reage com carbocation, o qual & capaz de
se ligar covalentemente a moléculas nucleofilicas como glutationa, RNA e
DNA, originando adutos de DNA (Phillips et al., 1981; 1984; Randerath et
al.,1984; Wiseman et al.,1985). O 1-hidroxiestragol, por outro lado, podera se
conjugar ao acido glicurdnico, formando um composto estavel que € excretado
na urina. Esta constitui uma importante rota de desintoxicagdo (Solheim e
Scheline, 1973; Anthony et al., 1987). Outra via genotdxica consiste na
epoxidagao do estragol formando estragol-2’,3,-0xido, que se mostrou capaz de
formar adutos de DNA in vitro, mas ainda nao foram encontrados in vivo (Luo et
al., 1992; Guenthner e Luo, 2001).

As outras vias metabdlicas definidas para o estragol consistem na O-
demetilacdo, formando o composto 4-alilfenol que sera excretado pela urina
como sulfo- ou —glicuronosil (Solheim e Scheline, 1973; Anthony et al., 1987), e
na formacdo do 3-hidroxianetol. Contudo ainda nao ha informacdes se este
metabdlito & formado pela isomerizagao do 1-hidroxiestragol ou pela conversao

do estragol. O 3-hidroxianetol pode ser oxidado a acido 4-metoxicinamico que,
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por sua vez, sera oxidado ao acido 4-metoxibenzdéico (Solheim e Scheline,
1973; Anthony et al., 1987).

A literatura também descreve algumas atividades bioldgicas para o
OECz e estragol. Contudo, ainda ha poucos estudos relacionados a este tema
(ou mesmo ndo ha em algumas areas), quando comparados aos concernentes
a genotoxidade do estragol. OECz e estragol apresentaram excelente atividade
antimicrobiana contra algumas bactérias patogenas, fungos e helmintos,
enquanto mostrou-se relativamente inofensivo para vegetais e seres humanos
(Shin e Kang, 2003; Camurga-Vasconcelos et al., 2007; Fontenelle et al.,
2008;).

O OECz inibiu, in vitro, o desenvolvimento de ovos e larvas do
nematelminto Haemonchus contortus, e mostrou-se eficaz, in vivo, contra
Syphacia obvelata e Aspiculuris tetraptera, que sdo nematelmintos comumente
encontrados no trato gastrointestinal de animais de laboratério (Camurcga-

Vasconcelos et al., 2007).

Fontenelle e colaboradores (2008) demonstraram que o OECz possui,
in vitro, propriedades antifungicas contra Microsporum canis e Candida spp.
sem toxidade aguda. Esta atividade do OECz pode ser atribuida a seus
principais constituintes, estragol e anetol, que se mostraram eficazes contra
Aspergillus parasiticus (Kapinar 1990, Singh et al., 2006). O potencial
antifungico do estragol isolado (Shin e Kang, 2003) ou em combinagdo com

cetonoconazol (Shin e Pyun, 2004) ja foi descrita contra espécies de candida.

O Estragol possui atividade bactericida, pois reduziu em mais de 50%
as unidades formadoras de colbnias das seguintes espécies de bactérias:
Campylobacter jejuni, Escherichia coli, Listeria monocytogenes e Salmonella

enterica (Friedman et al., 2002).

Ja se observou, também, que o estragol apresenta atividade
farmacoldgica variada e relevante em diferentes tipos de musculos e nervos.
Na musculatura esquelética, OECz e seus principais constituintes, anetol e

estragol, atuaram em dois locais distintos: no reticulo sarcoplasmatico
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liberando Ca** para o meio intracelular e promovendo a contracdo muscular; e
na membrana pos-juncional bloqueando a transmissdo neuromuscular
(Albuquerque et al., 1995).

Sobre o sistema cardiovascular, o OECz, anetol e estragol produziram
mudancas ditas bifasicas. Siqueira e colaboradores (2006) observaram que, na
mesma dose e no intervalo de 4 a 8 segundos, estas substancias alteraram a
frequéncia cardiaca e a pressdo cardiovascular em duas fases. Na primeira
fase, causaram hipotensdo e bradicardia, provavelmente associada a
mecanismos colinérgicos. Em um momento posterior (segunda fase) causaram
um aumento na pressdo sanguinea, provavelmente por causar uma
vasoconstriccdo através da inibicdo da produgao de 6xido nitrico endotelial.
Resultados semelhantes foram encontrados por Soares e colaboradores
(2007), cujos relatos indicam que em baixas concentragdes, anetol e estragol,
contrairam a musculatura lisa vascular de ratos e em concentragdes elevadas,
ambos relaxaram o tecido. Eles sugerem que o efeito contraturante do anetol
deva-se a uma acdo direta ou indireta na abertura de canais para Ca**

dependentes de voltagem.

O estragol apresenta ainda efeito antiespasmaodico, de maneira dose-
dependente, nas contragdes musculares lisa ileal induzidas por acetilcolina,
histamina e 50 mM de K* e nas contracdes induzidas por Ca** na presenca de
50 mM de K*, além de causar relaxamento dos ileos pré-contraidos por 60 mM
de K* (Coelho-de-Souza et al.,1997).

O OECz apresentou um efeito depressor no Sistema Nervoso Central
(SNC), mas néo relacionado a mecanismo dopaminérgico, o0 que corrobora o
uso da planta na medicina popular para tratar os disturbios nervosos como
irritabilidade, ansiedade e convulsbées (Batatinha et al., 1995; Lazarini et al.,
2000). O OECz possui ainda atividade antinociceptiva, pois em doses de 300
mg/kg, administrada via oral, reduziu o tempo de lambida da pata na segunda
fase do teste da formalina e aumentou a laténcia no teste da placa quente
(Oliveira et al., 2001). O Estragol induziu alteragbes comportamentais
relacionadas a ansiedade ao reduzir o tempo total de interagcédo social entre os

ratos (Cosentino et al., 2004).
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Leal-Cardoso e colaboradores (2004) demonstraram que o estragol
bloqueia, de maneira dose-dependente, a excitabilidade nervosa ao reduzir os
seguintes parametros do potencial de agdo composto: cronaxia, reobase,

amplitude pico-a-pico e velocidade de conducgao.

1.2 POTENCIAL DE ACAO E POTENCIAL DE ACAO COMPOSTO

As células nervosas, no repouso, apresentam uma diferenca de
potencial elétrico entre os lados interno e externo da membrana da ordem de -
60 mV. Isso ocorre devido, principalmente, ao fluxo de ions através da
membrana a favor de seus gradientes eletroquimicos (Berne et al., 2004). Na
presenga de um estimulo elétrico que atinja o limiar de excitabilidade, uma
alteracao rapida e abrupta da diferenca de potencial existente entre as faces da
membrana é observada e se propaga por toda a fibra nervosa. Essa alteragao

é denominada Potencial de Agéo (PA).

O PA é uma resposta celular produzida quando se atinge um potencial
limiar de excitagdo da membrana. Esta resposta é dita ser do tipo tudo-ou-nada
porque, ao ser atingido o limiar de membrana, o PA é deflagrado e propagado
por toda a célula com a mesma forma e amplitude, independente de ser

aplicado um estimulo superior ao estimulo limiar (Berne et al., 2004).

O PA tipico dura cerca de 4 ms e é caracterizado pela existéncia de
trés fases. Na primeira fase, conhecida como despolariza¢do, a polaridade do
interior da membrana é revertida de negativo para positivo. Logo em seguida,
essa alteracao retorna ao valor inicial (potencial de repouso) caracterizando a
fase de repolarizagdo. Na terceira fase, denominada pos-potencial
hiperpolarizante, ocorre uma hiperpolarizagéo transiente, ou seja, o interior da

célula fica mais negativo do que no potencial de repouso (Berne et al., 2004).

Como pode ser observada na figura 2, a génese do potencial de agao
envolve mecanismos ionicos e alteracdo da permeabilidade da membrana aos
ions Na* e K*. Em repouso, a membrana celular € mais permeavel aos ions K",

onde os valores de potencial de membrana se aproximam do valor do potencial
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eletroquimico deste ion. Uma vez excitada, ha uma alteracdo da
permeabilidade seletiva da membrana, observando-se uma inversdao em sua
polaridade e aumento da condutancia aos ions Na*. Este ultimo estado faz com
que os valores de potencial de membrana aproximem-se do valor do potencial
eletroquimico do Na*. No entanto, a condutancia aumentada aos ions Na* logo
cessa e a condutancia da membrana aos ions K* é aumentada, fazendo com
que o potencial de membrana retorne ao seu estado original de negatividade
através do efluxo de K* e, principalmente, através de um processo chamado

“inativagéo do canal para Na™ (Hodgkin e Huxley, 1939; Hodgkin e Katz, 1949).

Em experimentos para investigar as propriedades elétricas do PA,
aplica-se um pulso de corrente despolarizante cuja intensidade atinge o
potencial limiar da membrana e dispara o PA. Observa-se que no inicio do
pulso a condutdncia ao Na® aumenta e, & medida que a inativacdo se
desenvolve, torna-se menor. Ja o aumento da condutancia ao K™ é mais tardio
e persiste durante todo o pulso despolarizante. Ou seja, o influxo de Na* & um
processo transitorio e autolimitado, visto haver um processo de inativagao que
impede mais influxo de Na*, mesmo persistindo o pulso despolarizante (Kandel
et al., 2000; Hille, 2001).

Devido ao carater lipofilico da membrana celular, o fluxo desses ions
ocorre de maneira seletiva através de canais idnicos que sao proteinas
integrais da membrana. Os canais i6nicos podem sofrer alteragbes
conformacionais e permitir a passagem dos ions. Essa permeabilidade é
determinada por trés tipos distintos de estimulos: quimicos, mecanicos e
elétricos. Durante o PA, apenas canais ibnicos dependentes de voltagem
participam. Em geral, estes canais sao especificos para determinado ion e
formados por a-hélices, das quais uma delas corresponde a um sensor de
voltagem que detecta a alteragdo e permite a abertura ou o fechamento do
canal (Hille, 2001).
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Figura 2 - Alteragées na permeabilidade da membrana originam o potencial de
agdo. A esquerda, potencial da membrana graduado em milivolts e & direita, a
permeabilidade da membrana graduada em abertura de canais por milimetro
quadrado. No potencial de repouso, o potencial de membrana esta préoximo ao
potencial eletroquimico do K* (Ex:). No potencial limiar de excitagdo da membrana,
ocorre a abertura de canais para Na® e influxo deste ion, originando o potencial de
acdo. O potencial de repouso é restabelecido pelo efluxo de K* (repolarizagéo). Figura

modificada da Encyclopedia Britannica, Inc. 2002°

A geracao e transmissdo do PA em uma fibra nervosa ocorrem por
meio de dois processos que se complementam: a excitacdo e a condugdo. A
excitacao se refere aos eventos, citados anteriormente, que levam a geracgéo
de um PA e a conducéao se refere a propagacéo dessa resposta ao longo da
fibra nervosa (Best e Taylor, 1990). Curtis e Cole (1938) observaram que para
um impulso gerado se propagar ao longo de um nervo, além da
despolarizacido, ocorria aumento da permeabilidade da membrana a ions na

regiao despolarizante.



