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de toda ciéncia e toda arte.”
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RESUMO

GONCALVES, J. C. R. Estudo do Efeito Antinociceptivo de (-)-Carvona em
Modelos Experimentais in vivo e in vitro. 2008. 102p. Dissertacao (Pés-
graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, Farmacologia) Laboratério
de Tecnologia Farmacéutica, Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa.

Dentre os produtos de origem natural com propriedades analgésicas comprovadas
experimentalmente, destacam-se 0s monoterpernos, tidos como 0s principais
constituintes quimicos dos 6leos essenciais de plantas aromaticas. A (-)-carvona (p-
menta-6,8-dieno-2-ona) é um exemplo de monoterpeno com possiveis propriedades
antinociceptivas, encontrada como o principal constituinte ativo dos O6leos de
algumas espécies do género Mentha como a Mentha spicata (hortela-peluda) e
comumente extraida a partir de suas folhas. Uma vez que as propriedades
farmacolégicas de (—)-carvona nao estdo estabelecidas, o presente trabalho se
propde a investigar o seu perfil antinociceptivo, sobre os sistemas nervosos central e
periférico (SNC e SNP), utilizando-se modelos experimentais in vivo e in vitro. Por
meio de diferentes modelos comportamentais para a dor, como os testes das
contorgdes abdominais induzidas pelo acido acético e da formalina, foi observada
uma atividade antinociceptiva dose-dependente de (—)-carvona em camundongos.
Tal efeito ndo demonstrou associar-se a via opidide de analgesia central, uma vez
que este monoterpeno nao produziu efeito significativo no teste da placa quente, e
por nao ter sido blogueado pela naloxona, um antagonista opidide padrdo. Foi
descartada uma possivel interferéncia de atividade sedativa ou miorrelaxante nos
resultados obtidos nos testes in vivo, devido a (—)-carvona, nas doses estudadas,
nao ter induzido qualquer alteragdo significativa na coordenacdo motora dos
camundongos sobre o aparelho de Rota-rod. Com a finalidade de se investigar uma
possivel atividade periférica de (—)-carvona, foi realizada a técnica de single sucrose
gap em nervo isquiatico de ratos Wistar. Verificou-se que este monoterpeno atua
sobre 0 SNP reduzindo a amplitude do potencial de agcao composto (PAC), de modo
dependente do tempo de incubacdo e da sua concentragcédo, apresentando uma ICsg
de 10,6 mM. Observou-se ainda que este monoterpeno promoveu alteragcdes nos
parametros de despolarizacdo do PAC avaliados (TPpac € VDpac), de forma
semelhante a lidocaina, um anestésico local padrao bloqueador de canais tipo Na,.
Além disso, este monoterpeno ndo induziu variagdes significativas sobre a fase de
repolarizacao do PAC, contrariamente a 4-minopiridina, um bloqueador de canais do
tipo K,. Esses resultados permitiram sugerir um possivel efeito bloqueador de
(—)-carvona sobre os canais do tipo Na, em seu mecanismo antinociceptivo, de
modo reversivel e de maneira independente do seu estado de ativagdo, uma vez
que seus efeitos sobre o nervo foram parcialmente revertidos e por nao ter
promovido efeito do tipo uso-dependente. Portanto, os resultados apresentados
neste estudo evidenciaram um efeito promissor de (—)-carvona como substancia
antinociceptiva, que pode estar associado com a reducao da excitabilidade do nervo
periférico.

Palavras-chave: Produtos naturais. ()-Carvona. Oleos essenciais. Monoterpenos.



ABSTRACT

GONGALVES, J. C. R. Study of the Antinociceptive Effect of (-)-Carvone in in
vivo and in vitro Experimental Models. 2008. 102p. Dissertation (Post-graduation
in Natural Products and Synthetic Bioactives, Pharmacology) Laboratory of
Pharmaceutical Technology, Federal University of Paraiba, Jodo Pessoa.

Amongst the natural-origin compounds with analgesics properties experimentally
confirmed, we can distinguish the monoterpens, which have related as the main
chemical constituent of essential oils from aromatic-plants. (-)-Carvone (p-mentha-
6,8-dien-2-ona) is an example of monoterpen with possible antinociceptive
properties, founded as the main active constituent of some Mentha species oils, like
Mentha spicata (spearmint) and usually extracted from its leaves. As the
pharmacological properties of (—)-carvone are not quite established, the present work
aimed to investigate its antinociceptive profile, on the central and peripheral nervous
systems (CNS and PNS), using in vivo and in vitro experimental models. Through
different behavioral models of pain, as the acetic acid-induced writhing and the
formalin tests, it was observed a dose-dependently antinociceptive activity of
(=)-carvone in mice. Such effect did not demonstrate an association to the central
opioid via of analgesia, whereas this monoterpene did not produce significant effects
in hot-plate test, and for not having been blocked by naloxone, a standard opioid
antagonist. It was discarded a possible sedative or myorelaxant interference on the
obtained in vivo results, due (—)-carvone in the studied doses, did not induce any
significant alteration in the mice motor coordination on the Rota-rod apparatus. With
the purpose to investigate a possible peripheral activity of (—)-carvone, the single
sucrose gap technique was carried out on the sciatic nerve of Wistar rats. It was
verified that this monoterpene acts on the PNS reducing the compound action
potential (CAP) amplitude, in a time incubation and concentration-dependent
manners, showing an ICsy of 10.6 mM. It was also observed, that this monoterpene
promoted alterations in the evaluated CAP depolarization parameters (TPpac and
VDrpac), similarly to lidocaine, a standard local anesthetic blocker of Na, channels.
Moreover, this monoterpene did not induce significant changes on the CAP
repolarization phase, dissimilarly from 4-aminopyridine, a K, channels blocker. These
results allowed to suggest a possible Na, blocker-like effect of (—)-carvone on its
antinociceptive mechanism, in a reversible mode and independent of its activation
state, once its effects on the nerve was partially reverted and for not having promoted
the use-dependent type effect. Therefore, the presented results in this study have
evidenced a promising antinociceptive-like effect of (—)-carvone, that may be
associated with decreased peripheral nerve excitability.

Keywords: Natural products. (-)-Carvone. Essential oils. Monoterpenes.
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Introducao



1 INTRODUCAO

No Brasil estima-se que, aproximadamente, 50 milhdes de brasileiros nao
tenham acesso ao medicamento e o fazem, muitas vezes, do tratamento com
plantas sua unica opcao terapéutica (ALMEIDA et al., 1999). Como alternativa, os
compostos naturais ativos podem ser usados como modelo para a sintese de
substancias analogas potentes e seletivas, e que algumas vezes, podem ser obtidas
mais facilmente e a custos menores (FILHO; YUNES, 1998).

Dentre as classes de drogas mais pesquisadas atualmente pela industria
farmacéutica destacam-se os agentes analgésicos. Estas substancias sao utilizadas
durante o tratamento da dor, sem, no entanto, causar a perda da consciéncia
(ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006). Um dos grandes desafios da terapéutica moderna
esta na busca por novos farmacos para o combate da dor que tenham uma eficacia
semelhante ou maior, quando comparado aos que ja estdo no mercado, bem como
que apresentem uma menor incidéncia de efeitos colaterais (DENAC; MEVISSEN;
SHOLTYSIK, 2000; KAHAN et al., 2006; OSSIPOV; PORRECA, 2005).

Atualmente o tratamento da dor tem sido motivo de preocupacao e de
numerosos estudos, pois apesar da variedade de substancias e do avango no
desenvolvimento das terapias de controle, ainda ha uma necessidade urgente de
analgésicos potentes, principalmente para os casos de dor crénica induzida pelo
cancer, onde a melhor alternativa, apesar dos seus efeitos colaterais, ainda é a
morfina. Neste sentido inUmeros grupos de pesquisa em todo mundo tém voltado
sua atencédo para a validacdo do uso de plantas medicinais e o isolamento de seus
metabdlitos secundarios, que podem vir a ser fonte de substancias analgésicas mais
potentes e com seus efeitos colaterais reduzidos, produzidas em menor tempo, de
baixos custos e conseqglentemente mais economicamente acessiveis a populacao
(CALIXTO et al., 2000; LIRA, 2001).

Em virtude da grande necessidade de obtencdo de novos agentes
analgésicos mais potentes e seletivos, e da perspectiva de que as substancias
derivadas de produtos naturais, e/ou os seus derivados sintéticos, possam suprir tal
necessidade, faz-se indispensavel investigar-se detalhadamente as propriedades
farmacoldgicas destas substancias, para que se possa melhor compreender o
desenvolvimento das suas atividades bioldgicas, e dessa forma, auxiliar na
prevencao dos possiveis efeitos indesejaveis.



1.1 Introducao ao estudo da dor

A dor &€ um sintoma tdo antigo quanto a propria humanidade. Nas
civilizagbes antigas, como a assiria-babildnica, egipcia e hebraica, o conceito de dor
adquiriu uma conotacdo religiosa. Acreditava-se que a dor viria a ser uma
intoxicagdo produzida pelos espiritos malignos, ou um castigo divino resultado de
pecados cometidos (ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006; OLIVEIRA, 2006).

Todos os individuos, exceto portadores de insensibilidade congénita, sabem
0 que € dor. Entretanto, torna-se dificil para alguém descrever a prépria dor e, ainda,
impossivel de se conhecer exatamente a experiéncia dolorosa do outro. Isto porque
esta é uma experiéncia individual, com aspectos peculiares, associada as
caracteristicas Unicas de cada organismo (RENTON , 2008).

Pressupde-se a existéncia de dois componentes envolvidos no processo
doloroso: um é a sensacgao de dor ou “nocicepgao”, induzida por estimulos nocivos
que podem ser exdgenos, tais como biolégicos, fisicos e quimicos, ou ainda,
endogenos, caracterizados principalmente por processos inflamatérios. O outro
componente seria a reacdo emocional a dor, que corresponderia a uma
interpretagdo afetiva a essa sensagdo. Esta é de carater individual, sendo
representada principalmente por experiéncias prévias, tais como a lembranca de
alguma forma de sofrimento (MORAES; CAMARGO, 1999).

Portanto, a dor é relatada como uma sensacgao subjetiva, de dificil descricao,
podendo ou nao estar associada a lesao tecidual, que possui origem em
terminacbes da pele, aponeuroses, articulacdes e visceras. Por outro lado a
nocicepgao € definida como o mecanismo através do qual os estimulos periféricos
nocivos sao transmitidos ao sistema nervoso central (SNC), entretanto, nao
apresentando o componente subjetivo ou afetivo. Finalmente, a percepcao terminal
da dor serd consequéncia da integracdo de ambos os componentes (ALMEIDA;
OLIVEIRA, 2006; BRAUN-FILHO; BRAUN, 2004).

1.2 Classificacao e fisiologia da dor

A dor pode ser classificada sob diferentes aspectos, um deles leva em
consideracao a sua distribuicao temporal, diferenciando-se em aguda e crénica. Em



um outro aspecto, consideram-se os mecanismos fisiolégicos, classificando-se como
dor nociceptiva, neuropatica, referida e visceral (SAKATA; GOZZANI, 1994;
RENTON , 2008).

De acordo com o aspecto temporal, a dor aguda é aquela que se segue a
um estimulo algico (que provoca nocicepcao), possui nhatureza sensorial e
desempenha um papel de alerta para o préprio organismo. Ja a dor crénica é
normalmente resultante de um processo patoldgico, persistindo por um periodo mais
duradouro (OLIVEIRA, 2006; RENTON , 2008).

Com relacdo aos mecanismos fisiol6gicos, a dor nociceptiva € originada pela
ativagdo dos nociceptores, bem localizada e circunscrita a é&rea lesada,
caracterizando-se por sensacdes claras e precisas (BRAUN-FILHO; BRAUN, 2004).
A dor neuropatica caracteriza-se por um processo crénico associado apenas a via
sensorial, e € decorrente de disturbios do SNC ou por danos de nervos periféricos
(DWORKIN, 2002). Contrariamente a dor nociceptiva, a dor referida ndo possui uma
localizagdo precisa, e ainda, pode ser decorrente de uma area do corpo nao
coincidente com a localizagdo da viscera que a produziu (ARENDT-NEILSEN;
SVENSSON, 2001). A dor visceral é a forma de dor que surge mais frequentemente
como consequéncia de enfermidades, sendo o sintoma comum na maioria das
sindromes dolorosas agudas e crbénicas de interesse clinico. Esta caracteriza-se por
ser vaga, mal localizada e se estende bem além do érgdo lesado, podendo ser
referida em regides distantes da viscera que a originou (RENTON, 2008;
MARQUEZ, 2004).

O reconhecimento da dor como reacao sensitiva envolve trés mecanismos
basicos: transducdo, transmissdo e modulacdo. Durante a transducéo, ocorre a
“transformacao” de um estimulo mecanico, térmico ou quimico, em uma ativacao dos
receptores da dor (nociceptores), que entdo o transmite na forma de um impulso
nervoso por um potencial de acdo (RENTON , 2008).

Os nociceptores sao terminacoes nervosas livres das fibras mielinicas tipo
Ad e das fibras amielinicas tipo C (Quadro 1), amplamente distribuidos na pele,
mucosas, visceras, musculos, periosteo e articulagdes e diferem dos demais por
serem, normalmente, ativados por estimulos de intensidade nociva, capazes de
causar certo grau de dano tecidual (MARQUEZ, 2004; OLIVEIRA, 2006).

O processo de transmissao do estimulo nociceptivo, da periferia a medula
espinhal, é realizado pelas fibras do tipo As mielinizadas de pequeno didametro e do



tipo C (Quadro 1), sendo a dor rapida resultante da transmissao das fibras As,
enquanto que a dor lenta € transmitida pelas fibras amielinicas do tipo C
(MARQUEZ, 2004; OLIVEIRA, 2006). Ao atingir a medula espinhal, a informacao
nociceptiva é entao transmitida para o tdlamo e para o cértex cerebral por cinco vias

ascendentes: o0s tratos espinotalamico, espinoreticular, espinoencefalico,
cervicotalamico e espinohipotalamico (BASAUM; JESSELL, 2000; PINTO, 2000).

Tipode | Diametro (um) Mielinizacao Velocidade de
Fibra Conducao (m/s)

Aa 12 -20 Intensa 70-120 Motora, propriocepgao
AB 6-12 Intensa 30-70 Tato, pressao

Ay 3-6 Intensa 15-30 Ténus muscular

Ad 2-5 Intensa 3-15 Dor, toque, temperatura
B <3 Leve 3-15 Fungéo autonémica
C 0,3-1,3 Ausente 0,7-2,3 Dor, toque, temperatura

Quadro 1 - Classificacao das fibras nervosas. Adaptado de Miller e Katzung (2003).