24

O potencial de agao é dito composto quando registrado em um tronco
nervoso e reflete o somatério de varios PAs de células individuais que
dispararam quase que simultaneamente. O potencial de agdo composto (PAC)
difere em varios aspectos do PA do tipo tudo-ou-nada registrado em uma unica
célula (Junge, 1977).

Ao contrario do PA, o PAC é graduado, ou seja, sua resposta varia com
a amplitude do estimulo. Isso ocorre devido os nervos serem formados por
fiboras de diferentes didmetros distribuidas aleatoriamente. As fibras mais
proximas a superficie respondem com estimulos mais baixos enquanto fibras
mais distantes necessitam de estimulos maiores. O didmetro destas fibras
relaciona-se inversamente com o limiar de excitabilidade. Assim, com pequeno
estimulo apenas as fibras de diametros maiores e mais proximas a superficie
do nervo serao excitadas, e a medida que aumentarmos o estimulo estaremos
recrutando fibras menores e mais afastadas da superficie. Em certo estimulo,
denominado estimulo maximal, todas as fibras terdo sido estimuladas e
qualquer aumento no estimulo ndo mais aumentara a resposta (Hursh, 1939;
Junge, 1977).

O PAC possui natureza bifasica, que € um resultado do registro feito
com um par de eletrodos diferencial. A medida que o PAC se propaga pelo
nervo, cada eletrodo registra a alteragdo de voltagem em relagédo ao outro
eletrodo ocasionando as fases ascendentes e descendentes do PAC (Junge,
1977).

Quando registrado em um nervo de longo comprimento e com estimulo
maximal, o PAC mostra varias ondas denominadas de componentes (Figura 3).
Estes componentes ocorrem porque a longa distédncia de condugédo permite
que os PAs das variadas fibras atinjam os eletrodos de registro em tempos
diferentes. Como a velocidade de condugao de um axdnio € uma fungao de seu
diametro, entdo o componente mais rapido do PAC é formado por fibras
rapidas e com didmetro maior, enquanto os componentes mais lentos sao

formados por fibras lentas e com diametros menores.
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Além da velocidade de conducgao, as fibras contribuem para a
amplitude do PAC em proporcao ao quadrado de seus didametros. O resultado é
que fibras maiores, embora em menor quantidade no nervo, s&o responsaveis
pelos maiores componentes do PAC. Essas fibras foram denominadas como

grupos A, B e C e suas propriedades estdo sumarizadas na tabela 1.

a

o >3'c';::m*‘5 ﬁl"

T T T T T T T T T T T
15 2 25 3 a5 9 a5 5 a5 [ 65

Tempo (ms)

Figura 3 — Registro do potencial de agao composto do nervo ciatico de rato. Os
picos, denominados pelas letras gregas a e B, representam o primeiro e segundo
componente do PAC, respectivamente. A forma das ondas dos componentes é
determinada pela quantidade, diametro e velocidade de conducao das fibras presentes

no nervo.
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TABELA 1 - Classificagdao das fibras nervosas de mamiferos. A classificacdo do
grupo | a IV aplica-se somente a fibras sensoriais.

Tipo Diametro | Velocidade de
(um) Conducao
(m/s)
15-20 50-120 Fibras motoras para musculo
esquelético
la 15-20 70-120 Terminagdes primarias no

fuso muscular

Ib 12-20 70-120 Aferentes no érgao tendinoso
de Golgi
Il 5-10 30-70 Terminagdes secundarias

nos fusos musculares, tato,

pressao
15-30 Inervacéo motora dos fusos
musculares
Il 2-5 5-25 Receptores de pressao, dor

rapida e aguda e temperatura

3 3-15 Pré-ganglionares

autondémicas

0.5-1 0.5-2 Pds-ganglionares

autondémicas (nao-
mielinizadas)

\Y 0.5-1 0.5-2 Dor lenta e difusa e

temperatura (ndo-

@
&

mielinizadas)

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

1.3 GANGLIO DA RAIZ DORSAL E NERVO CIATICO

O Ganglio da Raiz Dorsal (GRD) é um aglomerado de corpos celulares
de fibras sensoriais que esta localizado junto as raizes dorsais de cada nervo

espinhal. Os neurdnios do GRD sao do tipo pseudo-unipolar e conduzem
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informacdes sensoriais de receptores localizados na pele, musculos ou
articulagdes para o SNC. Devido a estrutura caracteristica desses neurénios,
as sinapses sao ausentes (Lieberman, 1976) e a comunicagao entre as células
ocorre via despolarizagéo cruzada, originada quando os neurdnios vizinhos s&o

estimulados freqlientemente (Devor e Wall, 1990).

Originalmente, e com base em seu diédmetro celular e coloragcao sobre
0 microscopio optico e eletrdnico, os neurdnios do GRD foram classificados em
dois tipos histolégicos basicos, denominados “large light” e “small dark”
(Lieberman, 1976). Os neurbnios “large light” apresentam coloracéo
citoplasmatica desigual, com areas densas de corpusculos de Nissl intercalada
com uma grande regido levemente colorida devido a grande quantidade de
neurofilamentos. Os neurdnios “small dark” possuem, em geral, uma coloragéo
mais uniforme e citoplasma intensamente basoéfilo com pouco ou nenhum

neurofilamento (Lawson et al., 1974, Duce e Keen, 1977).

Considerando suas propriedades imunocitoquimicas, os menores
neurénios do GRD expressam substancia P e gene relacionado a calcitonina
(CGRP), dois peptidios que podem estar ligados a fungdo nociceptiva
(Mc.Carthy e Lawson, 1997). O principal marcador de neurdnios “large light” é o
anticorpo monoclonal RT97, que se liga a neurofilamentos de 200 kDa (Lawson
et al., 1984).

A velocidade de conducdo das fibras do GRD se correlaciona com a
morfologia celular. As células maiores conduzem rapidamente o PA e sao
classificadas como fibras Aa (30-55 m/s) ou AR (14-30 m/s); as células de
tamanho intermediario sdo classificadas como Ad (2,2-8 m/s); as fibras do tipo
C de conducgéo lenta (<1,4 m/s) relacionam-se as menores células do GRD

(Harper e Lawson, 1985a).

Outra distingdo entre as células é denotada pela forma de seus
potenciais de acdo evocados. As células do tipo Aa e AB disparam PA de curta
duragédo contrastando com os neurdnios do tipo C, e alguns do tipo Ad, que
apresentam PA mais largo e com uma inflexdo na sua fase de repolarizagao
(Harper e Lawson, 1985b; Djourhi et al., 1998).
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As propriedades elétricas dos PAs dependem dos diferentes canais
ibnicos expressos na membrana celular. Dessa forma, as células do GRD com
suas diferentes formas de PAs expressam diferentes subtipos de canais
ibnicos. Células com PA de longa duragdo expressam canais para Na’
sensiveis a tetrodoxina (TTX-S), as isoformas Na,1.8 e Na,1.9 dos canais para
Na® resistentes a tetrodoxina (TTX-R) e canais para K* com ativagéo lenta.
Células que expressam canais para Na® TTX-S e canais para K* com ativagéo
lenta apresentam PA de duragdo intermediaria e as células com PA de curta
duracdo expressam as isoformas Na, 1.1, Na,1.6 e Na,1.7 dos canais para Na*
TTX-S, o Na,1.8 (TTX-R) e canais para K* com ativacédo rapida (Campbell,
1992; Black et al., 1996; Sangameswaran et al., 1997; Toledo-Aral et al., 1997,
Amaya et al., 2000; Fjell et al., 2000).

O Nervo Ciatico (NC) de ratos representa um classico modelo para o
estudo de mecanismo de regeneragao das fibras nervosas, desenvolvimento e

morte celular induzida e neuropatias.

O NC origina-se dos segmentos espinhais L4 a L6 e inerva toda a
regiao dos membros inferiores. Na sua porgao mais central, ele se ramifica em
varios fasciculos dando origem, mais distalmente, aos nervos tibial, peroneal e
sural (Schmalbruch, 1986; Swett et al., 1986). O NC possui fibras motoras
(eferentes) e sensitivas (aferentes) e, devido a existéncia destes dois tipos de

fibras, & considerado um nervo misto.

As fibras eferentes sado mielinizadas e de dois tipos: Aa com
velocidade de condugdao de 50-120 m/s e inervam fibras musculares
esqueléticas; Ay responsavel pela manutencado do tdnus muscular e inervacao
do fuso muscular, com velocidade de conducédo de 15-30 m/s (Best e Taylor,
1990; Nokes et al., 1991; Catterral e Mackie apud Goodmaan e Gilman, 1996;
Aidley, 1998).

As fibras aferentes sdo do tipo Aaq, subtipos (Ib) via aferente do 6rgao
tendinoso de Golgi e (la) terminagdes primarias no fuso muscular, possuem um
didmetro médio de 15 uym e velocidade de condugdo de 70 a 120 m/s; AB -

funcao principal de aferéncia na propriocepg¢ao, tato e pressao nos musculos e
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articulacdes, didmetro médio de 8 um e velocidade de conducdo média de 50
m/s; Ad - fibras sensitivas para temperatura e dor, diametro de 1 a 4 ym e
velocidade de condugdo de 5 a 25 m/s. Possui ainda fibras sensitivas nao
mielinizadas do tipo C que conduzem informacgao referente a dor em uma
velocidade média compreendida entre 0,5 e 2 m/s (Best e Taylor, 1990; Nokes
et al., 1991; Catterral e Mackie apud Goodmaan e Gilman, 1996; Aidley, 1998).
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2. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DO ESTUDO

O estragol € um constituinte natural de dleos essenciais de algumas
plantas do género Créton que é abundante na caatinga brasileira. Estas plantas
sao utilizadas para o preparo de chas e infusbes na medicina popular com o
propésito de tratar as mais variadas formas de disturbios. Os estudos com
substancias naturais agregam valor a biodiversidade da caatinga, que

representa um bioma unico no mundo e pouco estudado.

Os oleos essenciais, presentes em diversas partes das plantas e
produzidos através de seu metabolismo, vém apresentando alto potencial
farmacologico, além de serem de extragao facil e economicamente viavel. As
atividades bioldgicas desses 6leos se devem a acgao isolada e/ou conjunta de
seus constituintes quimicos. Para o estragol ja foram descritas atividades
biolégicas, tais como antimicrobiana, antiinflamatodria, antioxidante dentre
outras, o que confere a esse constituinte uma possivel utilizacdo como
farmaco. Acrescenta-se a esta importancia, a similaridade da molécula de
estragol a molécula de eugenol, que vem sendo utilizado como molécula de

partida para a sintese de novos farmacos.

Embora o estragol apresente bom potencial para utilizagao terapéutica,
ainda ha poucos estudos na literatura cientifica que relacionem a acao deste
constituinte sobre preparagdes do sistema nervoso e, até o momento, nio
foram encontrados trabalhos que relatem a utilizagdo da técnica do
microeletrodo intracelular na investigagdo do efeito deste constituinte em
tecidos bioldégicos. Os trabalhos encontrados visam apenas avaliar parametros
comportamentais que compreendam o funcionalismo do sistema nervoso.
Portanto, é com o intuito de disponibilizar mais dados da agdo do estragol
sobre neurdnios periféricos que resolvemos investigar a acdo deste composto

em preparagdes intactas dos neurdnios do GRD e do NC de ratos.
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3.0OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar as alteragdes eletrofisiolégicas produzidas pelo estragol em

diferentes neurdnios periféricos de ratos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Diferenciar os tipos de fibras presentes no registro do PAC
(através da velocidade de condugao) e os neurdnios sensoriais do GRD
(através da forma do PA).

2. Caracterizar o efeito do estragol sobre as fibras do NC de ratos
registradas no PAC quantificando os seguintes parametros de andlise:
amplitude positiva dos componentes e velocidade de condugdo dos
componentes.

3. Caracterizar o efeito do estragol sobre o PA dos neurossomas do
GRD de rato quantificando os seguintes parametros de analise: amplitude do
PA, duracado desse potencial e inclinagbes maximas nos ramos ascendentes e
descendentes.

4. Comparar o efeito do estragol nas fibras do NC e nos
neurossomas do GRD.

5. Determinar as alteragbes dos parametros resisténcia de entrada
da membrana celular e potencial de repouso dos neurénios do GRD.

6. Elucidar os possiveis mecanismos de agdo desse constituinte

sobre a excitabilidade elétrica em neurdnios periféricos de ratos.
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4. METODOLOGIA
4.1 ANIMAIS

Para realizacdo deste trabalho utilizamos ratos Wistar (Rattus
novergicus) de ambos 0s sexos com massa corpérea compreendida entre 250-
350 gramas. Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade
Federal do Ceara (UFC) e mantidos, com livre acesso a agua e ragao, no
Biotério de manutencgao do Instituto Superior de Ciéncias Biomédicas (ISCB) da
Universidade Estadual do Ceara (UECE).

O manuseio e utilizagdo dos animais foram aprovados pelo Comité de
ética no uso de animais de experimentacdo da UECE e obedeceram os
critérios estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA).

4.2 SOLUCOES

Os tecidos foram nutridos por solugdo de Locke modificada na seguinte

composicao (em mM):

- NaCl: 140, KCI: 5,6, MgCly: 1,2, CaCly: 2,2, Tris-Hidroximetil-
Aminometano (TRIS): 10, Glicose: 10.

A solugédo de locke teve o pH ajustado para 7,4 + 0,01 utilizando NaOH

ou HCI a temperatura ambiente.

Utilizamos solugdo 0 Na* que foi preparada pela substituicdo do NaCl
por N-metil-D-glicosamida (NMDG) da solugdo de Locke, a fim de manter a
osmolaridade da solucdo. Para os experimentos com alta concentracdo de K*
extracelular, utilizamos Locke com KCI a 20 ou 40 mM, mantendo as mesmas

concentragcdes dos outros sais.
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O estragol, por ter caracteristica oleosa, foi primeiramente solubilizado
em dimetilsulféxido (DMSQO) e posteriormente diluido em solugdo de Locke
para a obtengdo das concentragbes de trabalho desejadas. Neste estudo,
utilizamos o estragol nas concentragbes de 1, 2, 4 e 6 mM, uma vez que Leal-
Cardoso e colaboradores (2004) constataram que nessa faixa de concentragéo

esta o efeito depressor da excitabilidade nervosa.

No intuito de prevenir a ocorréncia de um possivel efeito da solucéo
solubilizadora sobre a preparacao, optamos por n&o utilizar concentragdes
maiores que 0,2 % (v/iv) de DMSO neste estudo, uma vez que, em
concentracdes de 0,3 a 1 %, o mesmo foi capaz de potencializar o efeito da

lidocaina sobre os receptores nicotinicos da acetilcolina (Somei et al., 1995).

O estragol, os sais utilizados para o preparo das solugdes e o
solubilizante, foram adquiridos juntos a Sigma Chemical Corporation (St. Louis,
MO, USA).

4.3 ELETROFISIOLOGIA

4.3.1 Registro Extracelular

Para registro extracelular do PAC (Figura 4), os NC dos ratos foram
cuidadosamente dissecados e imediatamente acondicionados em solucédo de

Locke até o momento de sua utilizagao.

Em seguida, a camara de registro (caméara de Havard) foi preenchida
com 8 ml de solucdo de Locke e o nervo foi disposto horizontalmente sobre os
eletrodos de platina desta camara. Uma algca de aproximadamente 20 mm do
nervo ficou submersa na solugdo a fim de que, por capilaridade, tanto a
solugéo quanto o estragol fossem administrados ao tecido. A camara foi, entéo,

hermeticamente fechada para evitar a desidratagcao da preparacgao.

Uma das extremidades do nervo foi eletricamente estimulada por pares
de eletrodos acoplados a um estimulador Grass, modelo S-48 (Grass

Instrument Co., Quincy, MA, USA), através de uma unidade isoladora de
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estimulos Grass, modelo SIU 4678 (Grass Instrument Co.). O pulso gerado
pelo estimulador foi do tipo onda quadrada, com amplitude de 40 V, duragao de

100 us e aplicados a uma frequéncia de 0,2 Hz.

O PAC evocado foi coletado por eletrodos de registro na outra
extremidade do nervo. O sinal foi aumentado em 1000X por um amplificador
(AM 01/UECE) de alta impedancia de entrada e visualizado em osciloscopio
(KENWOOD, modelo CS4125).

Uma placa de interface analdgico-digital (A/D) (DIGIDATA 1200 A/B)
transformou o sinal para tornar possivel a sua leitura e armazenagem em um
computador por meio do software Axoclamp (AxonScope, da Axon Instruments
Inc., Foster City, CA, USA).

Figura 4- Esquema ilustrativo do “set up” para registro extracelular do PAC.
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O protocolo experimental consistiu nas seguintes etapas:

1) Periodo de estabilizagao (120 min): tempo geralmente superior ao
necessario para que ocorra e se comprove a estabilizagcdo (auséncia de

alteragdes na amplitude pico-a-pico) do PAC.

2) Periodo experimental (administracdo da droga em estudo - 180
min): foram utilizadas as concentracbes de 2, 4 e 6 mM de estragol visando

uma melhor caracterizagao do respectivo efeito sobre o nervo.

3) Periodo de lavagem (180 min): tempo no qual foi observada a

recuperacgao dos parametros alterados pela droga.

4.3.2 Registro Intracelular

O registro do PA intracelular foi realizado como descrito por Jafri e
Weinreich (1998). O GRD a nivel dos segmentos lombares L4 e L5 foram
dissecados, imediatamente acondicionados em solucdo de Locke e fixados
sobre uma camara de acrilico com fundo Silgard®. A camara de registro foi
montada sob uma lupa (modelo COLLEGE STEREO, MLW Intermed,
Schoéneiche, Alemanha), com aumento de 20x%, para auxiliar a fixagdo do GRD

e observacao dos procedimentos de impalamento.

A nutricdo e a administragdo da droga ao tecido ocorreram através de
perfusdao por meio de fluxo por gravidade (1-1,5 ml/min). Para minimizar os
efeitos de capacitancia do eletrodo, o nivel de liquido da camara foi controlado
na menor altura possivel acima da superficie do ganglio. Para a retirada de
liquido da camara foi utilizada uma bomba de infusdo, com uma de suas
extremidades conectada a um estreito tubo (para agir como um sugador de
liquido) e a outra a um depdsito de descarte de solugdo. Essa montagem foi
instalada fora do local onde estava a camara, para evitar a adicao de vibragao
ao sistema. Por fim, a solucdo que fica na cdmara, considerada como meio

extracelular, foi aterrada e, portanto, atribuido valor do potencial igual a zero.
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Os neurdnios do GRD foram impalados com microeletrodos de
borossilicato (diametro externo de 1,0 mm e interno de 0,5 mm), que foram
confeccionados por um puxador de micropipetas (modelo P-97, Sutter
Instrument, Novato, CA, EUA) e preenchidos com solu¢do de KCI 3 M a fim de
se obter resisténcia entre 40 e 90 MQ. Em seguida, o microeletrodo foi
montado em um pré-amplificador, que estava conectado a um eletrébmero
(modelo AXOCLAMP 2B, Axon Instruments, Foster City, CA, EUA). A
movimentagdo do microeletrodo, bem como o impalamento das células, foi
realizada com um micromanipulador hidraulico (modelo MWO-3, Narishige

International Inc., Long Island, NY, EUA).

Para o impalamento dos neurdnios, utilizamos pulsos retangulares de
corrente cuja duracdo foi de 100 ms e amplitude de 0,1nA. Apds o
impalamento, esperamos que o neurdnio se equilibrasse com a nova condigao,
0 que geralmente tomou de 5 a 30 min, e foi avaliado pela estabilizagdo do
potencial de repouso e da resisténcia de entrada da membrana. Um neurénio
foi considerado aceitavel para o estudo quando exibiu um potencial de repouso

mais negativo que —45 mV e uma resisténcia de entrada superior a 20 MQ.