Os neurbnios do trato espinotalamico apresentam campos receptivos
inibitdérios, sendo portanto, responsaveis pela modulacdo da sensagdo dolorosa.
Esta inibicao é explicada pela “teoria do portao para o controle da dor” (MELZACK;
WALL, 1965), a qual sugere que a transmissao da dor pode ser prevenida por
estimulos inécuos mediados pelas grandes fibras aferentes mielinizadas, enquanto a
transmissdo da dor pode ser aumentada por estimulos que s&o transportados
através de fibras aferentes finas (DE LEO, 2006).

1.3 As bases moleculares da nocicepcao

Os receptores relacionados com a dor sao descritos como “opidides” e sado
classificados em 4 tipos, nomeados com as letras gregas u (mu), k (kappa), 6 (delta),
o (sigma), amplamente distribuidos no SNC, desempenhando diferentes efeitos
farmacolégicos (Quadro 2). Durante a ativacdo desses receptores, pelos agonistas
opidides, ocorre o fechamento de canais para céalcio (Ca**) dependentes de

voltagem (Ca,), reduzindo a liberacdo de neurotransmissores. Além disso, a ativagéao



de receptores y ou O promove a abertura de canais para potassio (K") calcio-
dependentes (Kca), produzindo hiperpolarizacdo da membrana celular e o
fechamento dos canais Cay, 0 que reduz a liberacao de substancia P pelos terminais
centrais do neur6nio aferente primario. Estes agonistas atuam ainda ativando as vias
inibitérias descendentes (DICKENSON, 1997; MARTIN; EISENACH, 2001).

Dentre as classes mais estudadas, estdo os receptores p, Kk € &, ambos
acoplados a proteina G, e, portanto capazes de afetar a regulacdo ibnica, o
processamento do Ca® intracelular e a fosforilacdo de proteinas. Foi sugerida a
existéncia de diversos subtipos de receptores opidides; atualmente, os mais
caracterizados por critérios farmacoldgicos incluem 1, Pz, K1, K2, K3, 01 € 02 (WAY;
FIELDS; SHUMACHER, 2003). O quadro 2 descreve os efeitos farmacolégicos dos
principais tipos e subtipos de receptores opidides.

Tipo de Receptor Efeitos Farmacoldgicos

M (u) Analgesia espinhal (1), analgesia supra-espinhal (ps),
depressao respiratéria (M2), constipacdo intestinal (M),
retengdo urinaria (Mp), prurido (M;), sedacdo, euforia,
dependéncia fisica.

Kappa (k) Analgesia espinhal (k3), analgesia supra-espinhal (k),
depressao respiratéria, constipagao intestinal, sedacao.

Delta (5) Analgesia espinhal, analgesia supra-espinhal (&,),
depressao respiratéria, prurido, dependéncia fisica.

Sigma (o) Retengao urinaria, disforia, midriase.

Quadro 2 — Tipos de receptores opidides e seus efeitos farmacoldgicos. Adaptado de
Lira (2001).

Durante a nocicepcao, além dos receptores opidides estao envolvidos ainda
outros tipos de receptores, como os GABAx (PAN et al, 2008); M; e
Mx-muscarinicos (NAGUIB; YAKSH, 1997); NMDA-glutamatérgicos (CHIZH et al.,
2001; CODERRE; VAN EMPEL, 1994); D1 e D.-dopaminérgicos (PEANA et al.,
2004). Sabe-se, ainda, que a liberacdo de mediadores quimicos, tais como a

bradicinina, histamina, serotonina e prostaglandinas podem levar tanto a



estimulacdo direta quanto a sensibilizacdo dos receptores da dor (SAKATA;
GOZZANI, 1994; RENTON, 2008).

O estudo da dor em nivel molecular € um estudo complexo, pois varios
receptores estdo envolvidos neste processo e pouco ainda se sabe sobre suas
bases moleculares e mecanismos de regulagdo. A dor neuropatica, por exemplo,
pode também estar associada a uma mudancga na expressao génica dos canais para
sodio (Na*) voltagem-dependentes (Na,) apés uma lesdo no nervo, provocando uma
hiperexcitabiliade nervosa (BLACK et al., 2004; DEVOR, 2006; WAXMAN et al.,
2000). Dentre estes, os canais Nay1.7, Nayi.s € Nayi.9, S0 amplamente expressos em
nervos periféricos e possuem relacdo direta com a dor (DIB-HAJJ et al., 2007;
POYRAZ et al., 2003).

Um outro tipo de canal idnico envolvido na nocicepg¢ao sdo 0s canais para
K*, cuja ativagdo estd envolvida na modulagdo positiva do efeito analgésico de
agonistas opibdides e muscarinicos (YAMAZUMI; OKUDA; KOGA, 2001). Dentre
estes podem ser citados os canais para K* voltagem-dependentes (K,) como o Ky4.2
e o0 Ku.3 (HUANG et al., 2005), e ainda, os canais para K* sensiveis ao ATP (Katp)
(IWAMOTO; MARION, 1993) e ao calcio (Kca) (LI et al, 2007).

1.4 Os canais iGnicos e a sinalizacao neuronal

Os canais i6nicos sado poros hidrofilicos formados por proteinas integrais das
membranas celulares das mais variadas espécies animais e vegetais. Eles possuem
trés importantes propriedades: conduzir ions, reconhecer e selecionar ions
especificos, abrir e fechar em resposta a sinais elétricos, mecanicos ou quimicos
especificos. Os canais dos nervos e musculos conduzem os ions através da
membrana celular a velocidades extremamente altas, cerca de 10° por segundo, o
que causa alteragdes rapidas do potencial de membrana (HILLE, 2001).

Em todos os canais ibnicos, as proteinas possuem diferentes estados
conformacionais, dentre os quais, alguns apresentam maior estabilidade, o que
corresponde a um estado funcional diferente. A transicdo do canal entre esses
diferentes estados, &, geralmente, classificado em: aberto, fechado e inativado. Para
que um estimulo cause a transicdo do estado conformacional de um canal, deve-se

fornecer energia. No caso dos canais dependentes de voltagem, a energia € suprida



pela movimentacdo de uma regido carregada da proteina do canal, denominada
sensor de voltagem, através do campo elétrico da membrana. O movimento das
cargas do sensor de voltagem através do campo elétrico confere ao canal uma
variacao da energia livre, alterando seus estados “fechado” e “aberto”. A transicéo
entre estes dois estados requer em média, alguns milisegundos, todavia, quando
iniciada, ela procede instantaneamente (cerca de 10 ps) originando variagcbes
abruptas da corrente através do canal. Porém, apesar dessa rapida conducao idnica,
0s canais ibnicos sao surpreendentemente seletivos, haja visto que cada tipo
permite a passagem de apenas uma ou algumas espécies de ions (HILLE, 2001).

A ativacédo de diferentes classes de canais ibnicos promove uma alteracao
rapida na polaridade da membrana das células excitaveis, através das correntes
ibnicas geradas, formando o potencial de agdo que se propaga ao longo da célula,
sendo considerado como a base da capacidade carreadora de sinais das células
nervosas (ARMSTRONG; HILLE, 1998). Um potencial de acao é deflagrado quando
ocorre um influxo de ions carregados positivamente na célula alterando a polaridade
da membrana, carregada negativamente em sua porcao interna durante o repouso
para uma polaridade positiva, em um evento chamado de “despolarizacdo”. A
polaridade da membrana é restaurada pelo processo de “repolarizacao”, geralmente
devido ao impedimento do influxo de ions positivos e ao efluxo de ions potassio (K*)
por difusdo, pela abertura dos canais para K' dependentes de voltagem
(ARMSTRONG; HILLE, 1998; HILLE, 2001).

O potencial de membrana das células nervosas em repouso €
principalmente determinado por canais seletivos aos ions K*, que sdo 100 vezes
mais permeaveis ao K* do que ao Na*. Ja durante o potencial de acéo, sdo ativados
canais de 10 a 20 vezes mais permeaveis ao Na* do que ao K*. Logo, a chave para
a grande versatilidade da sinalizacdo neuronal esta na ativacdo de diferentes
classes de canais i6nicos (HILLE, 2001; YU; CATTERALL, 2004).

A soma algébrica de varios potenciais de acado, resultantes da estimulacao
de varios axbnios presentes em uma fibra nervosa, é chamada de potencial de acao
composto (PAC), o qual foi descrito, inicialmente, a partir do primeiro pico (A) gerado
em um nervo e as suas subdivisées (Aa, AB, Ay e Ad) como a soma da atividade
elétrica das fibras mielinicas de rapida condutancia (PERL, 2007). Um pico de
condutancia muito lenta também observado (C), foi proposto como a representacao
da atividade das fibras amielinicas. Diferentemente do potencial de acao gerado em



um unico axdénio, o PAC é uma resposta graduada, cuja magnitude aumenta com a
intensidade do estimulo. Isso ocorre devido ao fato de que diferentes axdnios
presentes na fibra nervosa possuem diferentes limiares de excitabilidade e
diferentes didmetros, sendo mais rapidas e excitaveis as fibras que possuem menor
limiar e maior diametro (Quadro 1), de acordo com a seguinte ordem:
Aa>ABR>Ay>Ad>B>C (PERL, 2007).

1.4.1 Canais para Na* e K* dependentes de voltagem

Os canais para Na® voltagem-dependentes (Na,) sdo as bases da
excitabilidade elétrica do nervo e das células musculares (CRUZ et al., 2000). O
canal para Na® foi purificado pela primeira vez do 6rgdo elétrico do peixe
Electrophorus electricus, sendo composto por uma Unica cadeia peptidica de 260 kD
(AGNEW et al., 1980). Ao todo, existem dez genes para as subunidades a dos
canais Na, no genoma humano, e nove deles pertencem a uma Unica familia com
identidade superior a 70% da sua sequéncia de aminoacidos (GOLDIN et al., 2000).

Drogas que bloqueiam os canais Na, sdo utilizadas para o tratamento da
dor, arritmias cardiacas, analgesia e epilepsia. Estes canais sdo expressos em
diferentes tipos de células excitaveis e conduzem os ions Na* dez vezes mais rapido
que o K* ou o Ca®. A sua seletividade é determinada pelas cadeias laterais de
quatro residuos de aminoacidos (aspartato-glutamato-lisina-alanina), entre os
segmentos S5 e S6 de cada dominio, os quais sdo conservados em todos os dez
canais (SUN et al., 1997). Apo6s um curto periodo (1 a 2 ms) ap6s aberto, os canais
Na, sdo inativados através do gating de inativacdo citoplasmatico formado pelo
motivo hidrofébico IFMT (isoleucina-fenilalanina-metionina-treonina), localizado na
porcao interna do canal e entre os dominios lll e IV (ROHL et al., 1999). A inativacao
exerce um controle crucial na condutancia dos canais Na,, permitindo que o canal
abra em rapidas sequéncias para gerar os trens de sinais elétricos breves (YU,
CATTERALL, 2004).



Canal Na,

Figura 1 — Representacdo esquematica da subunidade a do canal para Na" dependente de
voltagem (Na,). A esquerda, estdo representados os seus quatro dominios (I-1V), formados por seis
segmentos transmembrana (S1-S6). Entre os segmentos S5 e S6 ocorre a regido formadora do poro
(verde). Em vermelho, os segmentos S4 carregados positivamente e em amarelo, o gating de
inativagdo (motivo IFMT). Os circulos entre os loops representam os aminoacidos que formam o filtro
de seletividade ao ion. N e C representam as porgdes amino e carboxi-terminais, respectivamente. A
direita, estd representada a estrutura tridimensional da subunidade a (20 A). Adaptado de Yu e
Catterall (2004).

Uma das fungbes mais marcantes dos canais para K™ estd na manutencao
no potencial de repouso da membrana de todas as células, sejam elas excitaveis ou
nao. No entanto, a medida que os estudos acerca desses canais se intensificam,
novas fungdes sdo atribuidas a eles (HILLE, 2001). Os canais para K" ativados por
voltagem sd@o denominados K,, e sdo formados por quatro subunidades do tipo a,
geralmente associadas as subunidades auxiliares do tipo 8. As subunidades do tipo
a possuem seis dominios transmembrana (S1-S6) e os dominios carbéxi e amino-
terminais localizados na regido citoplasmatica. A regiao do poro é formada pelos
segmentos S5 e S6, enquanto que o segmento S4, composto por aminoacidos
carregados positivamente, é considerado o sensor de voltagem desses canais
(Figura 2). O deslocamento de S4 frente a uma mudancga no potencial de membrana,
ocasiona na mudanga conformacional do canal para o estado aberto (BURG;
REMILLARD; YUAN, 2006; MILLER, 2000).
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Figura 2 — Representacio esquematica do canal para K* dependente de voltagem (K,). A figura
A) mostra os segmentos transmembrana (S1-S6) de apenas uma das subunidades da estrutura
tetramérica do canal K,, onde S4 representa o sensor de voltagem, S a sequéncia de assinatura e T1
o domino conservado do canal. N e C representam as por¢cdes amino e carboxi-terminais,
respectivamente. Adaptado de Miller (2000). A figura B) mostra as conformagdes “fechada” e “aberta”
dos canais para potassio de bactérias, onde o filtro de seletividade e o residuo conservado da glicina,
estéo representados em laranja e vermelho, respectivamente. Adaptado de Yu e Catterall (2004).

1.5 Controle farmacolégico da dor

O tratamento da dor pode ser efetuado por diferentes classes de
substancias, dentre as quais destacam-se o0s antiinflamatorios, os opidides,
antidepressivos, anticonvulsivantes, neurolépticos e ansioliticos.

Os analgésicos da classe dos antiinflamatérios diminuem a produgédo de
prostaglandinas e leucotrienos que sensibilizam os receptores da dor para a agao de
substancias liberadas durante a lesdo. Os varios agentes desta classe diferem entre
si quanto a poténcia antiinflamatéria, cinética e efeitos colaterais. Embora n&o
causem dependéncia psiquica, podem provocar alteracbes gastricas, hepaticas e
renais, reacdes alérgicas e alteracdes hematolégicas (HARRIS; BREYER, 2006;
MUNIR; ENANY; ZHANG, 2007; SAKATA; GOZZANI, 1994).