Para o registro do PA e das propriedades elétricas da membrana,
utilizamos um protocolo que consistia na injecéo de dois pulsos retangulares de
corrente. O primeiro pulso teve duragdo de 100 ms e amplitude variavel (faixa
de 01, a 4,0 nA). O segundo pulso teve duragdo de 300 ms, amplitude fixa de -

0,1 nA e foi utilizado para medir a resisténcia de entrada.

As propriedades elétricas da membrana foram registradas no modo de
clampeamento de corrente (current-clamp), no qual ha a fixagdo do valor da
corrente a ser injetada, de forma a medir as variagdes de potencial advindo do
sistema. Para monitoramento do sinal, utilizamos dois osciloscépios: um para o
monitoramento do potencial de membrana (V) e da corrente injetada (modelo
5111A, TEKTRONIX, Beaverton, OR, EUA) e o outro, para monitoramento da
carga e descarga do microeletrodo (modelo HM303-6, HAMEG Instruments,
Mainhausen, Alemanha). Ambos os osciloscépios, bem como uma placa de
interface A/D (modelo DIGIDATA 1200, Axon Intruments, Foster City, CA, EUA)
estavam conectados as saidas do eletrdmero. A aquisicdo dos registros
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eletrofisiolégicos foi feita através de um software (CLAMPEX, versao 6,0) e os
dados armazenados em computador para posterior analise. O esquema do “set

up” experimental esta ilustrado na figura 5.

Figura 5 - Esquema ilustrativo do "set up" para registro intracelular do potencial

de ag¢ao dos neurdnios do GRD.

O protocolo experimental consistiu nas seguintes etapas:

1) Periodo de estabilizagdo (5—30 min): tempo necessario para que a
célula se acomodasse a condi¢do de impalamento imposta e fosse atingido o

estado estacionario para o potencial de repouso e a resisténcia de entrada.

2) Determinagdo do limiar de geracdo do PA: injecdo de pulsos
despolarizantes crescentes até a deflagracédo do PA. Os experimentos foram

realizados com valores de pulso 20% superior ao pulso limiar.

3) Periodo experimental (2,5-5 min): foram utilizadas as
concentragbes de 1, 2, 4 e 6 mM de estragol visando uma melhor
caracterizacao do respectivo efeito sobre os parametros eletrofisioldgicos dos

neurossomas do GRD.
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4)  Periodo de lavagem (5-30 min): tempo no qual foi observada a

reversao das alteragdes induzidas pela droga.

4.4 ANALISE DOS DADOS

Todos os dados foram analisados por meio do software Clampift®
(Axon Instruments Inc., Foster City, CA, USA).

Considerando o registro extracelular do PAC, analisamos o efeito do
estragol sobre a amplitude positiva e a velocidade de condugdo dos
componentes. A amplitude dos componentes foi estabelecida através da
amplitude maxima positiva de cada componente. A velocidade de condugao
dos componentes foi calculada dividindo a distancia percorrida pelo PAC pelo
intervalo de tempo compreendido entre o artefato de estimulo e o pico de cada
componente. Esta foi utilizada para classificar os tipos de fibras nervosas

presentes nos componentes do PAC (Figura 6).

V = Tamanho do Nervo (mm)

T1ou T, (ms)

Figura 6- Parametros mensurados no PAC. A medida da amplitude dos
componentes esta representada pelos nimeros 1 e 2. T, e T, representam o tempo
utilizado para o calculo da velocidade de condugdo do primeiro e segundo

componente, respectivamente.
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Determinamos, também, o tempo que o estragol levou para
desenvolver 50% do seu efeito (tso,) sobre a amplitude positiva dos
componentes. Este foi calculado projetando o ponto correspondente no eixo

das abscissas da curva do curso temporal do estragol.

Para o registro intracelular do PA, as células foram consideradas como
significativas quando apresentaram potencial de repouso mais negativo que -45
mV e resisténcia de entrada da membrana superior a 20 MQ. Para caracterizar
o efeito do estragol sobre o PA intracelular, foram analisados os seguintes
parametros eletrofisioldgicos: potencial de repouso, resisténcia de entrada (Ri,),
a amplitude do PA, a duragao desse potencial e as inclinagdes maximas dos

ramos ascendente (dV/dt)asc € descendente (dV/dt)gesc.

O potencial de repouso foi determinado por uma deflexao estavel do V,
apods o periodo de estabilizagao da célula. A R, foi calculada de acordo com a
lei de Ohm, V=R, na qual V representa a diferenca de potencial entre o valor
maximo alcangado do potencial transmembrana devido a injegcdo de uma
corrente hiperpolarizante e o potencial de repouso. A amplitude do potencial foi
estabelecida pela diferenga entre o valor de pico e o potencial de repouso. As
inclinagcbes maximas dos ramos ascendente e descendente foram
determinadas pela razéo entre a variagao do potencial de dois pontos proximos
e o intervalo de tempo entre esses dois pontos. Por fim, a duragao do PA foi
determinada como o intervalo de tempo entre os pontos em que o potencial de
acao, no ramo ascendente e descendente, alcanca 50% do valor de sua

amplitude (Figura 7).
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Figura 7 — Parametros mensurados no PA dos neurénios do GRD. A amplitude do
potencial (1), a duragdo do potencial (2) e as inclinagbes maximas no ramo

ascendente (3) e no ramo descendente (4).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica, bem como a construgdo dos graficos, foi feita
com o auxilio do software Sigmaplot® (versdao 9.01, Systat Software). Os
resultados sdo apresentados como meédia * erro padrdo da média e o numero

total de experimentos esta representado pela letra n.

Duas amostras foram comparadas através do teste t-student, enquanto
comparag¢des multiplas foram realizadas com o teste paramétrico ANOVA, ou
com a Kruskal-Wallis ANOVA (ndo paramétrico, no caso em que os dados néo
apresentaram homocedasticidade ou normalidade da distribuicdo). As médias
foram consideradas diferindo significativamente entre si quando o valor de p

para a ocorréncia da hipétese nula foi menor ou igual a 0,05.
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5.RESULTADOS
5.1 REGISTRO EXTRACELULAR

5.1.1 Caracterizagao da Preparagao

A forma do potencial de agdo composto (PAC) nos experimentos
controle apresentou dois ou, em alguns casos, trés componentes de onda. O
terceiro componente esteve presente no comego do periodo de estabilizagao
em aproximadamente 40% dos registros, porém, em muitos casos, ao final
desse periodo tornou-se indistinguivel da linha base. Por este motivo, optamos
por ndo estudar o efeito do estragol sobre o terceiro componente do PAC
(Figura 8).

Em nervos ciaticos estimulados a 0,2Hz, os valores controles para a
amplitude positiva do primeiro e segundo componente do PAC foram,
respectivamente, 4,52 + 0,38 mV (n=37) e 1,20 + 0,24 mV (n=37), e para
velocidade de conducgédo foram 93,14 + 5,6m/s (n=37) e 31,59 £ 1,55 m/s
(n=37), respectivamente.

Para verificar se os componentes do PAC sao influenciados pela
voltagem transmembrana e pelo gradiente de concentracdo do Na®, como
esperado por um sinal que resulta de potencias de agao axonal, o efeito da alta
concentracdo de K extracelular e da retirada do Na* da solugédo nutridora
(Locke) foram determinados. A remocéo do Na* da solugdo de Locke reduziu a
amplitude positiva de ambos os componentes do PAC para 0,0 £ 0,0% (n=3) do
controle, enquanto o K* extracelular nas concentragdes de 20 e 40 mM reduziu
significativamente a amplitude positiva do primeiro componente,
respectivamente, para 63,3 £ 6,4% (n=5) e 14,5 + 2,4% (n=5) do controle. A
amplitude positiva do segundo componente foi reduzida significativamente para
4,1 +1,2% (n=5) e 0,0 £ 0,0% (n=5) do valor controle, respectivamente para as

concentragdes de 20 e 40 mM de K" extracelular (Figura 8 e Tabela 2).
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0,9mV

0,6ms

—/

N Mo —

Figura 8 - Tragcado representativos do potencial de agcao composto (PAC), no

controle (coluna da esquerda), aos 180 minutos de exposi¢ao (coluna central) a
solugido ONa* (A) e 20 mM de K* extracelular (B) e ap6s 180 minutos de lavagem

(coluna da direita).

Tabela 2 - Efeito da solugdo de K’ extracelular e solugdo ONa® sobre os
parametros velocidade de condugao e amplitude positiva dos componentes do
PAC. Os resultados, expressos em percentual do controle, estdo representados como

média £ erro padrdo da média com a variavel n indicando o niumero de experimentos.

63,3 + 6,4* 41+12* 76,7 £ 1,1* - -
(n=5) (n=5) (n=3)

14,5 + 2 4* 0,0 £ 0,0* 83,7 +2,7* --
(n=5) (n=5) (n=5)

0,0 £ 0,0* 0,0 £ 0,0* -- -
(n=3) (n=3)

(--) A grande reducao da amplitude nao permitiu resolugao para mensurar a velocidade

de conducao.

*- Diferenca estatisticamente significante em relagdo ao controle (ANOVA, p< 0,05).
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5.1.2 Efeito do Estragol sobre os Componentes do Potencial de Agao
Composto.
Estragol apresentou efeito depressor concentragdo dependente sobre a
amplitude positiva e velocidade de condug¢do dos componentes do PAC, sendo
estatisticamente significante em relagéo ao controle a partir da concentracéo de

4mM de estragol (ANOVA, p<0,05). Os efeitos sobre os parametros do PAC
avaliados foram reversiveis apos lavagem (Figura 9).
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Figura 9- Tracados representativos do potencial de agao composto (PAC), no
controle (coluna da esquerda), aos 180 minutos de exposi¢ao (coluna central) a

2mM (A), 4mM (B) e 6mM (C) de estragol e apdés 180 minutos de lavagem (coluna
da direita).

5.1.3 Efeito do Estragol sobre s Amplitude Positiva dos Componentes
do PAC.

Ao final de 180 minutos de exposicdo do nervo ao estragol na
concentragdo de 2 mM (n=8), ndo houve alteragado significante da amplitude

positiva de ambos componentes do PAC. Enquanto a 4 mM (n=8), a amplitude
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positiva do primeiro e segundo componente foram reduzidas, respectivamente,
para 46,13 + 4,93% e 61,41 + 10,07% do valor controle. Para a concentracéo
de 6 mM (n=8), a amplitude positiva do primeiro componente foi reduzida para
13,27 £ 2,30% e a do segundo componente para 13,45 * 4,89% dos seus

valores controle.

As alteragdes observadas para as concentracdes de 4 e 6 mM foram
estatisticamente diferentes do controle (ANOVA, p<0,05), enquanto ndo houve
diferenca estatistica entre os percentuais de bloqueio do primeiro e segundo
componentes apos exposicdo do nervo as concentragdes de estragol

estudadas (Figura 10).

I Control (N=24)

120 - @ Estragol 2mM (N=8)

N=8

» [ Estragol 4mM (N=8)
Q I Estragol 6mM (N=8)
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Figura 10 - Efeito do estragol sobre a amplitude positiva dos componentes do
PAC. Os dados, expressos em percentuais do controle, estdao apresentados como
média * erro padrdo da média com n indicando o numero de experimentos. *P <0,05

comparado ao controle (ANOVA).
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Apods a lavagem do estragol em um tempo de observagao de 180 min,
houve recuperagdo progressiva da amplitude positiva dos componentes do
PAC. Apos esse periodo, o efeito depressor do estragol sobre a amplitude
positiva dos componentes foi totalmente reversivel para a concentracéo de 4
mM (ANOVA, p<0,05). A 6 mM de estragol, a recuperacéo foi parcial, uma vez
que o valor ao final da recuperacao é significativamente diferente do valor aos
180 min em presenca de estragol e € também diferente do controle (ANOVA,
p<0,05) (Figura 11).

Os valores da amplitude positiva do primeiro componente foram, na
recuperagéo, para 86,30 £ 15,03 (n=8) e 36,14 £+ 7,62 (n=8) e os valores do
segundo componente foram para 119,69 + 17,50 (n=8) e 44,15 + 17,13 (n=8)
do valor controle, respectivamente, nas concentracdes de 4 e 6 mM. O efeito
do estragol sobre a amplitude positiva dos componentes do PAC esta

sumarizado na tabela 3.

n
8 EEE Controle
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Figura 11 - Recuperacao do efeito do estragol sobre a amplitude positiva dos
componentes do PAC. Os dados estdo em valores percentuais em relacdo ao
controle, apés 180 min de lavagem da preparagdo. Dados sdo apresentados como

média * erro padrao da média. *P <0,05 comparado ao controle (ANOVA).
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Tabela 3 — Efeito e recuperacao do estragol sobre a amplitude positiva dos
componentes do PAC. Os valores, expressos em percentuais do controle, estao
representados como meédia + erro padrdo da meédia com n indicando o numero de

experimentos.

91,15 + 3,92 100,58 * 3,53 95,09 + 4,73 103,89 £ 5,23
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
46,13 £ 4,93* 86,30 = 15,03 61,42 £ 10,07* 119,68 £ 17,50
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
13,27 £ 2,30* 36,14 £ 7,62*" 13,45 % 3,53* 44,15 + 4,89*™
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

*- Diferenca estatisticamente significante em relagdo ao controle (ANOVA, p <0,05).

- Diferenca estatisticamente significante em relagdo ao valor do final da exposicdo ao
estragol (ANOVA, p < 0,05).

5.1.4 Efeito do Estragol sobre a Velocidade de Conducao dos
Componentes do PAC.

Estragol reduziu de maneira concentracdo dependente a velocidade de
conducdo dos componentes do PAC. Na concentragdao de 2mM (n=8), nao
houve diferengca estatistica entre o controle e o experimental em ambos os
componentes. Enquanto para a concentragdo de 4 mM (n=8), estragol reduziu
significativamente a velocidade de condugdo do primeiro e segundo
componente, respectivamente, para 79,54 + 3,00% e 72,84 + 3,36% do valor
controle. Em 6 mM (n=8), estragol reduziu significativamente a velocidade de
condugdo do primeiro componente para 72,88 + 4,01% do valor controle

(ANOVA, p<0,05). Devido a grande redugao da amplitude positiva do segundo
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componente pelo estragol a 6mM, nao houve resolugdo para medir a
velocidade de conducdo deste componente. Em nenhuma concentracdo de
estragol utilizada houve diferenga estatistica entre os bloqueios da velocidade

de condugéao do primeiro e segundo componentes do PAC (Figura 12).
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Figura 12 - Efeito do estragol sobre a velocidade de condug¢ao dos componentes
do PAC. Os resultados, expressos em percentuais do controle, estdo apresentados
como média £ erro padrdo da média com a variavel n indicando o numero de

experimentos. *P<0,05 comparado ao controle (ANOVA).

Ao final de 180 min de lavagem, a velocidade de condug¢ao do primeiro
componente foi recuperada para 89,01 + 3,77% e 73,28 £ 6,09% do valor
controle, apds bloqueio pelas concentragbes de 4 e 6 mM de estragol,
respectivamente. A velocidade de condu¢do do segundo componente foi
recuperada para 89,52 + 3,10% e 43,54 + 12,02% do valor controle,

respectivamente para 4 e 6 mM (Figura 13). Os dados do efeito do estragol
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sobre a velocidade de condug¢ao dos componentes do PAC estdo sumarizados

na tabela 4.

n
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Figura 13 - Recuperacao do efeito do estragol sobre a velocidade de conducgao
dos componentes do PAC. Os dados estdao em valores percentuais em relacdo ao
controle, apdés 180 min de lavagem da preparagao. Dados apresentados como média +
erro padrao da média. *P< 0,05 comparado ao controle (ANOVA) e #P< 0,05

comparado ao segundo componente (ANOVA).

Tabela 4 - Efeito e recuperacao do estragol sobre a velocidade de condugao dos
componentes do PAC. Os resultados expressos em percentual do controle estao
representados como meédia + erro padrdo da média com a variavel n indicando o

numero de experimentos.
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96,48 + 2,86 100,88 + 3,78 96,81 £ 2,94 100,58 + 3,53
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
79,54 = 3,00* 89,01 £ 3,77 72,84 + 3,36* 89,52 + 3,10
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
72,88 £ 4,01* 73,28 £ 6,09 43,54 + 12,02
(n=8) (n=8) (n=8)

(--) A grande reducdo da amplitude nao permitiu resolugao para mensurar a velocidade

de conducao.
*- Diferenca estatisticamente significante em relagdo ao controle (ANOVA, p< 0,05).

#- Diferenca estatisticamente significante em relagdo ao segundo componente
(ANOVA, p< 0,05).

5.1.5 Curso Temporal do Efeito do Estragol sobre a Amplitude Positiva
dos Componentes do PAC.

Como citado anteriormente, a concentracdo de 2 mM n&o inibiu
significativamente a amplitude positiva de nenhum componente do PAC. Ja
com 4 e 6 mM de estragol a inibicdo do primeiro componente foi significativa a
partir de 15 minutos de exposicéo a droga. Com relacdo a amplitude positiva do
segundo componente, a inibigado foi significativa somente ao final da exposigéo
a droga (180 min) para a concentragao de 4 mM e a partir de 90 minutos para 6
mM de estragol (ANOVA, p<0,05). Para o primeiro componente, a resposta
atingiu o estado estacionario aos 120 min para 4 e 6 mM de estragol. Ja para o
segundo componente, o estado estacionario foi atingido aos 150 e 120 min,

respectivamente para as concentracdes de 4 e 6 mM (Figura 14).
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Figura 14 - Tempo de curso dos efeitos do estragol, por 180 minutos, nas
concentragoes de 2 (painel A), 4 (painel B) e 6 mM (painel C), na amplitude
positiva dos componentes do PAC, em nervo ciatico de rato. Os dados, expressos
em % do controle estdo apresentados como média + erro padrao da média para 8

experimentos. *P < 0,05 comparado ao controle (ANOVA).

Para o primeiro componente, o tempo necessario para que se
desenvolvesse 50% do efeito do estragol nas concentragdes de 2, 4 e 6 mM foi
de 10,50 min, 23,10 min e 34,20 min, respectivamente. Ja para o segundo
componente do PAC, este tempo foi de 33,60 min, 84,00 min e 45,50min,

respectivamente, para as concentragdes de 2, 4 e 6 mM (Tabela 5).

O nervo ciatico de rato ficou exposto ao estragol, nas diferentes
concentragdes, durante 180 minutos. Neste intervalo, o efeito do estragol sobre
a amplitude positiva do primeiro componente se ajustou a uma curva

™) com intervalo de confianga

exponencial descrita pela equacéao: f=yp+a*exp
superior a 95% (Figura 15). O efeito do estragol sobre a amplitude positiva do

segundo componente ndo se ajustou a nenhuma curva com fungédo conhecida.
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Utilizando a equagao para o calculo do tempo de 50% do efeito do
estragol sobre o primeiro componente, obtivemos tempos similares aos
calculados pela projecdo do ponto no eixo das abscissas. Este tempo foi de
11,47 min, 25,85 min e 31,51 min respectivamente para as concentragdes de 2,
4 e 6 mM.

f=y0+a*exp(-b*x)
—@— Estragol 2mM
—O— Estragol 4mM
—v— Estragol 6mM
Estragol 2mM
Estragol 4mM
Estragol 6mM
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Figura 15 - Ajuste das curvas do efeito do estragol sobre a amplitude

positiva do primeiro componente do PAC.

Tabela 5 - Tempo onde ocorre 50% do bloqueio da amplitude positiva
dos componentes do PAC. Os dados correspondem a projecao do ponto

correspondente no eixo das abscissas.

10,5 min 33,6 min
23,1 min 84,0 min
34,2 min 45,5 min
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5.2 REGISTRO INTRACELULAR

5.2.1 Caracterizagao e Amostragem Celular

Este estudo foi baseado nos dados de 114 neurdnios do GRD, dos
quais 31 apresentaram uma inflexao na fase de repolarizagdo do PA (Niy) e 83
que nao apresentaram a inflexdo (Np) (Figura 16). Os neurdnios N
apresentaram duracgao, amplitude do PA e resisténcia de entrada maiores do
que os neurdnios Np 0s quais apresentaram maiores dV/dt ascendente e
descendente. Os valores controles para estes parametros estdo sumarizados

na tabela 6.