Os analgésicos opidides, cujo principal representante é a morfina, agem
através da ligagdo aos receptores no SNC e no sistema nervoso periférico (SNP),
inibindo a transmissao da dor. Sdo Uteis no tratamento das dores oncolégicas e
traumaticas, no entanto seus inimeros efeitos colaterais e o risco de dependéncia
os tornam fatores limitantes a sua utilizacdo (BALLANTYNE, 2007; DICKENSON,
1997; MARTIN; EISENACH, 2001).

A acao analgésica dos antidepressivos € atribuida, principalmente, ao
bloqueio da recaptacdo de serotonina e noradrenalina pelas vias supressoras da
dor. Estas drogas elevam também os niveis sinapticos de dopamina e alteram a
atividade de alguns neurotransmissores, como a substancia P e o GABA (4acido-y-
aminobutirico). Ja os anticonvulsivantes, promovem estabilizacdo das membranas
neuronais das vias aferentes da dor, com diminuigdo da transmissdo sinaptica e
supressdo da atividade espontdnea que ocorre em certas sindromes dolorosas
(JANN; SLADE, 2007; JOHANNESSEN LANDMARK, 2008; PAN et al., 2008).

Os neurolépticos ativam mecanismos de modulacdo da dor e diminuem a
excitabilidade neuronal proporcionando sedacdo e analgesia, enquanto que o0s
ansioliticos atuam reduzindo a ansiedade, a insbnia e também promovendo
relaxamento muscular (SAKATA; GOZZANI, 1994).

1.6 Os anestésicos locais

Uma outra classe de substancias utilizadas na inibicao da nocicepcao sao os
farmacos anestésicos locais (AL’s). Esses compostos sdo capazes de causar, em
uma determinada regiao do corpo, uma diminuicdo da sensibilidade, motricidade e
funcédo autonémica, através do bloqueio da geracédo e propagacao do potencial de
acao, impedindo a conducao do estimulo algico. A sua remocao € seguida de um
retorno completo e espontaneo da conducao nervosa (DE JONG, 2001; HILLE,
2001).

O local basico de acado dos AL’s sdo os canais do tipo Na,, que sdo os
proprios receptores desses farmacos. A afinidade da ligagdo depende do estado
conformacional do canal, que pode ser aberto, fechado ou inativado. A ligacdo com
o canal é favorecida por potenciais de acdo repetidos, sendo esse fenémeno
chamado de efeito uso-dependente ou bloqueio fasico (dependente da freqtiéncia de



estimulacdo). A lidocaina, por exemplo, aumenta o seu efeito por causa desse
fenédmeno (DE JONG, 2001; HILLE, 2001; MOORE; BURNEY, 1979).

Seletivamente, os AL’s podem ligar-se aos canais tipo Na, e, dessa forma,
estabilizando-os na conformacgao fechada, mesmo na presenga de um estimulo.
Nesse estado, os canais sdo impermeaveis ao sodio e, portanto, ndo ha
despolarizacao da membrana (HILLE, 1977, 2001).

1.6.1 Mecanismos do bloqueio fasico pelos anestésicos locais

Tasaki (1953) mostrou que o bloqueio da transmissdo do impulso no nervo
isquiadico de sapos, tratados com o anestésico uretano, depende da taxa de
estimulacédo. Respostas a estimulacdo em freqiéncias elevadas foram bloqueadas
mais prontamente que respostas obtidas em baixas frequiéncias. Esta potenciacao
do bloqueio durante rapidos estimulos foi confirmada utilizando-se uma grande
variedade de anestésicos locais (HILLE, 1977; KHODOROV et al., 1976;
STRICHARTZ, 1973). Courtney (1975) nomeou este efeito provocado pelos AL
como “bloqueio uso-dependente”, atualmente também conhecido como “dependente
de frequéncia” ou “fasico”. Em geral, os potenciais de acdo sdao conduzidos
normalmente em freqUéncias fisioldgicas, sendo fortemente suprimidos quando
estimulados em altas freqiéncias (HONDEGHEM; KATZUNG, 1977).

A técnica de voltage-clamp tem sido utilizada no nervo para o delineamento
do bloqueio uso-dependente (STARMER, 1984) e varias hip6teses baseadas na
interacdo de AL’s com seus respectivos sitio (s) receptores foram propostas
(COURTNEY, 1975; HILLE, 1977; HONDEGHEM; KATZUNG, 1977; KHODOROQV et
al., 1976; STRICHARTZ, 1973). Estas hip6teses formam a base para o
entendimento dos mecanismos, acerca do efeito uso-dependente, envolvidos no
bloqueio dos canais i6nicos pelos AL’s.

Em um modelo relativamente simples, Strichartz (1973) propde um
aprisionamento da molécula blogueadora dentro do poro do canal (Figura 3), apés
concluir que o bloqueio e o desbloqueio dos AL’s requerem canais abertos, e mesmo
quando a droga esta ligada ao canal, os processos de ativagcdo e inativacado
continuam a funcionar, indicando se a droga consegue ou nado se desligar do

receptor.
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Figura 3 — Diagrama da ligacao entre um anestésico local e o seu sitio receptor no canal Na,. A
molécula consegue alcancar o seu sitio de ligacdo se ambas as comportas (gates) de ativagéo e
inativacao estiverem abertas, ou através da membrana mesmo se uma ou ambas as comportas
estiverem fechadas (HILLE, 1977).

A hipbétese da “modulacdo do receptor”, proposta por Hille (1977) e
independentemente proposta por Hondeghem e Katzung (1977), € baseada na
variacao da afinidade no sitio de acao do canal ibnico e ha mudanca da cinética de
inativacao do canal ligado a droga. Baseado na observacao de mudangas na curva
de inativacdo derivada de preparacées com nervos expostos ao anestésico local,
Hille (1978) propds a existéncia de modificagdes de um ou ambos os coeficientes de
inativacao (a,* e Br*) em canais complexados a droga. Um detalhado balango entre
os estados aberto e fechado em equilibrio requer que alteragdes nos coeficientes
estejam acopladas com uma mudanca na afinidade de ligacéo dos sitios receptores
dos canais iénicos.

Experimentos realizados com uma variedade de farmacos AL’s levaram a
hip6tese de que existem duas vias de reacao com o receptor do canal ibnico para
explicar o bloqueio fasico: uma via hidrofébica e uma outra hidrofilica (HILLE, 1977).
A via hidrofilica é usada pelas drogas quaternarias e aminas protonadas, em suas
formas carregadas, que nao conseguem atravessar a membrana plasmatica e
necessitam do canal aberto para atuarem. Na via hidrofébica, utilizada por drogas
neutras, ocorre a ativagao e desativacao do canal mesmo quando fechados, devido
a capacidade dessas moléculas em atravessar a membrana e/ou através da parede
do canal ao seu receptor (Figura 4).
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Figura 4 — Teoria da modulacado de receptor. A modulagdo ocorre por meio de vias distintas, a
hidrofilica e a hidrofdbica, representada como um esquema cinético com interconversdes entre os
estados normais (R, O, I) e modificados pela droga (R*, O, I*) do canal ibnico. Pela via hidrofilica a
droga (eletricamente carregada) atravessa o canal apenas se sua comporta estiver no estado aberto
(O), enquanto que drogas nado carregadas o fazem independente do estado de ativagdo do canal.
Adaptado de Hille (1977, 2001).

1.7 Produtos naturais e sintéticos bioativos

A avaliacao do potencial terapéutico de plantas medicinais e de alguns de
seus metabdlitos secundarios tais como flavondides, alcalbides, terpenos, taninos e
lignanas tém sido objetos de incessantes estudos, e muitas destas substancias tém
grandes possibilidades de aproveitamento como futuros farmacos.

Varios sdo os exemplos histéricos do emprego de plantas medicinais na
obtencéao e estudo de novas substancias com ag¢dao no SNC, tais como a morfina e a
codeina, obtidas a partir da Papaver somniferum que promovem analgesia e
alteracées no humor, por atuar principalmente nos receptores p-opidides (HUANG;
KUTCHAN, 2000); a cafeina, extraida da Paullinia cupana, que pertence
quimicamente a classe das xantinas, semelhantes a teofilina e a teobromina,
promove efeitos estimulantes do SNC (CAMPQOS et al., 2005).

As propriedades dos produtos naturais favorecem a interagdo com os alvos
biolégicos. Eles tendem a possuir uma composicdo molecular diferente, contendo
pouco nitrogénio, halogénio e enxofre, mas sao ricos em oxigénio (ORTHOLAND;
GANESAN, 2004). Além disso, os compostos de origem natural apresentam mais

sistemas de anéis e maior grau de insaturacdo, resultando numa estrutura mais



rigida que confere a molécula maior forca de ligacdo, devido a uma menor perda
entropica (PHILLIPSON, 2001).

A etnofarmacologia associada a descoberta de novas drogas, usando
produtos naturais, permanece um assunto de grande importancia no cenario mundial
(PATWARDHAN; VAIDYA; CHORGHADE, 2004). Muitas drogas modernas tém suas
origens na etnofarmacologia. Entretanto, apesar do avanco tecnoldgico atual, o
processo de descoberta de novas drogas que possam ser Uteis na terapéutica é
considerado o principal déficit que, adversamente, afeta a industria farmacéutica
(PATWARDHAN, 2005).

Algumas espécies vegetais do Nordeste brasileiro, com ampla distribuicao
na Paraiba, tém mostrado resultados muito promissores com atividade no SNC,
como a Dioclea grandiflora com potencial efeito antinociceptivo (ALMEIDA et al.,
2000) e anticonvulsivante (MATTEI; LEITE; TUFIK, 1995), Cissampelos sympodialis
indicado para o tratamento de problemas respiratérios e com um perfil
antidepressivo em testes preliminares (ALMEIDA et al., 1998; MAIOR et al., 2003).

Ha, portanto, uma demanda cada vez maior por estudos visando a obtencao
de outros compostos terapeuticamente viaveis. Neste contexto incluem-se as drogas
que atuam sobre 0 SNC e o SNP. Esses medicamentos tém valor inestimavel, ja que
podem produzir efeitos que alteram a fisiologia e psique, aliviando a dor ou a febre,
suprimindo distirbios do movimento, evitando convulsées e induzindo o sono.
Podem ainda tratar da ansiedade, depressdo ou esquizofrenia sem alterar a
consciéncia (OLIVEIRA, 2006).

1.7.1 Os Oleos essenciais e seus componentes

Os dleos essenciais (OE’s) constituem os elementos volateis contidos em
varios 6rgaos das plantas aromaticas, e assim sdao denominados devido a
composi¢ao lipofilica que possuem, quimicamente diferentes da composicao
gliceridica dos verdadeiros éleos e gorduras (SIANI et al., 2000).

Muitos desses 6bleos ja possuem estudos sobre suas varias atividades
biol6gicas, os quais demonstraram suas atividades no sistema nervoso, tais como
propriedade analgésica (ALMEIDA; NAVARRO; BARBOSA-FILHO, 2001),



anticonvulsivante (ALMEIDA; MOTTA; LEITE, 2003) e ansiolitica (ALMEIDA et al.,
2004; UMEZU et al., 2002).

Com relagdo a natureza quimica dos OFE’s, esses, em sua maioria, sao
constituidos de substancias terpénicas e eventualmente de fenilpropandides,
acrescidos de moléculas menores, como alcoois, ésteres, aldeidos e cetonas de
cadeia curta. O perfil terpénico apresenta, principalmente, substancias constituidas
por dez e por quinze atomos de carbono, conhecidas como monoterpenos e
sesquiterpenos, respectivamente (SIANI et al., 2000).

Os efeitos dos OFE’s sdao provavelmente devido aos monoterpenos,
considerados como 0s seus principais constituintes. Essa informacao é baseada no
fato de que varios monoterpenos presentes nesses 6leos apresentaram diferentes
atividades no SNC e SNP, como exemplo o linalol e o citronelol que possuem
atividade anticonvulsivante (DE SOUSA et al., 2006; ELISABETSKY et al., 1995), e
o mentol e a rotundifolona com propriedades analgésicas (ALMEIDA; HIRUMA;
BARBOSA-FILHO, 1996; GALEOTTI et al., 2002) (Figura 5).

A) B) D)

OH

OH OH

Figura 5 — Exemplos de monoterpenos biologicamente ativos.
A) Linalol; B) Citronelol; C) Rotundifolona; D) Mentol.

Recentemente, um estudo com monoterpenos alcodlicos e cetbnicos
demonstrou que os efeitos produzidos por estes compostos foram dependentes de
suas estruturas e grupos funcionais associados (—OH ou =0) e o tipo de receptor
estudado (HALL et al., 2004).



1.8 Propriedades quimicas e bioldogicas de (-)-carvona

A carvona (p-menta-6,8-dieno-2-ona) é um monoterpeno cetbnico
representante da classe dos terpenos, que €& encontrado como o principal
constituinte ativo dos OE’s de algumas espécies vegetais do género Mentha e
comumente extraida a partir de suas folhas (YOUNIS; BESHIR, 2004). Dentre os
seus enantidmeros (Figura 6), a (-)-carvona é majoritaria do 6leo da hortela-peluda
(Mentha spicata), enquanto que a (+)-carvona € o principal componente dos 6leos da
alcaravia (Carum carvi) e do endro (Anethum graveolens) (DE SOUSA; NOBREGA;
ALMEIDA, 2007).

(-)-Carvona (+)-Carvona

Figura 6 — Estrutura quimica dos enantiomeros de carvona.

Embora ainda existam poucos estudos cientificos demonstrando os efeitos
da carvona sobre o0 sistema nervoso, recentemente alguns trabalhos tém
demonstrado uma busca crescente de informacgdes acerca da farmacologia deste
composto. A exemplo, um estudo realizado por Mora et al. (2005), sugeriu que tanto
a carvona quanto a tujona, ambos compostos presentes no extrato hidroalcodlico de
Aloysia polystachya (griseb.) moldenke (Verbenaceae), poderiam ser 0s
responsaveis pela atividade sedativa, ansiolitica e antidepressante induzidas em
ratos por este extrato. Buchbauer et al. (2005), demonstraram os efeitos sedativos
dos isbmeros de carvona sobre a atividade locomotora de camundongos, apés a

inalacado destes compostos.



Estudos relativos a toxicidade da carvona evidenciaram que o enantibmero
(—)-carvona possui uma toxicidade ligeiramente maior que a (+)-carvona, 0s quais
possuem DLsy de 426,6 (389,0-478,6) mg/kg e de 484,2 (358,9-653,2) mg/kg
respectivamente. No mesmo estudo foi demonstrado que a (+)-carvona apresentou
atividade anticonvulsivante, enquanto que a (—)-carvona demonstrou uma provavel
atividade antinociceptiva (DE SOUSA; NOBREGA; ALMEIDA, 2007).