Tabela 6 - Valores controle dos parametros eletrofisiolégicos
mensurados nos neurdnios Ny e Ni. Os resultados, expressos em valores
absolutos, estao representados como média + erro padrao da média com a variavel n

indicando o nimero de experimentos.

Parametros - -
- Neurénios Ny Neurénios Niq
Eletrofisiologicos

Duragao do PA 1,19 £ 0,08 3,84+0,35#
(ms) (n=83) (n=31)
Amplitude do PA 77,31 £1,43 84,51 + 2,38 #
(mV) (n=83) (n=31)
dV/dt .sc 178,56 * 8,41 95,60 +£7,42 #
\"/B)] (n=83) (n=31)
-104,99 £ 5,03 -53,76 £ 4,50 #
(n=83) (n=31)
-60,12 £ 1,44 -59,09 £ 3,10
(n=83) (n=31)
28,36 £ 2,90 49,50 £ 6,41 #

(n=70) (n=21)
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# - Diferenca estatisticamente significante comparado aos neurbénios Ny (ANOVA,
p<0,05).

5.2.2 Efeito do Estragol sobre o PA Intracelular

Estragol bloqueou de maneira concentragdo dependente o PA dos
neurdnios do GRD. Este bloqueio ocorreu em um intervalo maximo de 150

segundos e foi reversivel apds lavagem (Figura 16).

Figura 16 - Tracados representativos do potencial de acdao (PA), no
controle (coluna da esquerda), apés exposicao ao estragol (coluna central) nos
neurdnios N;,;(A) e nos neurénios N, (B) e recuperacgao (coluna da direita). A seta

indica a inflexao presente na fase de repolarizagdo dos neurdnios Nis.

Na concentragdo de 1mM, estragol ndo bloqueou nenhuma célula do
GRD, enquanto nas concentracbes de 2, 4 e 6mM, ele bloqueou,
respectivamente, 19,23 + 7,88% (N=26), 52,94 + 8,69% (N=34) e 78,57 %
11,38% (N=14) dos neurbnios No do GRD. Enquanto os percentuais de
bloqueio para os neurdnios Niys foram 22,22 + 14,70% (N=9), 50,0 + 16,67%
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(N=10) e 80,0 + 20,0% (N=5), respectivamente, para as concentragdes de 2, 4
e 6mM. Essas proporgdes foram relacionadas significativamente com as
diferentes concentragbes de estragol estudadas (qui-quadrado, p<0,02). Nao
houve diferenca estatistica entre os percentuais de bloqueio dos dois grupos de

neurénios estudados (Figura 17).

Neurdnios N,

100 ~

A N 0,0 .
19,2
O 529
, 801 EET786
©
©
©
Q *
&
g 601 '|'
o
7]
N
=]
o 40
o
Y .
T
R
20
0 : T
1mM 2mM 4mM 6mM
Neuronios N,
120 -
B = 0,0
o 22,2
100 4 [E=3 50,0
" N 80,0
©
B
o 80 -
=]
U *
)
o
»w 604
5
3
3 .
o 407
T
R
20

1mM 2mM 4mM 6mM

Figura 17 — Percentual de neurénios N, (A) e Niys (B) bloqueados pelo
estragol. Os dados estdo apresentados como média + erro padrdao da média. Para
ambos os grupos de neurdnios, a concentragao de estragol utilizada esta relacionada

com o percentual de células bloqueadas (*P<0,02, teste do qui-quadrado).
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A recuperagdo do PA ocorreu lentamente para ambos os grupos de
neurénios estudados, de forma que foi possivel observar a recuperagao do PA
apenas para aqueles neurbnios que mantiveram um impalamento estavel por
um longo periodo. Dentre os 44 neurbénios que tiveram o PA completamente
bloqueado por qualquer concentracdo de estragol, em 40,9% foi possivel
manter o impalamento por um periodo de tempo suficientemente longo para
demonstrar a recuperagdo. Nestes neurbnios (n=18) a duragdo, amplitude,
(dV/dt)asc € (dV/dt)gesc do PA recuperaram, respectivamente, para 117,63 *
10,37%, 79,24 + 4,53%, 69,0 £ 6,84% e 88,47 + 7,34% dos valores controle
(Figura 18).

I Duragao do PA (N=18)
140 - I Amplitude do PA (N=18)
[ dV/dt, (N=18)

120 4 m dV/dt, . (N=18)

100 ~

80 T *
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% do Controle
_|

Figura 18 — Recuperacao dos parametros eletrofisiolégicos do PA dos
neurdnios que foram bloqueados. Os dados, expressos em percentual do controle,
estao apresentados como média £ erro padrao da média com n indicando o niumero de

experimentos. *P< 0,05 comparado ao controle (ANOVA).
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5.2.3 Efeito do Estragol sobre o Potencial de Repouso e Resisténcia
de Entrada.

Apos a exposicdao dos neurbnios Np e Niy a qualqguer uma das
concentragbes de estragol utilizadas, nenhum efeito sobre o potencial de
repouso e resisténcia de entrada foi demonstrado, pois os valores
representativos das médias dos experimentos ndo apresentaram diferencas
estatisticas em relagdo ao controle (ANOVA, p>0,05) (Figuras 19 e 20).
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Figura 19 - Efeito do estragol sobre o potencial de repouso dos neurénios N, e
Ni,s do GRD. Os dados expressos em percentual do controle, estdo apresentados
como média * erro padrao da média.
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Figura 20 - Efeito do estragol sobre a resisténcia de entrada dos neurénios Ny e
Ni,s do GRD. Os dados expressos em percentual do controle, estao apresentados

como média * erro padrao da média.

5.2.4 Efeito do Estragol sobre os Parametros Eletrofisiolégicos dos
Neurénios que ndao Foram Bloqueados.

Nos neurbénios que foram bloqueados, os parametros: duracdo do PA,
amplitude do PA, (dV/dt)asc € (dV/dt)gesc foram reduzidos a zero. Para se obter
uma analise mais fidedigna do efeito do estragol sobre os parédmetros acima
citados, resolvemos observar o efeito do estragol sobre os neurdnios que nao
foram bloqueados, mas que foram expostos ao estragol durante 300 segundos.
Devido ao pequeno numero de amostras coletadas de neurénios Ni; nao
bloqueados a 6mM (n=1), ele nao foi comparado estatisticamente com outros

neurbnios expostos a outras concentracdes de estragol.

A administracdo de estragol em qualquer concentragcdo estudada nao
alterou, significativamente, a duragcdo do PA nos neurénios Nyp € nem nos

neurénios Nins (Figura 21).
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Figura 21- Efeito do estragol sobre a duragcao do PA dos neurbénios que nao
foram bloqueados. Os resultados, expressos em percentual do controle, estédo

apresentados como média + erro padrdao da média.

Estragol a 1TmM (N=9) nao alterou a amplitude positiva dos neurénios
Np, contudo nas concentragcdes de 2, 4 e 6 mM, a amplitude foi reduzida
significativamente e respectivamente para 94,08 + 3,02% (N=21), 89,63 *
3,83% (N=16) e 90,22 * 7,53% (N=3) do valor controle (ANOVA, p<0,05).
Sobre os neurénios Njy, estragol reduziu significativamente a amplitude positiva
para 75,10 + 3,70% (N=7), 75,28 + 7,48% (N=7) e 80,16 * 2,71% (N=5) dos
valores controle, respectivamente para as concentragdes de 1, 2 e 4 mM
(ANOVA, p<0,05). O efeito do estragol sobre a amplitude positiva dos
neurdnios Ny foi estatisticamente diferente dos neurénios Ni,s (ANOVA, p<0,05)
(Figura 22).
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Figura 22 - Efeito do estragol sobre amplitude do potencial de acao dos
neurdnios nao bloqueados. Os resultados, expressos em percentuais do controle,
estdo apresentados como média + erro padrdao da média. *P< 0,05 em relagao ao
controle (ANOVA) e #P<0,05 em relagao aos neurdnios Ny (ANOVA).

Quanto a (dV/dt)sse nos neurdnios Np, esta nédo foi alterada
significativamente do valor controle para a concentracdo de 1mM (n=9).
Estragol a 2, 4 e 6 mM reduziu a (dV/dt).sc dos neurénios No, respectivamente,
para 78,09 t 7,32% (n=21), 78,85 £ 7,07% (n=16) e 80,65 + 17,83% (n=3), do
valor controle. Estas alteracdes foram estatisticamente diferentes do controle
(ANOVA, p <0,05). Sobre os neurdnios Ni, estragol nas concentragdes de 1, 2
e 4 mM reduziu significativamente a (dV/dt).sc para 54,33 £ 9,42% (n=7), 54,15
+ 7,50% (n=7) e 40,87 = 5,01% (n=5), respectivamente, do valor controle.
Houve diferenca estatistica entre o percentual de reducdo dos neurbnios Nixs
quando comparados ao percentual dos neurbénios No (ANOVA, p<0,05) (Figura
23).
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Figura 23 - Efeito do estragol sobre a inclinagido maxima ascendente dos
neurdénios nao bloqueados. Os resultados, expressos em percentuais do controle,
estdo apresentados como média + erro padrdao da média. *P< 0,05 em relagao ao
controle (ANOVA) e #P< 0,05 em relagado aos neurdnios Ny (ANOVA).

A inclinagdo maxima descendente nao foi alterada em relagéo ao valor
controle em nenhuma concentracédo de estragol e em nenhum grupo de
neurénios estudados. Embora nao tenham ocorrido diferengas estatisticas
significantes entre os efeitos do estragol nos neurdnios Ny € nos neurénios Ny,
observou-se uma tendéncia de bloqueio maior sobre os neurdnios N (Figura
24). Os efeitos do estragol sobre os parametros eletrofisiolégicos dos neurénios
em que os PAs nao foram totalmente bloqueados encontram-se sumarizados

na tabela 7.
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Figura 24 - Efeito do estragol sobre a inclinagdo maxima descendente dos
neurdnios nao bloqueados. Os resultados, expressos em percentuais do controle,

estdo apresentados como média + erro padrdao da média.



63

Tabela 7 — Efeito do estragol sobre os parametros eletrofisiolégicos dos
neuronios nao bloqueados do GRD. Os resultados, expressos em percentual do
controle, estdo representados como média + erro padrao da média com a variavel n

indicando o numero de experimentos.