Trabalhos referentes aos mecanismos da olfacdo confirmaram que os
enantidmeros de carvona afetam a atividade da enzima adenilato ciclase (SKLARS
et al., 1986). Adicionalmente, Breer (1991) indicou que quando a concanavalina A,
uma lectina obtida da Canavalia ensiformis, era aplicada sob o epitélio olfatério de
sapos, bloqueava-se a transducao de cAMP induzida por (+)-carvona, mas nao para
(-)-carvona. Fato este, que mais tarde revelou-se ocorrer devido a existéncia de
populacdes neuronais diferentemente ativadas (KIRNER et al., 2003), sugerindo-se,
portanto, diferentes receptores para os enantibmeros de carvona.

Outro importante estudo demonstrou que a (+)-carvona produziu oscilagdes
de frequéncias semelhantes tanto no epitélio olfatério (SNP) quanto no bulbo
olfatério (SNC). Estimulos estes que foram continuados mesmo apds a seccao do
nervo olfatério, indicando que as oscilacées no epitélio olfatério provocadas por
(+)-carvona possuem uma fonte nervosa periférica (DORRIES; KAUER, 2000).
Ainda, estudos em humanos realizados por Heuberger et al. (2001) demonstraram
que a inalacado de (-)- e (+)-carvona, por voluntarios sadios, foi capaz de provocar
alteragbes na pressao sanguinea sistélica e diastdlica, provavelmente decorrentes
de uma atividade sobre o sistema nervoso auténomo.

Recentemente, um trabalho realizado avaliando-se a atividade de
monoterpenos alcodlicos e cetdnicos, sobre receptores para o GABA e para a glicina
expressos em Xenopus oocytes, demonstrou que os isdmeros de carvona e
mentona, ambos cetbnicos, produziram efeitos infimos sobre receptores GABAa e
glicina, quando comparados com monoterpenos alcodlicos como o mentol (HALL et
al., 2004).

Estudos realizados no LTF, acerca da atividade antinociceptiva de
monoterpenos, indicaram que tanto a rotundifolona, quanto a hidroxidihidrocarvona e
a epoxi-carvona, apresentaram um potencial analgésico em camundongos
(ALMEIDA; HIRUMA; BARBOSA-FILHO, 1996; DE SOUSA et al., 2007a, 2007b; DE
SOUSA; NOBREGA; ALMEIDA, 2007; DE SOUSA; OLIVEIRA; ALMEIDA, 2006;



OLIVEIRA, 2006). Em comum, estes trés monoterpenos possuem grande
semelhancga estrutural com a (-)-carvona, sendo a hidroxidihidrocarvona e a epoxi-

carvona seus derivados sintéticos.
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Figura 7 — Analogos estruturais de (-)-carvona.
A) Rotundifolona; B) Hidroxidihidrocarvona; C) Epdxi-carvona.

Os dados da literatura, portanto, indicaram uma potencial atividade
neurofarmacolégica, e possivelmente do tipo antinociceptiva, de (-)-carvona.
Entretanto, apesar dos esforgos crescentes, os efeitos deste monoterpeno sobre o
SNC e SNP ainda nao foram estabelecidos, bem como o0s mecanismos
farmacolégicos envolvidos. Portanto, o presente trabalho se propde a caracteriza-

los, e para tanto se utilizara de modelos experimentais in vivo e in vitro adequados.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar o efeito antinociceptivo de (—)-carvona sobre o SNC e SNP,

utilizando-se modelos experimentais in vivo e in vitro adequados.

2.2 Objetivos especificos

» Investigar o efeito antinocicetivo central de (-)-carvona por meio de

modelos in vivo comportamentais especificos;

» Avaliar o envolvimento do SNP, investigando-se os efeitos de (—)-carvona
sobre a excitabilidade do nervo isolado de ratos in vitro;

» Investigar a ocorréncia de um efeito dose-dependente e concentracao-

dependente de (—)-carvona nos modelos experimentais em estudo;

» Realizar estudos que auxiliem a indicar o mecanismo de agao
antinociceptivo, central e/ou periférico de (—)-carvona, utilizando-se

antagonistas especificos;

» Verificar a reversibilidade do efeito de (—)-carvona sobre o nervo
periférico, bem como a ocorréncia do efeito do tipo uso-dependente.
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3 MATERIAL

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) machos e fémeas, albinos
da linhagem Swiss, com 2 a 3 meses de idade, pesando entre 25 a 35 g; e ratos
(Rattus novergicus) machos e albinos da linhagem Wistar, com 3 a 4 meses de
idade, pesando aproximadamente 350 g (Figura 8). Ambos os tipos de animais
foram provenientes do Biotério Prof. Dr. Thomas George, do Laboratério de
Tecnologia Farmacéutica Prof. Delby Fernandes de Medeiros, da Universidade
Federal da Paraiba.

Figura 8 — Tipos de animais utilizados durante o estudo. A esquerda,
camundongos albinos da linhagem Swiss e a direita, ratos machos Wistar albinos.

3.1.1 Condicoes experimentais

Os animais foram alojados em gaiolas de polietileno, contendo 20
camundongos ou 7 ratos em cada gaiola, mantidos sob condicdes monitoradas de
temperatura de 21 + 1 °C, com livre acesso a uma dieta controlada a base de ragéo
tipo pellets (Purina/Brasil) e agua disponivel em garrafas de polietileno com bicos de
inox, encaixadas na parte superior da grade metalica da gaiola. Os animais foram
mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas, sendo a fase clara de 06h00 as 18h00.



Os testes comportamentais foram realizados sempre no periodo compreendido das
11h00 as 17h00.

Todos os experimentos executados por este estudo, foram previamente
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa em Animais do LTF (CEPA-LTF), sob
o protocolo numero: 0208/06.

3.2 Aparelhagem

o Aparelho de Rota-rod (UGO BASILE, modelo 7750 / ltalia);

e  Aparelho de placa quente (UGO BASILE, modelo LE 7406 / ltalia);

o Caixa de contengéo para camundongo;

o Caixas de observacao espelhadas;

o Céamara eletrofisiolégica;

o Estimulador eletrofisiolégico (CF Palmer, modelo 8048 / Reino Unido);
o Microscépio estereoscopico (Zeiss/ Alemanha);

o Placa conversora A/D (Lynx / Brasil).

3.2.1 Aparelho de Rota-rod

O aparelho de “Rota-rod’ foi inicialmente descrito por Dunham e Miya (1957)
e constituia-se de uma barra giratéria com 2,5 cm de didmetro, dividida por cinco
discos em quatro segmentos de 20 cm, e localizada a 40 cm de altura em relagéao a
pequenas pranchas que desativavam automaticamente um contador digital de tempo
com a queda dos animais da barra. O modelo utilizado foi fabricado pela Ugo Basile,
modelo 7750, Itdlia (Figura 9), o qual possuia dispositivos para ajuste de velocidade
da barra giratéria (em r.p.m.) e para contabilizar, de forma automatica, o tempo de

permanéncia dos animais sobre a mesma.



Figura 9 — Aparelho de Rota-rod. Ugo Basile, modelo 7750, Italia.

3.2.2 Aparelho de placa quente

A placa quente (Figura 10) permite a avaliagdo da atividade de drogas
analgésicas (ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006) por meio de um aparelho cuja temperatura
de sua placa, localizada na superficie superior, pode ser controlada entre 45 °C e
62 °C, em incrementos de 0,1 °C. Neste aparelho, um crondmetro acoplado
(0,01 s/incremento) era ativado por um pedal externo, que permitia a medida precisa
do tempo de reacdo do animal ao estimulo térmico. Acoplado a placa, havia um
cilindro de acrilico transparente, que permitiu o isolamento e a observacao do animal

sobre o aparelho.

Figura 10 — Aparelho de placa quente. Ugo Basile, modelo LE 7406, Italia.



3.2.3 Caixa de observacao espelhada

Este aparato era formado de um encaixe de metal de formato triangular (25 x
25 x 25 cm), com dois espelhos e um vidro transparente, dispostos em angulos de
60°, formando uma espécie de caixa com duas paredes espelhadas e uma
transparente (Figura 11). Esta caixa forneceu ao observador, um maior campo de
visdo durante a execugédo de testes comportamentais, como o teste da formalina
(ABBOT et al., 1999).

Figura 11 — Caixa de observacao espelhada.

3.2.4 Aparato eletrofisiologico para registro extracelular dos PAC’s

O aparato utilizado na técnica eletrofisiolégica de single sucrose gap
(STAMPFLI, 1954) era constituido por um estimulador (CF Palmer, modelo 8048,
Reino Unido), uma camara de registros eletrofisiol6gicos, uma caixa de aquisicdo do
sinal acoplada a um amplificador, e uma placa conversora de sinais analégico/digital
(A/D) (Lynx/Brasil) conectada a um computador PC-compativel (Figura 12).

O estimulador era composto por cinco botées que permitiam ajustar o tipo de
estimulo (Unico ou repetitivo), a duracédo do pulso (0,05-5,0 ms), a freqiiéncia de
estimulagéo (1-100 Hz) e a voltagem aplicada (0,1-25 V). Um outro botao permitia
ao experimentador disparar os estimulos manualmente.



Figura 12 — Aparato da técnica de single sucrose gap. a) estimulador (CF Palmer, modelo 8048,
Reino Unido); b) camara experimental para captacdo dos PAC’s; c) pré-amplificador de ganho
fixo/variavel; d) placa conversora A/D (Lynx/Brasil) + PC-compativel.

A camara experimental para captacdo dos PAC’s, era feita de acrilico e
composta por cinco compartimentos que se comunicavam entre si, unicamente por
meio de uma linha sulcada disposta perpendicularmente aos mesmos, que era
utiizada para acomodar o tronco nervoso do animal. Por meio de eletrodos de
niquel-cromo conectavam-se ao estimulador, os compartimentos / e /I, e ao pré-
amplificador (de ganho fixo/variavel), os compartimentos /ll e V. Por sua vez, o pré-
amplificador era conectado a placa conversora A/D (Lynx/Brasil), e acoplava-se ao
computador, permitindo o armazenamento dos registros dos PAC’s. O
compartimento /V, perfurado nas extremidades, era utilizado para a perfusdo da
solucdo de sacarose (292 mM), que caracteriza esta técnica. Um bloco de madeira
sobre a camara de acrilico fornecia suporte e isolamento elétrico aos elementos

descritos (Figura 13).

Figura 13 — Camara experimental para captacao dos PAC’s. Os cinco compartimentos (/ — V) que
formam a camara, de acrilico (centro) sob o suporte de madeira, estdo indicados na figura.



3.3 Substancias utilizadas

e  4-Aminopiridina (Sigma / EUA);

o Acido acético glacial (Reagem / Brasil);

e Acido acetil salicilico - AAS (Sigma / EUA);

J Acido-N-[2-Hidroxietil]-Piperazina-N’-[2-Etanosulfonico]
(HEPES) (Sigma / USA);

o (—)-Carvona 98% (Aldrich / EUA);

J Cloreto de Calcio (Vetec / Brasil);

o Cloreto de Magnésio (Vetec / Brasil);

o Cloreto de Potassio (Vetec / Brasil);

o Cloreto de sédio (Merck / USA);

J Cloridrato de morfina (Merck / EUA);

o Diazepam (Sigma / EUA);

o Formalina (formaldeido 37%) (Vetec / Brasil);

o Hidrocloridrato de naloxona (Research Biochemical / EUA);

o Lidocaina (PROBEM / Brasil);

o Tween 80 (polioxetileno sorbitano monoleato) (Sigma / EUA).
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4 METODOS

4.1 Preparacao de (-)-carvona

A (-)-carvona 98% foi adquirida do laboratério Aldrich (EUA), sendo
cordialmente cedida pelo Prof. Dr. Damiao Pergentino de Sousa.

Imediatamente antes da realizacdo dos testes comportamentais, utilizou-se,
como veiculo, uma solugdo composta por salina 0,9 % acrescida de 3 % Tween 80.
Esta solucdo foi utilizada para diluir a (—)-carvona, nas doses de 50, 100 e 200
mg/kg, utilizadas nestes testes in vivo.

Para realizacao dos ensaios in vitro, a (—)-carvona foi dissolvida em 0,5 % de
Tween 80 e solugao fisiologica de Locke modificada, que era composta por (em
mM): NaCl, 150; KClI, 4; CaCl,, 2; MgCl,, 1; Glicose, 10 e HEPES, 10; pH = 7,4
(titulado com NaOH). As concentracdes utilizadas de (—)-carvona foram de 1, 5, 7,
10, 15 e 20 mM.

4.2 Ensaios in vivo — comportamentais

4.2.1 Teste das contorcoes abdominais induzidas por acido acético

Este teste é utilizado para avaliar, essencialmente, a atividade de
substancias analgésicas centrais e periféricas (AMARAL et al., 2007), e baseia-se na
inducédo de uma resposta nociceptiva, por irritagcdao peritoneal, apés a administracéo
intraperitoneal (i.p.) de uma solugdo de acido acético 0,8 %, cujo efeito é
caracterizado por contorcdes abdominais seguidas de extensbes dos membros
posteriores (KOSTER; ANDERSON; DEBBER, 1959).

Para a realizagdo deste método, cinco grupos com oito camundongos
receberam por via i.p. (0,01 mL/g) o pré-tratamento com trés doses de (—)-carvona
(50, 100 e 200 mg/kg), além de um grupo controle, que recebeu apenas o veiculo e
um outro grupo tratado com cloridrato de morfina (6 mg/kg).



Transcorridos 30 min dos tratamentos iniciais, os animais foram tratados
com solucdo de acido acético 0,8 % por via i.p. (0,01mL/g), e colocados em caixas
de polietileno individuais. Apés 10 min da injecao do acido acético, o numero total de
contor¢des abdominais apresentados por cada animal foi registrado durante mais 10
min. Uma reducgéo significativa do numero de contor¢des, quando comparado ao
observado pelo grupo controle, foi considerado como uma resposta antinociceptiva
(BASTOS et al., 2006; NARAYANAN et al., 2000).

4.2.2 Teste da formalina

O teste da formalina foi conduzido como descrito Vaz et al., (1996) que
representa uma modificacdo do modelo original de Hunskaar, Fasmar e Hole, (1985)
e Santos et al., (1995). Nessa metodologia uma solugcao de formalina (2,5 %, 20 uL)
era injetada na regido subplantar do camundongo, 0 que induzia a estimulagao dos
nociceptores, promovendo um comportamento de lambida na pata estimulada e
sendo o mesmo considerado como indicativo de resposta nociceptiva (ALMEIDA;
OLIVEIRA, 2006). Foram observadas duas fases, durante as quais era quantificado
o tempo de lambida da pata estimulada pela formalina. A primeira fase ocorria nos
primeiros 5 min apds a injecao da formalina, caracterizada pela resposta do tipo
neurogénica. Em seguida, ocorria um periodo de interfase de aproximadamente 10
min, induzido por mecanismos inibitorios da dor. Durante a segunda fase do teste,
entre 15 e 30 min, era caracterizada principalmente, uma resposta do tipo
inflamatéria (HUNSKAAR; HOLE, 1987).

Para este experimento, seis grupos de oito camundongos foram divididos e
receberam, por via i.p., pré-tratamento com trés doses de (—)-carvona (50, 100 e 200
mg/kg), além de um grupo controle que recebeu apenas o veiculo, e 0os outros dois
grupos foram tratados com morfina (6 mg/kg) e com 100 mg/kg de acido acetil
salicilico (AAS). Ap6s 30 min, a solugdo de formalina era injetada na regido
subplantar da pata posterior direita de cada camundongo. Em seguida estes eram
colocados nas caixas de observacado espelhadas (Figura 11), registrando-se, logo
em seguida, o tempo de lambida da pata que havia recebido a formalina durante 5
min (12 fase). Apdés um periodo de 10 min, novamente era contabilizado o mesmo

parametro por 15 min adicionais, correspondendo a 22 fase do teste.



4.2.3 Teste da placa quente

Este teste, que é utilizado na pesquisa de substancias analgésicas de acao
central e descrito inicialmente por Woolfe e MacDonald (1944), consiste em
quantificar o tempo de reacdo do animal ao estimulo térmico, ou seja, a partir do
momento em que o animal é colocado sobre a placa quente (55 £ 1 °C) até
apresentar o comportamento de levantar (tentativa de pular) ou lamber uma das
patas traseiras, o que indica nocicepcao (ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006).

Os animais foram submetidos a uma triagem inicial (resposta até 15 s), com
a finalidade de se avaliar a sensibilidade dos mesmos ao estimulo térmico.
Posteriormente, os camundongos foram divididos em cinco grupos (n=8), e

posteriormente tratados por via i.p. de acordo com o esquema descrito abaixo:

e 12 grupo: veiculo (controle);

e  2%grupo: (-)-carvona (50 mg/kg);
e 32grupo: (-)-carvona (100 mg/kg);
e 4%grupo: (-)-carvona (200 mg/kg);
. 52 grupo: morfina (6 mg/kg).

Foi realizada a leitura basal (sensibilidade inicial), no minimo 1 hora antes do
teste. As avaliacdes eram entao procedidas apds 30, 60 e 120 min da administracédo
das substancias, conforme descrito acima, registrando-se o tempo de permanéncia
dos camundongos sob o aparelho de placa quente (Figura 10). Os animais foram
mantidos sobre a placa quente por um tempo maximo de 30 s, com a finalidade de
evitar dano tecidual (ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006).

4.2.4 Investigacao da via opidide durante o efeito de (-)-carvona

Ao investigar-se um possivel envolvimento do sistema opidide durante a
atividade antinociceptiva de (—)-carvona, foi utilizado o método do &cido acético,
conforme descrito anteriormente (secdo 4.2.1). Neste teste, dividiram-se,
inicialmente, os camundongos em seis grupos (n=8), tratando-os (i.p.) da seguinte



forma: um grupo recebeu o veiculo (controle); outro, (—)-carvona (100 mg/kg); e a um
outro grupo, administrou-se morfina (6 mg/kg). Os trés grupos restantes foram pré-
tratados com naloxona (5 mg/kg) por via subcutanea (s.c.), e apés 15 min,
receberam os mesmos tratamentos dos grupos iniciais. Os parametros avaliados

foram os mesmos descritos para a metodologia do &cido acético (secao 4.2.1).

4.2.5 Avaliacao do efeito de (-)-carvona sobre a coordenacao motora de

camundongos

O teste do Rota-rod € uma metodologia utilizada na triagem de drogas que
induzam um efeito relaxante muscular ndo-especicifo ou de incoordenagédo motora,
medindo-se o tempo de permanéncia do animal em teste sobre uma barra giratéria
(CAPASSO et al., 1996; MATTEI; FRANCA, 2006; SANTOS; RAO, 2000).

Para execucao deste teste, os camundongos foram pré-selecionados sem a
administragcdo de nenhuma droga, e sendo considerados aptos ao teste somente
aqueles que permaneceram sobre a barra giratéria (velocidade de 7 r.p.m.) por um
periodo minimo de 180 s (MENDES; MATTEI; CARLINI, 2002).

Apos a selegao, os animais foram divididos em cinco grupos (n=8) e em
seguida, tratados com o veiculo (controle), (—)-carvona (50, 100 e 200 mg/kg) e
diazepam (4 mg/kg), separadamente. Transcorridos 30 min dos respectivos
tratamentos, os animais foram colocados sobre o apararelho de Rota-rod (Figura 9),
registrando-se o tempo de permanéncia total, e limitando-se as observacdes ao
periodo maximo de 180 s por animal ou trés reconducbdes a barra (MORAIS;
BARBOSA-FILHO; ALMEIDA, 1998). As leituras eram repetidas aos 60 e 120 min, e
considerou-se que, quanto mais intenso era o efeito das substancias utilizadas,
menor seria o tempo em que o animal conseguiria se equilibrar sobre a barra
(MATTEI; FRANCA, 2006).

4.3 Ensaios in vitro — eletrofisiolégicos



4.3.1 Técnica de single sucrose gap

Para esta metodologia, descrita inicialmente por Stampfli (1954), utilizou-se
0 nervo isquiadico de ratos Wistar (sacrificados por tracao cervical), retirando-se o
tronco nervoso, que era imediatamente imerso em solucdo fisiolégica de Locke
modificada (DE SOUSA et al., 2006). Ap6s o isolamento do tronco, retirou-se a
bainha de tecido conjuntivo que o envolvia com auxilio de um microscépio
estereoscépico. Em seguida, o tronco nervoso era cuidadosamente acomodado sob
a linha sulcada (perpendicular) na camara de registros eletrofisioldgicos (Figura 13)
e totalmente envolto por vaselina sdélida, nas suas intersecoes com 0s
compartimentos /a V (preenchidos com solu¢do de Locke modificada), de modo que
o0 percurso da corrente elétrica ocorresse apenas através do nervo. No
compartimento /V havia um fluxo constante de sacarose isoténica (290 mM, ~1,0
mL/min), usado para gerar um aumento na resisténcia elétrica do nervo, impedindo
dessa forma, a sua captacao pelo eletrodo conectado ao compartimento V (Figura
14), obtendo-se assim um registro do PAC amplificado e do tipo monofésico (Figura
15) (DE SOUSA et al., 2006).

Para provocar o estimulo do nervo, eram disparados manualmente estimulos
elétricos supramaximos (7—8 V), com pulsos retangulares de 0,1 ms de duracéo,
permitindo-se selecionar as fibras mielinicas Aa (Quadro 1) de conducao rapida
(CRUZ et al., 2000). Ap6s a selecao dessas fibras, os registros controle eram
obtidos quando apenas a solucéo fisioldgica era submetida ao nervo, e em seguida,
a incubacgao de (—)-carvona (1-20 mM) no compartimento /// (Figura 14) era realizada
substituindo-se a solucao fisioldgica por trés lavagens consecutivas. Os registros do
PAC foram obtidos nos intervalos de 10, 20 e 30 min apds a incubacao do nervo
com a (—)-carvona, e analisados utilizando-se softwares adequados de aquisicao e
andlise dos dados.



AMPLIFICADOR ESTIMULADOR

AD DISPOSITIVO
) - DE SINCRONIA
s PERFUSAO - _ o JL DIGITAL

T RE v
SISTEMA DE
AQUISIGAD I |
DE DADOS
TRONCO
" W NERVOSO
| — W T W1
LOCKE
LOCKE SACAROSE v LOCKE LOCKE
"4 v 1 I ]
e
PAC
)

v

Figura 14 — Representacdo esquematica da montagem experimental da técnica de single
sucrose gap. Acima a direita esta representado o estimulado. O retdngulo maior representa a
camara experimental formada por cinco compartimentos (/-V), e o tronco nervoso disposto entre eles
no centro da camara. Acima a esquerda esta representado o amplificador (triangulo) conectado a
placa conversora A/D e ao sistema de aquisicao de dados. Adaptado de Guven et al. (2006).

Para analise do efeito tbnico (pulso Unico) de (-)-carvona, utilizaram-se
quatro parametros distintos, que permitiram avaliar as mudancgas provocadas por
este composto sobre os eventos de despolarizacao e repolarizacdo do PAC (Figura
15). Tais parametros foram:

a) a amplitude do PAC (Apac), expressa em milivolts (mV) e medida pela
diferenca de voltagem entre a linha de base e o pico do potencial;

b) o tempo para atingir o pico do PAC (TPpac), expresso em milisegundos
(ms) e obtido pela diferenga de tempo existente entre o valor de inicio e valor de pico
do PAC;

c) a velocidade de despolarizacdo do PAC (VDpac), adquirido como o
resultado da relagéo entre o valor maximo da amplitude e o tempo necessario para
atingir esse valor (Apac / TPprac), expresso em volts por segundo (V/s);

d) e a constante de tempo da repolarizagdo (zep), definida pela equagéo:
V=V,*exp?, usando-se regressdo nao linear aplicada a fase de repolarizagédo do
PAC, onde V era a medida da amplitude; V, era o valor da amplitude que cruza o
eixo das ordenadas; t era o tempo de repolarizacdo (em ms); e 7 a constante de
tempo de repolarizacéo obtida (em ms) (DE SOUSA et al., 2006).



Figura 15 — Registro tipico do PAC obtido por meio da técnica de single sucrose gap e seus
parametros. A linha de base esta representada pela linha tracejada e as setas duplas indicam como
a amplitude (Apac) € 0 tempo para atingir o pico (TPpsc) do PAC foram medidos. Os quadrados
vazados na fase de repolarizacdo (descendente) representam os pontos utilizados para o ajuste da
constante de repolarizac¢éo (z.p). Adaptado de Guven et al. (2006).

4.3.2 Caracteristicas do efeito de (-)-carvona sobre o SNP de rato

Adicionalmente, foram realizados experimentos utilizando-se a lidocaina e a
4-aminopiridina (4-AP), ambos agentes bloqueadores de canais para Na' e K*
dependentes de voltagem Na, e K,, respectivamente (CUMMINS; SHEETS;
WAXMAN, 2007; JUDGE; BEVER-JR, 2006), com a finalidade de se avaliar o
comportamento destes canais frente a (—)-carvona, durante as fases do PAC. Para
tanto, incubaram-se solucdes de lidocaina (1 mM) e 4-AP (1 mM), separadamente, e
os seus efeitos sobre os parametros de despolarizacao (VDpac) € de repolarizacao
(mep), foram posteriormente analisados e comparados com o0s obtidos por
(—)-carvona, conforme descrito previamente (seg¢ao 4.3.1).

A investigacdo de um possivel efeito dependente de freqUéncia de
estimulacado (uso-dependéncia) de (—)-carvona sobre o PAC, denominado de efeito
fasico, foi procedida pelo mesmo protocolo utilizado para o efeito tbénico (pulso
Unico), variando-se entretanto, a freqiéncia de estimulos em 10, 50 e 100 Hz,



inicialmente adquiridos em condi¢des controle (com apenas o Locke) e ap6s 30 min
de incubacdo com (-)-carvona (7 mM). Tais estimulos foram gerados
automaticamente pelo estimulador, obtendo-se um total de 20 PAC’s para cada
varredura. O bloqueio fasico foi calculado como a porcentagem de redugcdo da
amplitude do vigésimo potencial de acao de um trem, disparados em uma dada
frequéncia sob o efeito de (-)-carvona, comparada com a mesma varredura sob
condigbes controle (Figura 16), por meio da equagédo: %Bloqueio=[(Apacc—
Apaca)/Apacc]*100 (adaptado de GUVEN et al.,, 2006; MERT et al., 2002),
considerando-se Apacqs @ amplitude do PAC ap6s 30 min de incubacdo com a
(—)-carvona e Apacc @ amplitude medida sob condi¢des controle.
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Figura 16 — Exemplos de registros de 20 PAC’s para a observacéo do efeito uso-dependente
em uma freqiiéncia de 100 Hz. A esquerda os registros controle e a direita, os potenciais obtidos
apéds incubacdo com uma droga de efeito uso-dependente. Adaptado de Guven et al. (2006).

Com a finalidade de se investigar a reversibilidade do efeito de (-)-carvona
sobre o nervo periférico, realizou-se, durante a técnica de single sucrose gap, a
lavagem do compartimento /Il (Figura 14) por 5 min (~0,5 mL/min), apds o periodo
de incubacao de 30 min com (—)-carvona (15 mM), substituindo-se esta droga pela
solugéo fisiologica de Locke modificada. O registro do PAC foi entdo obtido apds
mais 30 min, analisando-se novamente o valor de sua amplitude (Apac).



4.4 Analises estatisticas

Os dados experimentais obtidos pelos testes in vivo (n=8), foram
estatisticamente analisados utilizando-se o teste de analise de variancia (ANOVA),
com classificacao Unica (one-way), seguido do teste de Dunnett.

Por sua vez, os resultados obtidos in vitro (n=4), foram analisados
estatisticamente empregando-se o teste “t” de Student.

Utilizou-se o programa GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software Inc., EUA)
para analise dos dados, considerando como significativos os que apresentaram um

valor de p<0,05.



Resultados



5 RESULTADOS

5.1 Ensaios in vivo — comportamentais

5.1.1 Efeito de (-)-carvona no teste das contorcoes abdominais induzidas por

acido aceético

Neste teste os resultados mostraram que, das doses utilizadas com a
(—)-carvona, apenas 100 e 200 mg/kg foram capazes de reduzir significativamente o
namero de contor¢cdes abdominais induzidas pelo acido acético em camundongos,
enquanto que 50 mg/kg nao foi efetiva. O grupo controle, que recebeu apenas o
veiculo, apresentou uma média de 14,4 + 2,7 contor¢des, a qual foi reduzida para
26 £1,1 e 0,3 £0,1, quando os animais foram pré-tratados com a (-)-carvona nas
doses de 100 e 200 mg/kg, respectivamente (Grafico 1). Uma reducao analoga do
namero de contor¢cées foi obtida pelo grupo que recebeu a morfina (6 mg/kg),

apresentando uma média de 3,3 + 1,4 contorgbes (Grafico 1).