No Ninf

(% do Controle) (% do Controle)

102,52 108,01 107,03 103,71 105,71 115,99 103,31

- 4,77 *+3,18 533 *845 £19,58 +9,59 7,19
Duragéo (n=1)

(n=9) (n=21) (n=16) (n=3) (n=7) (n=7) (n=5)
99,51+ 94,08+ 89,63+ 90,23 7510+ 7528% 80,16
3,59 3,02 3,83 x7,53* 3,70*# 7,48*# 2,71*#

Amplitude (n=1)
(n=9) (n=21) (n=16) (n=3) (n=7) (n=7) (n=5)
80,65
98,14+ 7810% 78,85% . 54,33+ 5415+ 40,87
7,10* 7,32 7,07 - 9,42*# 7,51"# 5,01°#
asc 17,83 (n=1)
(n=9) (n=21) (n=16) (n=7) (n=7) (n=5)
(n=3)
100,25 94,21+ 89,33+ 91,00 84,19% 78,63+ 8550+
+ +
dVidtd... |5 5,54 6,07 7,52 *+ 6,75 7,62 7,00 13,40 (n=1)

(n=9) (n=21) (n=16) (n=3) (n=7) (n=7) (n=5)

*- Diferenga estatisticamente significante em relagdo ao controle (ANOVA, p<0,05).

#- Diferenca estatisticamente significante em relagdo aos neurénios Ny (ANOVA,
p<0,05).
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6. DISCUSSAO

A principal descoberta deste estudo foi que o estragol bloqueia a
excitabilidade dos neurossomas do GRD e que esse bloqueio se realiza na
auséncia de alteracdes do potencial de repouso e da resisténcia de entrada. O
trabalho também confirma os achados de Leal-Cardoso e colaboradores (2004)
em nervo ciatico e adiciona a informagao de que o estragol atua com igual
poténcia em fibras mielinizadas sensoriais e motoras. Dentro do melhor do
nosso conhecimento, essas demonstragées sado originais, uma vez que nao

foram descritas na literatura cientifica internacional.

6.1 EFEITO DO ESTRAGOL SOBRE OS NEURONIOS

O nervo ciatico é constituido em sua maior parte por fibras do tipo A,
segundo a classificagdo de Erlanger e Gasser, apresentando os subtipos Aaq,
AB, Ay e Ad, e fibras do tipo C. Estas fibras apresentam diametros,
velocidades, limiar de excitabilidade e possivelmente populagdes de canais
para Na* diferentes (Nokes et al.,1991; Catteral e Mackie, 1996; Junge, 1976).

Devido ao longo comprimento do nervo utilizado foi possivel distinguir
nos nossos registros do PAC duas componentes, cada uma delas
representando um grupo de fibras que conduzem o potencial de agao a uma
dada velocidade. Calculando a velocidade de condugcdo para cada
componente, podemos classificar os tipos de fibras que estao ali presentes. O
primeiro componente apresentou velocidade de conducao média de 93m/s que
representa a velocidade das fibras motoras subtipo Aa, enquanto o segundo
componente com velocidade meédia de 31m/s seria formado por fibras

sensoriais mielinizadas do tipo AR e motoras do tipo Ay.

Os componentes do PAC se mostraram uma resposta real € ndao um
artefato advindo do sistema, pois foram completamente bloqueados pela
retirada do Na® da solugdo nutridora e revertidos apds lavagem. Como

evidéncia adicional, os componentes também foram bloqueados por solugdes
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com altas concentragdes de K'. O aumento da concentracdo de K* no meio
extracelular despolariza a membrana podendo causar a inativagdo de canais
para Na* induzindo o bloqueio do PA (Berne et al., 2004). O bloqueio seletivo
do segundo componente por 20 mM de K' sugere que os diferentes
componentes do PAC s&o originarios de PAs com diferentes dependéncias

para ativagéo e/ou inativagédo dos canais para Na* dependentes de voltagem.

Diversos estudos demonstram que os anestésicos locais apresentam
acao diversificada sobre os diferentes tipos de fibras. Staiman e Seeman
(1977) concluiram que as fibras milelinizadas de pequeno didmetro sdo mais
sensiveis aos anestésicos locais classicos (benzil alcool, lidocaina e
tetrodoxina). Ja Gokin e colaboradores (2001), utilizando anestesia percutédnea
em nervo ciatico de rato, concluiram que a susceptibilidade das fibras a
lidocaina ndo segue o principio do tamanho (que fibras menores sédo sempre
bloqueadas primeiro), mas sim que as fibras motoras e proprioceptivas sao
bloqueadas preferencialmente em relacdo as nociceptoras. NoOs nossos
experimentos e para cada concentragdo utilizada, estragol bloqueou na mesma
proporcao ambos os componentes do PAC, ndo demonstrando preferéncia por
nenhum tipo de fibras. Esta observacdo esta similar aos dados obtidos por
Matthews e Rushworth (1957), os quais realizando registros in vivo de PAC de
nervos musculares periféricos de gatos com procaina a 0,2%, ndo observaram
diferengas significantes entre fibras motoras e sensoriais de grande diametro,

ambas foram bloqueadas aproximadamente na mesma proporcao.

Demonstramos, também, que o estragol reduz a velocidade de
conducéo das fibras do nervo ciatico de maneira proporcionalmente similar. A
velocidade de condugéo pode ser diminuida por redugdo da corrente de Na™ e,
consequentemente, reducao da corrente de circuito local, levando a uma menor
excitacao das regides adjacentes. Sugerimos portanto, que este deve ser o
mecanismo pelo qual o estragol alterou a velocidade de condugdo dos
componentes do PAC. A velocidade pode ser reduzida também por alteracao
primaria das propriedades passivas do axbénio, como aumento da capacitancia
da membrana por unidade de area, aumento da resisténcia do axoplasma,

diminuicdo da resisténcia de membrana. Um mecanismo envolvendo essas



66

propriedades passivas é pouco provavel para o estragol, ja que essa

substancia ndo alterou a resisténcia de entrada dos neurossomas.

Embora, ao final de 180 minutos, o percentual de bloqueio tenha sido
similar para as fibras motoras (primeiro componente) e sensoriais mielinizadas
(segundo componente), o estragol bloqueia primeiramente as fibras motoras
como demonstrado pelo célculo do tempo de 50% do efeito. Isto ocorre,
provavelmente, devido a uma diferenca primaria de velocidade de atuacao nas
fibras do primeiro e segundo componente do PAC e nao decorrente de fatores
farmacocinéticos relacionados a distribuicdo mais periférica de um tipo de fibra
dentro do nervo, como poderia ocorrer se as fibras motoras fossem localizadas
proximas a margem exterior do nervo e, portanto, expostas a concentragdes
maiores de estragol no inicio do bloqueio. Uma hipétese atraente € que antes
de bloquear, o estragol reduziu a velocidade de condugdo das fibras do
primeiro componente que passaram, provavelmente, a conduzir o PA com a
velocidade das fibras do segundo componente, portanto incrementando e
retardando o bloqueio deste componente. Esta hipotese esta coerente com
caracteristicas do curso temporal do bloqueio do PAC pelo estragol. Nas
concentragbes com efeitos significantes, a curva do segundo componente
apresenta uma concavidade voltada para baixo no seu inicio. Ou seja, ocorre
uma diminuigdo na velocidade de reducdo da amplitude positiva do segundo
componente em relagdo ao primeiro componente, seguido por um aumento
dessa velocidade de bloqueio (concavidade voltada para cima). Mudangas na
distribuicdo das velocidades de conducdo, também, foram observadas no
bloqueio do PAC pelo tramadol (Dalkilic et al.,, 2009), no efeito da
suplementacado de melatonina no exercicio induzido (Ayaz e Okudan, 2009) e

na neuropatia diabética(Kiziltan et al., 2007).

Nos registros do PAC, ndés nao conseguimos visualizar as fibras
sensoriais amielinicas do tipo C provavelmente devido aos parametros de
estimulo que utilizamos e/ou ao seu pequeno didmetro (e, portanto, pouca
contribuigao para o registro do PAC) (Junge, 1977). Portanto, para o estudo do
estragol sobre este tipo de célula, nds utilizamos o registro intracelular do PA

dos neurossomas do GRD. Este & formado por neurbnios sensoriais cuja
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velocidade de conducdo esta relacionada as propriedades elétricas do PA

(Harper e Lawson, 1985a,b).

A forma do PA esta relacionada com a modalidade sensorial conduzida
pelo neurdnio. McCarthy e Lawson (1997) mostraram que os neurbnios do
GRD que expressam substancia P e gene relacionado a calcitonina (dois
peptideos ligados a nocicepgcao) estdo associados com os PAs que
apresentam uma inflexdo na fase de repolarizacdo. Estes neurdnios, por sua
vez, estdo relacionados com as células de menor didmetro que conduzem
lentamente o PA, sendo representados predominantemente por neurdnios
sensoriais do tipo Ad e C. Os PAs sem inflexdo caracterizam neurdnios de
grande didmetros do tipo Aa/B muitos dos quais sdo mecanoceptores
(McCarthy e Lawson, 1997; Djouhri et al., 1998; Rush et al., 2007). Com base
na informacgéo contida na literatura cientifica, nés classificamos os neurdnios

Ninf como nociceptores e os neurénios Ng como mecanoceptores.

Estudos anteriores demonstraram que o0s neurdnios nociceptivos
apresentam duracdo e amplitude maiores do que o0s neurbnios
mecanoceptivos. Estas observacdes estdo de acordo com os valores de
controle obtidos por ndés neste estudo, o que sugere uma classificacdo
fidedigna dos nossos neurdnios (Harper e Lawson, 1985b; Fang et al., 2005).
No presente estudo, o maior percentual de células mecanoceptoras impaladas
deve-se ao fato de ser mais facil fazer registro intracelular estavel de

neurossomas com didmetro maior.

Para uma melhor caracterizagdo do efeito do estragol sobre os
neurdnios do GRD, classificamos os bloqueios em total, quando a amplitude do
PA foi reduzida apenas a uma resposta local ou resposta passiva da

membrana celular, ou parcial, guando o neurdnio ainda disparava o PA.

Sobre o0s neurbnios do GRD que tiveram o PA bloqueado,
demonstramos que o percentual de células bloqueadas aumenta com o
aumento da concentragéo de estragol utilizada e, que este percentual, é similar
para ambos os tipos celulares. Este fato corrobora a hipétese de que o estragol

nao apresenta preferéncia por neurossomas do GRD.