I Veiculo (controle)
25 H (-)-CV 50 mg/kg

[ (-)-CV 100 mg/kg
3 (-)-CV 200 mg/kg
1 Morfina (6 mg/kg)

n° de contorgcoes

L ]

Grafico 1 — Efeitos de (-)-carvona ((-)-CV, 50-200 mg/kg) e morfina (6 mg/kg) no teste das
contorcoes abdominais induzidas em camundongos pelo acido acético. Os valores foram
expressos como a média £ e.p.m. (n=8) *p<0,01 vs grupo controle (ANOVA — Teste de Dunnett).

Tratamento (i.p.)



5.1.2 Efeito de (-)-carvona no teste da formalina

Durante a primeira fase deste teste, ocorrida nos 5 primeiros min, observou-
se que a (—)-carvona foi capaz de reduzir significativamente o tempo de lambida na
pata do animal submetida a formalina, nas doses de 100 e 200 mg/kg da ordem de
63,5 + 6,4 s e 40,7 + 8,5 s, respectivamente, quando comparados ao grupo controle
(119,7 £ 9,9 s). Resultados semelhantes foram obtidos pelo grupo tratado com
morfina (55,8 £ 9,0 s), enquanto que o grupo tratado com AAS, assim como o que
recebeu 50 mg/kg de (—)-carvona, ndo conseguiram reduzir o tempo de lambida
durante esta fase do teste (Grafico 2).

150~ I Veiculo (controle)
Il (-)-CV 50 mg/kg
B (-)-CV 100 mg/kg
I (-)-CV 200 mg/kg
1 Morfina 6 mg/kg
I AAS 100 mg/kg

Tempo de lambida (s)

Tratamento (i.p.)

Grafico 2 — Efeitos de (-)-carvona ((-)-CV, 50-200 mg/kg), morfina (6 mg/kg) e AAS (100 mg/kg)
na primeira fase do teste da formalina em camundongos tratados via i.p.. Os valores foram
expressos como a média + e.p.m. (n=8) *p<0,01 vs grupo controle (ANOVA — Teste de Dunnett).

De acordo com os resultados apresentados no grafico 3, referentes a
segunda fase do teste da formalina (15-30 min), foi observado que os camundongos
tratados com (—)-carvona, apenas nas doses de 100 e 200 mg/kg, novamente
apresentaram uma reducao do tempo de lambida de 83,9 £ 39,4 s e 16,8 +16,6 s,
respectivamente, quando comparados com o grupo tratado apenas com o veiculo
(296,4 + 31,8 s). Os grupos de camundongos que receberam morfina e AAS,
também apresentaram um tempo de lambida reduzidos para 52,4 + 15,3 e 140,3
34,3 s, respectivamente, durante esta fase do teste.
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Grafico 3 — Efeitos de (-)-carvona ((-)-CV, 50-200 mg/kg), morfina (5 mg/kg) e AAS (100 mg/kg)
na segunda fase do teste da formalina em camundongos tratados via i.p.. Os valores foram
expressos como a média £ e.p.m. (n=8) *p<0,01 vs grupo controle (ANOVA — Teste de Dunnett).

5.1.3 Efeito de (—)-carvona no teste da placa quente

Os resultados obtidos com (—)-carvona durante o teste da placa quente
mostraram que este composto ndo conseguiu aumentar, de forma significativa, o
tempo de permanéncia dos camundongos no aparelho em relacdo ao grupo
controle, apés os tempos de 30, 60 e 120 min pds-tratamento (i.p.) nas doses de 50,
100 e 200 mg/kg. Entretanto, quando os animais foram pré-tratados com 6 mg/kg de
morfina (i.p.), observou-se que 0s mesmos permaneceram por mais tempo sobre
placa, sob as mesmas condicdes experimentais (Tabela 1). O grafico 4 demonstra
de forma mais clara os efeitos citados.

Tabela 1 — Efeitos de (—)-carvona (50-200 mg/kg) e morfina (6 mg/kg) no teste da placa quente
apos 30, 60 e 120 min de tratamento i.p. em camundongos. Os valores foram expressos como a
média t e.p.m. (n=8) *p<0,01 vs grupo controle (ANOVA — Teste de Dunnett).

Tempo apos Tempo de permanéncia sobre a placa apds tratamento i.p. (s)
tratamentos Veiculo (-)-carvona  (-)-carvona (-)-carvona Morfina
(min) (Controle) (50 mg/kg) (100 mg/kg) (200 mg/kg) (6 mg/kg)
30 24104 49+0,9 3,4+£0,7 56+1,3 17,5 £ 3,1*
60 2,7+0,3 6,413 3,8+0,8 3,2+0,8 16,2 £ 3,2*
120 40+1,6 6,1 £0,7 3,1+£0,6 3,605 15,2 £ 3,4*
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Grafico 4 — Efeitos de (-)-carvona ((-)-CV, 50-200 mg/kg) e morfina (6 mg/kg) no teste da placa
quente. Os valores foram expressos como a média £ e.p.m. (n=8) *p<0,01 vs grupo controle (ANOVA
— Teste de Dunnett).

5.1.4 Investigacao da via opiodide no efeito antinociceptivo de (-)-carvona

Para tanto foi utilizado o teste das contor¢des abdominais induzidas pelo
acido acético como descrito na secado 4.2.4, e observou-se que 0s grupos de
camundongos tratados (i.p.) com (—)-carvona (100 mg/kg) e morfina (6 mg/kg),
apresentaram o numero de contor¢cées reduzidos para 2,4 + 1,6 e 40 £ 1,2,
respectivamente, em relacdo ao grupo controle, o qual recebeu apenas o veiculo
(21,0 = 1,5 contorcoes) (Gréfico 5). Entretanto, os outros trés grupos tratados (i.p.)
com veiculo (controle), (-)-carvona (100 mg/kg) e morfina (6 mg/kg), pré-tratados
com naloxona (5 mg/kg, s.c.), apresentaram um média de 23,4 £+ 2,8; 52 + 1,2 e

23,3 + 2,5 contorgbes abdominais, respectivamente (Grafico 5).

Il Veiculo (controle)
T mm(-)-CV 100 mg/kg
1 Morfina 6 mg/kg

n? de contorcées
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Grafico 5 — Influéncia da naloxona (5 mg/kg, s.c.) sobre os efeitos de (-)-carvona ((-)-CV 100
mg/kg, i.p.) e morfina (6 mg/kg, i.p.), no teste das contor¢cées abdominais induzidas por acido
acético em camundongos. Os valores foram expressos como a média = e.p.m. (n=8) *p<0,01 vs
grupo controle (ANOVA — Teste de Dunnett).



5.1.5 Efeito de (-)-carvona sobre a coordenacao motora de camundongos

Neste teste, constatou-se que nenhuma das doses estudadas de (—)-carvona
(50, 100 e 200 mg/kg), apdés 30, 60 e 120 min de administracdo i.p. em
camundongos, foram capazes de reduzir o tempo de permanéncia desses animais
sobre a barra giratéria do aparelho de Rota-rod, a partir do grupo controle que
recebeu apenas o veiculo. Quando os animais foram pré-tratados com diazepam (4
mg/kg), foi observada uma reducao significativa do tempo de permanéncia desses
animais sobre o aparelho apds os tempos de 30 e 60 min pds-tratamento. Os

valores foram expostos na tabela 2 e utilizados na constru¢ao do grafico 6.

Tabela 2 — Efeitos de (-)-carvona (50-200 mg/kg) e diazepam (4 mg/kg) sobre a coordenacao
motora de camundongos no teste do Rota-rod. Os valores foram expressos como a média *
e.p.m. (n=8) *p<0,01 vs grupo controle (ANOVA — Teste de Dunnett).

Tempo de permanéncia (s) / 180 s
Tratamento Dose

Periodo de observacao

LD L 30 min 60 min 120 min
Veiculo (controle) — 177,0 £ 3,0 180,0 £ 0,0 180,0 £ 0,0
(-)-Carvona 50 179,6 £ 0,4 179,5+0,5 166,9 + 12,2
100 161,3 £ 16,7 154,4 £ 16,5 179,4 £ 0,6
200 162,1 +£17,9 168,4 £ 11,6 180,0 £ 0,0
Diazepam 4 32,0+7,3" 75,3 £ 21,4* 166,9+7,8

«© 1801 T I \Veiculo (controle)
e B (-)-CV 50 mg/kg
§ - B (-)-CV 100 mg/kg
i B (-)-CV 200 mg/kg
2 % 1 Diazepam 4 mg/kg
% Q0

Se 60

Qo

5

=

30 60 120
Tempo de tratamento (min)

Grafico 6 — Efeitos de (-)-carvona ((-)-CV, 50-200 mg/kg) e diazepam (4 mg/kg) sobre a
coordenacédo motora de camundongos no teste do Rota-rod. Os valores foram expressos como a
média  e.p.m. (n=8) *p<0,01 vs grupo controle (ANOVA — Teste de Dunnett).



5.2 Ensaios in vitro — eletrofisiolégicos

5.2.1 Efeito de (-)-carvona sobre a excitabildade do nervo isolado de rato

Utilizando-se a técnica de single sucrose gap foi verificado que a (-)-carvona
exercia uma atividade sobre o SNP de ratos, ao promover uma reducdo na
excitabilidade do nervo isquiatico desses animais, diminuindo a amplitude do PAC e
reduzindo a sua velocidade de despolarizagdo, observada pelo aumento da
inclinacado da curva durante a fase ascendente (Figura 17).

Controle

— (=)-Carvona (5 mM)

e (=)-Carvona (10 mM)
(=)-Carvona (15 mM)
(=)-Carvona (20 mM)

10 mVv

1ms

Figura 17 — Registros do PAC sobrepostos obtidos pela técnica de single sucrose gap. Esta
figura mostra as alteragdes induzidas por (—)-carvona (5—20 mM) ap6s 30 min de incubacao sobre o
nervo isquiadico de ratos. O registro controle foi obtido quando apenas a solugao fisiol6gica (Locke)
era submetida ao nervo. Pardmetros de estimulacao: 7-8 V/0,1 ms.

A tabela 3 mostra os valores obtidos nesta preparacdo para as
concentracdes de 1 a 20 mM de (-)-carvona ap6s os tempos de 10, 20 e 30 min de
sua incubacao conforme descrita anteriormente (secdo 4.3.1). Observou-se que a
concentracdo de 1 mM né&o foi capaz de produzir efeito significativo sobre Apac, 0
que foi alcancado com 5 mM, reduzindo este parametro de 33,9 £ 7,1 mV para 26,8
* 6,6 mV, apdés 30 min de incubacao (n=4). A partir de 10 mM, verificou-se que a
(—)-carvona conseguia reduzir Apac com apenas 10 min de incubacéao, e produzindo
um bloqueio quase completo a 20 mM de concentragdo (Tabela 3).



Tabela 3 — Efeito de (-)-carvona (1-20 mM) sobre a amplitude do PAC apods incubacao (0-30
min) em nervo isquiadico de rato. Os valores foram expressos como a média + e.p.m. (n=4),
*p<0,05; ** p<0,01 vs controle (0 min) (Teste “t” de Student pareado).

Amplitude do PAC (mV) apés incubacao
[(-)-carvona]

(mM) Controle 10 min 20 min 30 min
(0 min)
1 33,3+5,9 344+49 34,7+5,0 33,9+5,6
5 33,9+ 7,1 29,1+7,0 27,9+6,9 26,8 + 6,6*
10 50,8 + 3,4 35,9 +5,7* 296+75  272+71*
15 53,5+ 1,1 245 +6,2" 17,4+50%  13,0+4,1*
20 51,6 4,4 19,4 + 8,5** 6,9 + 3,5 2,3+1,1*

Convém ressaltar que nao foram observadas alteragdes significativas sobre
os parametros do PAC, quando o nervo foi submetido apenas ao veiculo (0,5%
Tween 80 dissolvido em Locke) por 1 h de incubacao (dados ndo mostrados).

De acordo com o grafico 7, o qual expressa os valores normalizados de Apac
(Tabela 3) a partir do controle (0 min), em funcdo do tempo de incubacao,
demonstrou-se que os efeitos de (—)-carvona (5-20 mM) eram estabilizados em 30
min, uma vez que a amplitude do PAC ndo mais era reduzida de maneira
significativa a partir de 20 min de incubacéo, em relacdo aos efeitos observados em

10 e 20 min respectivamente.

100
== (-)-CV 5 mM
~ 157 a ; —4 -8~ (-)-CV10mM
% =0— (-)-CV 15 mM
S 50- o= (-)-CV 20 mM
< a
25+
0 o
(I) 1|0 2|0 3|0

Tempo de incubacao (min)

Grafico 7 — Estabilizacado do efeito de (-)-carvona ((-)-CV, 5-20 mM) sobre o nervo periférico
apo6s 30 min de incubacao (min). Os valores expressos foram normalizados a partir do controle (0
min). n=4 p<0,05 (10 min vs 0 min); °p<0,05 (20 min vs 10 min); °0<0,05 (30 min vs 20 min), teste “t"

de Student pareado.



A fim de se observar uma possivel dependéncia da concentracao dos efeitos
de (-)-carvona (1-20 mM), os valores de Apac obtidos com 30 min de incubacéao
(Apacizomin)) (Tabela 3), foram normalizados a partir do controle (Apacicont) €
expressos como a porcentagem de bloqueio do PAC, de acordo com a seguinte
formula:  %Blogueio=100—(Apac@omin/Apracicomt)*100). Posteriormente, os valores
obtidos foram aplicados, por regressao nao-linear, a equagao de Hill: f=Min+(Max—
Min)/1+109!Cs1ECVI'" “gnde Max e Min representam as porcentagens de blogueio
maxima e minima do PAC, respectivamente, em funcao do log da concentracao de
(=)-carvona ([(-)-CV]). O coeficiente de Hill é representado por n.

A partir dos dados obtidos, observou-se que o efeito de (—)-carvona sobre o
bloqueio da conducado do nervo periférico, apresenta uma concentracao inibitoria
mediana (ICsp) de aproximadamente 10,6 mM, e um valor de nigual a 2,2 + 0,7
(R?=0,99) (Gréfico 8).

100

Bloqueio do PAC (%)

[ E—— T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 20

log[(-)-CV] (mM)

Grafico 8 — Efeito dependente da concentracao de (-)-carvona ((-)-CV, 1-20 mM) sobre a
porcentagem de bloqueio da amplitude do PAC. Os valores foram normalizados e aplicados na
equacao de Hill: f=Min+(Max—Min)/1+109'¢>H-CVI') “nor regressdo nao-linear, a partir de um total de
quatro experimentos para cada concentracdo.

5.2.2 Efeito de (-)-carvona sobre as caracteristicas do PAC

Com a finalidade de se obter uma anélise mais detalhada dos efeitos da
(—)-carvona sobre os eventos de despolarizacdo e repolarizacao do PAC, as

mudancas nos parametros TPpac, VDpac € Tep, CcOnforme descritos anteriormente



(secao 4.3.1), foram avaliadas. Os valores obtidos a partir dos registros controle
(com apenas a solucéo de Locke) e ap6s 30 min de incubagédo com (—)-carvona (1—
15 mM), foram devidamente expressos na tabela 4. Estes parametros (TPpac, VDpac
e Tep) N0 puderam ser calculados quando 20 mM de (-)-carvona foi usada, uma
vez que os registros do PAC nesta concentragdo eram praticamente anulados.

De acordo com os parametros de despolarizacdo analisados (TPpac €
VDpac), observou-se que (—)-carvona, apenas em 15 mM, provocou um aumento de
TPpac, enquanto que concentracdes a partir de 5 mM deste monoterpeno foram
suficientes para induzir a reducao de VDpsc (Tabela 4). Ao avaliarem-se os valores
obtidos de 75, N&0 foram observadas alteragbes significativas sobre este parametro

de repolarizacéo, nas concentracdes estudadas de (—)-carvona (Tabela 4).

Tabela 4 — Efeito de (-)-carvona (1-15 mM) sobre a despolarizacao (TPpac € VDpac) € a
repolarizacéo (z.p) do PAC. Os valores foram obtidos apds 30 min de incubagéo com (—)-carvona
sobre 0 nervo isquiddico de rato, e expressos como a média £ e.p.m. (n=4) *p<0,05; **p<0,01 vs 0
min (controle) (Teste "t” de Student pareado).

. Parametros do PAC analisados ‘
[(-)-Carvona] / Incubacao

TPpsc (Ms) VDpac (V/s) Trep (MS)
0 min 0,61 + 0,07 65,0+ 17,5 0,51 £ 0,07
1mM 30 min 0,55 + 0,05 67,6 + 8,1 0,55 + 0,04
0 min 0,68 + 0,05 52,9 + 16,0 0,44 + 0,05
5 mM 30 min 0,64 + 0,04 43,1 £+13,4* 0,44 + 0,03
0 min 0,50 + 0,05 105,2 + 13,7 0,35+ 0,02
10mM 30 min 0,55 + 0,06 50,4 + 15,1* 0,35 + 0,04
0 min 0,59 + 0,03 91,1+44 0,43 £ 0,03
15mM 30 min 0,71 £ 0,02* 18,1 £ 5,5 0,47 £ 0,04

5.2.3 Comparacao do efeito de (-)-carvona aos exercidos pelos bloqueadores

padroes de canais Nay, e K,

A comparacédo entre os efeitos da (—)-carvona aos provocados pelos
bloqueadores de canais para Na® e K" dependentes de voltagem (Na, e K,),

lidocaina e 4-aminopiridina (4-AP) respectivamente (CUMMINS; SHEETS;



WAXMAN, 2007; JUDGE; BEVER-JR, 2006) foi realizada incubando-se essas
substancias separadamente ao nervo isquiadico de rato, conforme descrito em
métodos (secdo 4.3.2), tomando-se como parametros os valores de VDpac e de Tep.
A figura 18 mostra os registros do PAC obtidos por estes compostos apos 10, 20 e

30 min de incubacéo.

20 min 30 min

4-AP
(1 mM)

Ve s Y

LID
(1 mM)

e i //L
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e

()cV
(10 mM)

V4 e V4

Figura 18 — Registros do PAC obtidos apds incubacido por 4-aminopiridina (4-AP, 1 mM),
lidocaina (LID, 1 mM) e (-)-carvona ((-)-CV, 10 mM), separadamente, em nervo isquiadico de
rato. Os registros controle foram obtidos quando apenas a solucéo fisiol6gica (Locke) era submetida
ao nervo. Parametros de estimulacao: 7-8 V/0,1 ms.

Foi observado que a lidocaina (1 mM) e a (—)-cavona (10 mM), produziram
efeitos semelhantes em VDpac, reduzindo de 100,2 £ 16,7 para 49,2 + 11,3 V/s; e de
105,2 + 13,7 para 50,4 £ 15,1 V/s, respectivamente, apés 30 min de incubacao a
partir do controle (n=4, p<0,05). Entretanto, a 4-AP (1 mM) n&o foi capaz de produzir

resultados significativos sobre este parametro. O graficos 9 demonstra claramente



as semelhancas e diferengas entre os efeitos de (—)-carvona (10 mM), lidocaina (1
mM) e 4-AP (1 mM) sobre VDpac.
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Grafico 9 — Comparacao entre os efeitos de (—)-carvona ((-)-CV, 10 mM), lidocaina (LID, 1 mM) e
4-aminopiridina (4-AP, 1 mM), incubadas separadamente, sobre a velocidade de
despolarizacdao do PAC (VDp,c). Os valores foram expressos como a média + e.p.m. (n=4) *p<0,05;
vs controle/0 min (Teste “t” de Student pareado).

Ao avaliarem-se os efeitos produzidos por lidocaina (1 mM), (-)-carvona (10
mM) e 4-AP (1 mM) sobre os valores obtidos de 7, Observou-se que apenas a
4-AP foi capaz de induzir alteracdes significativas neste pardmetro de repolarizacao
do PAC, aumentando de 0,55 + 0.09 para 0.93 =+ 0.14 ms (n=4, p<0,01), apds 30 min

de incubacao a partir do controle/0 min (Grafico 10).
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Grafico 10 — Comparacao entre os efeitos de (—)-carvona ((-)-CV, 10 mM), lidocaina (LID, 1 mM)
e 4-aminopiridina (4-AP, 1 mM), incubadas separadamente, sobre a constante de repolarizacao
do PAC (z.p)- Os valores foram expressos como a média * e.p.m. (n=4). *p<0,01 vs controle/0 min
(Teste “t” de Student pareado).



5.2.4 Investigacao do possivel efeito uso-dependente de (-)-carvona

Os resultados obtidos durante a investigacdo do efeito de (-)-carvona
(7 mM) apdés 30 minutos de incubacao sobre a percentagem de bloqueio de Apac
(secao 4.3.2), variando-se a frequiéncia do estimulo em nervo isolado (efeito fasico),
foram de: 24,1 £ 5,4%; 23,5 + 6,7%; 25,9 * 6,9%, nas freqiiéncias de 10, 50 e 100
Hz, respectivamente. A figura 19 mostra os registros do PAC obtidos por este
método usando as frequéncias de 50 e 100 Hz. Esses valores nao atingiram
significancia estatistica, quando comparados aos obtidos por (-)-carvona (7 mM) sob

estimulacao tbnica (pulso Unico), que foi de 23,0 £ 5,7% (Gréfico 11).
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Figura 19 — Registros do PAC obtidos apés 30 min de incubacao com (-)-carvona (7 mM)
aumentando-se a freqliéncia de estimulacdo. Em A) estao os registros controle nas freqiiéncias de
50 e 100 Hz, e em B) os registros submetidos a (—)-carvona (7 mM) sob as mesmas condigbes de
estimulo, em nervo isquiatico de rato. ParAmetros de estimulagéo: 7-8 V/0,1 ms.
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Grafico 11 - Influéncia do aumento da freqiiéncia de estimulacao (10-100 Hz) sobre os efeitos
de (-)-carvona (7 mM) em nervo isolado de rato. Os valores foram obtidos apdés 30 min de
incubacdo e expressos como a média + e.p.m. (n=4) a partir da equacgéo: %Bloqueio=[(Apacc—
Apaca)/Aracs] 100, e comparados com os efeitos de (—)-carvona (7 mM) obtidos quando o nervo era
estimulado por pulso unico (efeito ténico) (Teste “t” de Student pareado).

5.2.5 Reversibilidade do efeito de (-)-carvona sobre o nervo periférico de rato

Durante esta investigacdao, submetendo-se o nervo periférico incubado por
(=)-carvona (15 mM) a lavagem com solucéo fisiol6gica (Locke), foi observado que o
efeito provocado por este monoterpeno sobre Apac foi parcialmente revertido para
30,6 =+ 3,5 mV, apds 30 min da lavagem. Os valores obtidos pelo controle/0 min e
nos tempos de 10, 20 e 30 de incubacédo por 15 mM de (—-)-carvona podem ser

observados na tabela 3.
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Grafico 12 — Reversibilidade do efeito de (-)-carvona ((-)-CV 15 mM) sobre o nervo periférico
de rato. Os valores foram obtidos quando (-)-CV (15 mM) era incubada (0-30 min) e apds sua
lavagem com solucgéao fisiolégica de Locke (60 min). Em seguida foram expressos como a média +
e.p.m. (n=4) *p<0,05; **p<0,01 vs grupo controle/0 min (Teste “t” de Student pareado).



Discussao



6 DISCUSSAO

O alivio da sensacao dolorosa continua sendo um dos grandes alvos da
medicina moderna, onde se tenta sobretudo, desenvolver substancias que possuam
efeito sobre o sistema nervoso central, podendo ser utilizadas no alivio das dores
cronicas, ou ainda na obtencédo de farmacos com eficacia semelhante ou maior do
que aqueles ja utilizados na terapéutica, mas com menor incidéncia de efeitos
colaterais (ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006).

O estudo farmacolégico do composto (—)-carvona mostrou-se bastante
promissor no que diz respeito a busca por um potencial alvo terapéutico para o
tratamento da dor, uma vez que esta substancia foi capaz de reduzir a resposta ao
estimulo nociceptivo, sob diferentes metodologias comportamentais para analgesia.
Adicionalmente este estudo contribuird para a compreensao do perfil terapéutico dos
6leos essenciais obtidos de espécies vegetais, principalmente do género Mentha, os
quais a (-)-carvona geralmente atua como principal constituinte ativo (DE SOUSA;
NOBREGA; ALMEIDA, 2007).

Por meio de diferentes modelos comportamentais foi possivel confirmar que
(—)-carvona apresentou uma atividade do tipo antinociceptiva, que foi exibida in vivo
em camundongos. Um destes modelos utilizados foi o teste das contorgdes
abdominais induzidas pelo acido acético, um teste simples, rapido e confiavel para
avaliar a atividade antinociceptiva de substancias centrais e periféricas (AMARAL et
al., 2007; OLIVEIRA, 2006; SHINDE et al., 1999). Durante este teste, o estimulo
nociceptivo induzido promove o langamento de substancias enddgenas e
neurotransmissores que estimulam terminacées nervosas da dor (KHANNA;
BHATIA, 2003; TRONGSAKUL et al., 2003), envolvidos por estimulacéo direta das
fibras aferentes nociceptivas, devido a uma reducdo do pH ou pela sintese de
mediadores da inflamacao, a exemplo de metabdlitos do acido araquidénico pela via
da ciclooxigenase (COX), com consequente biossintese de prostaglandinas (PG’s)
(FRANZOTTI et al., 2000) tais como E4 e Foq no fluido peritoneal (DERAEDT et al.,
1976, 1980), ou ainda, devido a participacao de citocinas liberadas por macréfagos e
mastdcitos peritoneais (RIBEIRO et al., 2000).

O presente estudo demonstrou que o tratamento prévio com (—)-carvona
provocou uma reducdo no numero de contorgcdes abdominais induzidas pelo acido
acético em camundongos, e também, que a intensidade deste efeito se deu de modo



dose-depende, sendo capaz de bloquear quase que completamente a resposta
nociceptiva quando os camundondos eram tratados com 200 mg/kg deste
monoterpeno. Observou-se ainda neste teste, semelhancas entre os efeitos de
(-)-carvona aos induzidos pela morfina, um analgésico opidide padrao (grafico 1).
Portanto, estes reforcam o estudo prévio que relatou uma atividade da (—)-carvona
neste teste (DE SOUSA et al., 2007b), entretanto o0 uso de doses mais baixas e uma
resposta dose-dependente desta substancia durante este teste ndo haviam sido
reportados até entéo.

Os resultados observados no teste do acido acético sugerem que a
(—)-carvona possui uma atividade analgésica, a qual poderia estar sendo promovida
pelo bloqueio nociceptivo tanto pela via central quanto pela periférica, ou mesmo
pela supressdao de mediadores da inflamacdo. Com a finalidade de melhor
caracterizar esta resposta antinociceptiva, foram realizados testes comportamentais
mais especificos como o teste da formalina e o teste da placa quente (OLIVEIRA;
ALMEIDA, 2006).

O teste da formalina tem sido uma valiosa ferramenta na avaliacdo drogas
com propriedades analgésicas (FENG et al., 2005). Este teste consiste em um
modelo de resposta nociceptiva que possui duas fases envolvidas por mecanismos
distintos. A primeira fase (dor neurogénica) resulta de uma estimulagdo direta de
fibras aferentes mielinicas a amielinicas, principalmente fibras C (HEAPY;
JAMIESON; RUSSEL, 1987), que podem ser suprimidas por drogas analgésicas
opiéides como a morfina. A segunda fase (dor inflamatéria) resulta da liberacdo de
mediadores inflamatérios nos tecidos periféricos e de mudancas funcionais de
neurdnios espinhais que promovem a facilitacao da transmissao sinaptica (CAMPOS
et al., 2002; FRANCA et al., 2001). Esta ultima fase foi indicada por ser sensivel a
acao da maioria de drogas antiinflamatérias nao esteroidais (AINES), como o &cido
acetil salicilico (AAS), indometacina e naproxeno (DAI et al., 2002; TJOLSEN et al.,
1992). Entre a primeira e a segunda fase do teste da formalina, ainda ha um periodo
de repouso chamado de “interfase” que ocorre devido a uma ativacao de processos
inibitérios ndo regulados por mecanismos que envolvem o GABA, uma vez que o0s
agonistas gabaérgicos tipo A inibem a diminuicdo de manifestacées de dor durante
este periodo (HENRY et al., 1999; LIRA, 2001; OLIVEIRA, 2006).