68

Contudo, se considerarmos os neurbnios que nao foram bloqueados
pelo estragol, observamos que os neurdnios nociceptores (Nins) apresentaram
alteracdes para valores de amplitude e (dV/dt).sc menores do que os neurdnios
mecanoceptores (No). Esta alteragéo talvez se deva a diferengas na quantidade

e variedade de canais ibnicos expressos por estes neurbnios.

Ja foi descrito que neurbnios do GRD de grande didmetro
(mecanoceptores) expressam, predominantemente, canais para soédio
sensiveis a TTX (TTX-S), como Na,1.1, Na,1.6 e Na,1.7, bem como expressam
a isoforma Na,1.8, resistente a TTX (TTX-R) (Black et al., 1996). Ja os
neurénios de pequeno diametro (nociceptores) expressam 0s mesmos canais
TTX-S (Black et al., 1996; Sangameswaran et al., 1997; Toledo-Aral et al.,
1997), juntamente com as isoformas Na,1.8 e Na,1.9, que sdo TTX-R (Amaya
et al., 2000; Fjell et al., 2000). Consequentemente, a principal diferenga entre
os dois grupos de neurbnios € a expressao da populagado da isoforma Na,1.9
pelos neurbnios nociceptores (Fang et al., 2002). Comparado com as outras
isoformas de canais para Na®, o Na,1.9 apresenta cinética de ativacdo e
inativacao lenta, ndo contribui para o disparo do PA e esta ativo no potencial de
repouso (Cummins et al., 1999; Rush et al., 2007). Entao se esta populagao de
canais for bloqueada, o PA ainda podera ocorrer, entretanto provavelmente
iremos observar uma redug¢ao na (dV/dt),sc, como mostra os nossos dados com

os neurdnios nociceptores que nao foram bloqueados pelo estragol.

Esta atuagcdo do estragol sobre os neurbnios nociceptores corrobora
com os resultados obtidos por Oliveira e colaboradores (2001). Estes
demonstraram que o 6leo essencial do Croton zehntineri, cujos principais
constituintes s&o o anetol e o estragol, apresenta agdo antinociceptiva, porém
sugere que esta acao esteja associada a mecanismo central. Nés estamos

demonstrando que pode estar associada, também, a mecanismos periféricos.

6.2 COMPARACAO ENTRE OS DOIS TIPOS DE REGISTROS

Nés observamos que ao final da exposicdo do tecido a droga e para

todas as concentragdes de estragol utilizadas, os percentuais de fibras do NC e
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de neurossomas do GRD bloqueadas foram similares, sendo 4 mM a
concentragéao que inibe 50% (ECsp) para ambas as preparagdes. Estes dados
indicam que o estragol bloqueia com a mesma poténcia tanto as fibras quanto

0s neurossomas dos neurdnios aqui estudados.

Ainda nao foi descrito se os canais para Na* presentes ao longo de um
axoénio sdo 0os mesmos que estdo presentes no neurossoma que 0O originou.
Sabe-se, porém, que a expressdo dos multiplos subtipos de canais para Na*,
incluindo canais TTX-R, ndo se limita ao corpo celular e se estende ao longo
das fibras, demonstrando a provavel importancia destes canais na condutancia
das fibras (Brock et al., 1998; Strassman e Raymond, 1999; Black et al., 2002a;
Black e Waxman, 2002b). Considerando a similaridade na poténcia de bloqueio
sugerimos que o mecanismo de agéo do estragol seja o mesmo para as fibras

do NC e para os neurossomas do GRD.

A principal diferenca entre as duas preparacoes foi o tempo efetivo tanto
para a instalagdo como para a reversao do efeito do estragol sobre as fibras do
NC e os neurossomas do GRD. Para bloquear o impulso nas fibras nervosas,
estragol levou um tempo muito maior do que o requerido para inibir o potencial
de agdo nos neurdénios do GRD (180 min para as fibras do NC e 2,5 min para
os neurossomas do GRD). Tempo de bloqueio semelhante foram obtidos para
o 1,8 Cineol sobre a excitabilidade nervosa. O Bloqueio do PAC de nervo
ciatico, também, ocorreu de forma lenta e ao longo de 180 min (Lima-Accioly et
al., 2006), enquanto o tempo necessario para bloquear o PA dos neurossomas
do ganglio cervical superior ocorreu em até 5 min (Ferreira-da-Silva et al.,
2009). Estas diferengas s&o talvez atribuidas as diferentes preparagdes ou aos
varios envoltorios do nervo, o peri-, meso-, e endoneuro (Afifi e Bergman,

2005), que néao estao presentes no GRD.

Observado a recuperagao dentro de um periodo de tempo limitado de
180 min, no NC ela se mostrou lenta e parcial. O carater parcial desta
recuperacao sugere que a instalagdo dos efeitos do estragol € mais rapida do
que a recuperacao. O lento curso temporal da recuperagao talvez se deva a
alta lipossolubilidade da molécula do estragol que interage fortemente com a
membrana lipidica, necessitando de um tempo maior para ser lavada e da

presenca dos multiplos envoltérios. Ja4 nos neurossomas do GRD em que
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muitas células apresentaram recuperagao mais rapida (em minutos), essa
velocidade mais rapida talvez se deva a auséncia dos envoltérios do NC e o
percentual de células recuperadas reflete principalmente a dificuldade de

manter o impalamento estavel durante muitos minutos.

6.3 PROVAVEL MECANISMO DE ACAO

Nossos dados contém uma possivel explicagdo para o mecanismo de
acao do estragol, contudo sdo necessarias manipulagdes farmacoldgicas
utilizando técnicas de clampeamento de voltagens. O PA é deflagrado devido
ao aumento da condutancia aos ions Na* pela membrana celular e, portanto, o
bloqueio do PA deve-se a diversos mecanismos que impegam o fluxo deste ion
através da membrana (Hille, 2001). Ferreira-da-Silva e colaboradores (2009)
utilizando, também, a técnica do microeletrodo intracelular demonstraram que o
1,8-Cineol bloqueia o PA dos neurénios do ganglio cervical superior através da
despolarizagdo da membrana celular. Sugeriram que a despolarizagao levaria a
uma rapida abertura de populagdes de canais para Na* que logo entrariam no
estado inativado, onde assim permaneceriam até que o potencial
transmembrana retornasse ao valor do potencial de repouso original. Outras
substancias, como a lidocaina, agem diretamente sobre o canal para sodio

impedindo sua ativagéo.

O estragol bloqueou o PA dos neurbnios do GRD e algumas
evidéncias nos levam a formular a hipétese de que o estragol estaria atuando
diretamente no canal para Na®, seja bloqueando, inativando, dificultando ou
retardando a abertura deste canal. Primeiro, nos neurbnios que nao foram
bloqueados, estragol reduziu apenas a amplitude e (dV/dt).sc, Nndo alterando
duragdo nem (dV/dt)gesc. A (dV/dt)ssc esta relacionada com a fase de
despolarizacdo do PA e, portanto, com a ativacdo dos canais para Na®. A
segunda evidéncia que favorece nossa hipotese € que o estragol nao alterou o
potencial de repouso, que se manteve estavel tanto no final da exposicdo ao
estragol como na lavagem. Esta informacao descarta a possibilidade de um

bloqueio por despolarizacdo como citado anteriormente. E, por fim, o fato de
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nao ter ocorrido alteracdo, significante, na Rj, indica que o estragol ndo atua

em outras condutancias que estejam ativas no potencial de repouso.

A literatura sugere que, devido a alta solubilidade em lipidios, os 6leos
essenciais e seus constituintes podem interagir com a bicamada lipidica da
membrana plasmatica, inibindo influxo de Ca** ou bloqueando a
permeabilidade ao Na®, e entdo bloqueando a neurotransmissdo (Van Den
Brouke e Lemli, 1980). Soares e colaboradores (2007) sugerem que o anetol e
seus analogos estruturais induzem, em baixas doses, contragdes na
musculatura vascular por promover abertura de canais de Ca®* dependentes de
voltagem. Demonstrou-se, também, que timol atua sobre os canais para Na*
dependentes de voltagem (Haeseler et al., 2002) e que o eugenol, analogo
quimico do estragol, bloqueia as correntes de Na® TTX-R e TTX-S dos
neurénios do GRD (Cho et al., 2008).

6.3 POTENCIALIDADE DE UTILIZACAO TERAPEUTICA

Anestésicos locais sdao componentes que bloqueiam a condugao
nervosa quando aplicados localmente ao tecido nervoso em concentragdes
apropriadas. Eles bloqueiam os canais de sddio dependentes de voltagem de
cada tipo de fibra nervosa, deste modo eliminando seu potencial de acéo
(McLure e Rubin, 2005).

As atividades anestésicas local de monoterpenos e sesquiterpernos de
Oleos essenciais ja foram previamente descrita na literatura cientifica. Dentre
estes podemos citar: terpineol e trans-anetol (Ghelardini et al., 2001), mentol
(Galeotti et al., 1999), linalol e acetato de linalil (Ghelardini et al., 1999), B-
cariofileno (Ghelardini et al., 2001) e eugenol (Cho et al., 2008).

Neste estudo, nés demonstramos que o estragol apresenta atividade
anestésica local, uma vez que ele bloqueia o PA provavelmente por uma
atuacdo direta nos canais para Na* dependentes de voltagem. E esta atividade
bloqueadora ndao mostrou preferéncia por nenhum tipo de neurdnio, que pode

representar uma vantagem importante, pois esta documentada na literatura
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que, na clinica odontolégica, em muitos casos, a agao de anestésicos classicos

€ ineficaz ou apenas parcial (Hille, 2001).
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7.CONCLUSOES

O estragol bloqueia reversivelmente a excitabilidade nos neurossomas
do GRD e axdnios do NC.

O estragol atua com poténcia similar entre os tipos de fibras mielinizadas

presentes no registro do PAC.

O estragol atua com poténcia similar entre os neurdnios nociceptores e

mecanoceptores do GRD.

O bloqueio do PA ocorre sem alteragdes no potencial de repouso e
resisténcia de entrada sugerindo que este bloqueio ocorra por uma

atuacdo direta nos canais para Na".

Os dados sugerem que os neurbnios nociceptores, provavelmente,
apresentem populagdes de canais para Na+ que sejam mais sensiveis

ao estragol.
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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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