A partir dos resultados apresentados (Graficos 2 e 3) observou-se que a

(—)-carvona produziu uma reducdo da resposta nociceptiva em ambas as fases do



teste da formalina, de modo semelhante a morfina e a outras drogas analgésicas de
acao central descritas na literatura (OLIVEIRA; ALMEIDA, 2006). Como esperado, o
efeito analgésico induzido pelo AAS foi evidente apenas na segunda fase deste teste
(RUJUANAWATE; KANJANAPOTHI; PANTHONG, 2003), sendo portanto pouco
provavel um efeito apenas do tipo antiinflamatério exercido por (—)-carvona, uma vez
que também foi eficaz na 12 faz do teste da formalina.

O teste da placa quente é utilizado na pesquisa de substancias analgésicas
de acgao central através da avaliacdo do bloqueio da resposta nociceptiva provocada
por estimulacdo térmica em animais (ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006). Neste teste,
observou-se que (—)-carvona, nas doses estudadas, falhou em demonstrar qualquer
influéncia significativa sobre o estimulo nociceptivo térmico, enquanto que a morfina
foi capaz de aumentar o tempo de permanéncia dos animais sobre a placa como
esperado (Grafico 4). Sabe-se que este teste € conhecido por ser sensivel apenas
para drogas que atuam em nivel supraespinhal (CAMPOS et al., 2002; FRANCA et
al., 2001; PEANA et al., 2003), sugerindo-se, portanto, uma improvavel participacao
desta via durante a agao analgésica de (—)-carvona. Entretanto, a utilizacdo de
antagonistas seletivos para drogas antinociceptivas de efeito central seria
necessaria para confirmar esta hipotese.

Durante a nocicepgéo induzida nos testes da formalina e das contor¢des
abdominais induzidas por acido acético, foi relatada a ativagao de receptores u- € k-
opidides, uma vez que drogas analgésicas opidides como a morfina, mostraram-se
eficientes em reduzir o estimulo algico durante a execucdo destas metodologias
(HUNSKAR; FASMAR; HOLE, 1985; OLIVEIRA, 2006; SOUZA et al., 2000; VAZ et
al., 1996). Com a finalidade de se avaliar um provavel envolvimento do sistema
opiéide durante o efeito analgésico de (—)-carvona, foi utilizado um antagonista
opidide padréo, a naloxona (HELM et al., 2008; PEANA et al., 2003), durante o teste
das contor¢cées abdominais induzidas pelo acido acético, devido a uma simples,
rapida e confiavel execucdo na avaliacido da atividade antinociceptiva por esta
metodologia (OLIVEIRA, 2006; SHINDE et al., 1999).

A partir dos resultados obtidos, sugeriu-se que a (-)-carvona nao parece
atuar pela via opibdide de antinocicepcao central, uma vez que a naloxona nao
conseguiu reverter o efeito analgésico deste monoterpeno, contrariamente ao
ocorrido com o agonista opidide padrao, morfina (Grafico 5). Esta sugestdao é
reforcada pela evidéncia de que a (-)-carvona nado se mostrou efetiva durante o



teste da placa quente (Tabela 1). Estes resultados, aliados as evidéncias relatadas
previamente, indicando que os efeitos provocados por (—)-carvona nao parecem
associar-se com a ativagao de receptores para a glicina ou gabaérgicos ou (HALL et
al., 2004), reforcam ainda mais a hipétese de que este composto atua de forma
menos incisiva sob a via do SNC. Entretanto, a possibilidade de atuacéo por outras
vias centrais de nocicepcdo como a muscarinica (NAGUIB; YAKSH, 1997),
glutamatérgica (CHIZH et al., 2001; CODERRE; VAN EMPEL, 1994) e/ou
dopaminérgica (PEANA, 2004), nao pbde ser completamente descartada.

Estudos prévios sugeriram que um relaxamento muscular ndo-especifico,
resultante de um efeito depressor de certa droga sobre o SNC, pode reduzir a
coordenacdo motora dos animais em experimentacdo e, dessa forma, invalidar os
resultados obtidos para analgesia comportamental (AMARAL et al., 2007; ROSLAND
et al.,, 1990; SANTOS; RAO, 2000; SANTOS et al., 2005; TJOLSEN et al., 1992).
Portanto fez-se necessario avaliar o efeito (—)-carvona, nas doses utilizadas neste
estudo, sobre a coordenacdo da atividade motora de camundongos por meio do
teste do Rota-rod.

De acordo com os resultados obtidos, observou-se que (—)-carvona (50, 100
e 200 mg/kg) ndo produziu nenhuma mudanga significativa na coordenagdo motora
dos camundongos tratados (i.p.), sobre o aparelho de Rota-rod (Tabela 2). Como
esperado, esses animais perderam sua coordenacdo quando foram tratados (i.p.)
com diazepam (Grafico 6), um agente depressor padrdo do SNC (JAMES; SELLERI;
KASSIOU, 2006; OLKKOLA; AHONEN, 2008; SILVA et al., 2007).

Portanto a possibilidade da (-)-carvona estar promovendo uma perda da
coordenacdo motora, decorrente de relaxamento muscular nas doses testadas foi
descartada, validando consequientemente, os resultados apresentados pelos testes
comportamentais para analgesia com esta substancia durante este estudo.

Foi reportado que a lidocaina, um anestésico local bloqueador de canais do
tipo Na, (CUMMINS; SHEETS; WAXMAN, 2007; HILLE, 2001), foi capaz de induzir
uma resposta antinociceptiva significativa em ambas as fases do teste da formalina
(ABBADIE et al., 1997; BITTENCOURT; TAKAHASHI, 1997), e também reduzir o
namero de contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético (KARTTUNEN et al.,
1988). A partir desses resultados, levantou-se a hipoétese de que a (—)-carvona
poderia ter sido eficaz nestes mesmos testes para analgesia por um mecanismo

semelhante a lidocaina, inibindo a geracao e propagacao da conducao do estimulo



algico em nervos periféricos (DE JONG, 2001; HILLE, 2001). Dessa forma poder-se-
ia explicar a auséncia de efeito da (—)-carvona durante o teste da placa quente, em
que a participacao da via opidide central € mais determinante do que a periférica
(ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006; MOORE; BURNEY, 1979; WIESENFELD-HALLIN
LINDBLOM, 1985).

Para comprovar uma possivel atividade nervosa periférica de (—)-carvona
realizaram-se estudos in vitro, cuja principal vantagem esta relacionada com a
possibilidade de reducao do numero de animais utilizados (GARLE; FENTEM; FRY,
1994) e com o auxilio na elucidacdo dos mecanismos de acao das substancias em
nivel celular e molecular (EISENBRAND et al., 2002).

A técnica de “single sucrose gap” possibilita o estudo da atividade de
compostos bioativos sobre o nervo periférico, por meio da medida de potenciais de
membrana através de eletrodos externos (STAMPFLI, 1954), possibilitando uma
rapida obtencéo dos resultados de forma nao dispendiosa (MONTENEGRO, 2003).
Por meio desta técnica, confirmou-se que (—)-carvona possui atividade sobre o SNP
de ratos, ao promover uma reducao na excitabilidade do nervo isquiadico isolado
desses animais (Figura 17). Tal efeito foi evidenciado por uma diminuicdo da
amplitude do PAC (Tabela 3), caracteristica esta de drogas como a lidocaina, por
atuarem através do bloqueio dos canais para sédio do tipo Na, (CUMMINS;
SHEETS; WAXMAN, 2007; HILLE, 2001).

Indica-se que uma reducdo de 50% da amplitude de potenciais de acao,
seriam suficientes para provocar déficit da funcdo neuronal (HILLE, 2001),
acarretando na inibicdo da transmissao nociceptiva. Neste estudo foi observado que
(-)-carvona reduziu a amplitude do PAC de um modo dependente de sua
concentragdo, podendo produzir um decréscimo de 50% na excitabilidade nervosa
periférica com aproximadamente 10 mM de concentragcéao (ICso = 10,6 mM) (Grafico
8). Também foi demonstrado que tal efeito dependia do tempo de incubacéo,
verificando-se que a (—)-carvona atingia o seu efeito maximo sobre o nervo em 30
min (Gréfico 7).

Ao avaliar-se de forma mais detalhada as alteracées do PAC provocadas por
(-)-carvona, notou-se que este composto conseguiu produzir mudancas
significativas nos parametros da fase de despolarizacdo TPpac € VDpac (Tabela 4).
Entretanto, este ultimo pardmetro demonstrou ser mais sensivel a mudancas nesta

fase do PAC, uma vez que apresentou resultados significativos em concentracoes



mais baixas do que TPpac, podendo dessa forma, ser utilizado no desenvolvimento
de trabalhos futuros que objetivem avaliar os efeitos de substancias bioativas sobre
a fase de despolarizacao do PAC.

Pelo motivo citado, o presente estudo tomou os valores de VDpac como
parametro de escolha durante o estudo comparativo entre os efeitos de (—)-carvona
aos exercidos pelos bloqueadores padrao dos canais do tipo Na, e K,, lidocaina e 4-
aminopiridina (4-AP) respectivamente, sobre a fase de despolarizacdo do PAC. Esta
metodologia teve como objetivo sugerir um possivel envolvimento dos canais Na, ou
K, durante os efeitos de (—)-carvona.

A partir dos resultados obtidos, observou-se que a lidocaina (1 mM) reduziu
VDpac, enquanto que a 4-AP (1 mM) ndo produziu nenhuma alteracao significativa
sobre este parametro (Grafico 9). Estes dados indicaram que o bloqueio dos canais
para Na* operados por voltagem contribui de forma significativa sobre a reducéo de
VDpac, 0 que era esperado, uma vez que esses canais sdo considerados como as
bases da excitabilidade neuronal (CRUZ et al., 2000).

Portanto, ao evidenciarem-se as semelhangas entre os efeitos da lidocaina e
da (—)-carvona, sugeriu-se que este monoterpeno estaria promovendo a reducédo da
excitabilidade nervosa, pelo bloqueio dos canais Na,. Esta hipbtese pode ser
apoiada pela indicacdo de que o bloqueio de tais canais estaria relacionado com o
aumento do TPpac (CATTERALL, 2000; GUVEN et al., 2006; HILLE, 2001; LUl et al.,
2003), o que foi refletido com uma reducao significativa de VDpac, assim como
ocorreu com a lidocaina.

Apesar dos canais Na,, de inativacao lenta, também estarem envolvidos na
fase de repolarizacao do PAC (CRUZ et al., 2000), os canais K,, dentre os quais 0s
retificadores retardados, sdo descritos como 0s principais responsaveis por esta fase
em potenciais de acado de nervos periféricos (GUVEN et al., 2006). Com a finalidade
de se poder sugerir uma possivel interacdo entre a (—)-carvona e esses tipos de
canais, utilizou-se como parametro a constante de tempo de repolarizacido do PAC
(mep), que possibilita medir alteracdes de tempo durante a repolarizacdo do PAC (DE
SOUSA et al., 2006).

Espera-se que compostos que possuam atividade bloqueadora sobre os
canais tipo K, aumentem o tempo para a repolarizacdo do PAC, o que pode ser
visualizado no registro, como uma reducdo na inclinacdo da curva desta fase

(descendente), refletindo-se em um aumento de 7. Contudo, observou-se que a



(-)-carvona, em todas as concentracoes estudadas, ndo foi capaz de produzir
alteracoes significativas sobre este parametro (Tabela 4).

Durante a comparagéo dos efeitos produzidos por (—)-carvona (10 mM),
lidocaina (1 mM) e 4-AP (1 mM), sobre a fase de repolarizagdao do PAC avaliando-se
eventuais mudancas nos valores de 7, Observou-se que apenas a 4-AP conseguiu
prolongar o tempo de repolarizacao do PAC a partir do controle (Grafico 10). Esses
resultados demonstraram que a (—)-carvona nao parece exercer os seus efeitos
sobre o nervo periférico pelos mesmos mecanismos da 4-AP, um agente bloqueador
dos canais K, (JUDGE; BEVER-JR, 2006; HILLE, 2001).

A partir dos dados obtidos até entdo, notou-se uma grande semelhanca
entre os efeitos produzidos por (—)-carvona aos descritos pelo anestésico local,
lidocaina. Em vista de tal semelhanca, investigou-se a possibilidade da (—)-carvona
igualmente possuir um efeito do tipo uso-dependente, que é caracteristica da
lidocaina e da maioria dos AL’s (DE JONG, 2001; HILLE, 2001; MOORE; BURNEY,
1979). Para tanto foi verificado se o efeito de (—)-carvona (7 mM) sobre Apac era
aumentado, ao variar-se a frequéncia de estimulos em 10, 50 e 100 Hz, apds 30 min
de incubacao.

Os resultados mostraram, entretanto, que o aumento da freqiéncia de
estimulos sobre o nervo isolado de rato (10—100 Hz), ndo foi capaz de aumentar o
efeito bloqueador de (-)-carvona sobre Apac (Gréafico 11), ou seja, este composto
nao demonstrou propriedade do tipo uso-dependente.

Uma explicacédo para essa observagao baseia-se na teoria da modulagao do
receptor proposta por Hille (1977), descrita para drogas uso-dependentes, através
das vias hidrofilica e hidrofobica. Esta teoria sugere que drogas hidrofilicas nao
conseguem atravessar a membrana plasmatica e necessitam do canal aberto para
atuarem, tendo o seu efeito aumentado quando uma maior populacdo desses canais
€ ativada pelo aumento da freqiiéncia de estimulos. Entretanto, drogas com carater
hidrofébico, atuariam de maneira independente do estado do canal, uma vez que
conseguem atravessar a membrana plasmatica e alcangarem o seu sitio receptor.

A (-)-carvona, por possuir pouca solubilidade em agua devido a sua
natureza hidrofobica, poderia estar exercendo seu efeito bloqueador do PAC, por
meio do bloqueio dos canais Na,, através da via hidrofébica (HILLE, 1977). Esta

informacdo pode ser de grande valia em estudos posteriores que objetivem um



maior aprofundamento acerca dos mecanismos farmacoldgicos utilizados por
(—)-carvona e/ou pelos seus derivados estruturais.

Varias drogas que atuam nos canais para Na* ligam-se a sitios especificos
da subunidade a envolvidos nos processos de ativagdo ou inativacdao (OGATA;
OISHI, 2002). Anestésicos, analgésicos, antiarritmicos e antiepiléticos ligam-se a
regiao mais interna do poro, provavelmente interagindo com residuos fenilalanina e
tirosina situados na porcao interna da regidao formadora do canal (CATTERALL,
2000, 2002; CATTERALL et al., 2007). Esses canais sao, ainda, alvos de alguns
tipos de toxinas. As toxinas conhecidas como a-toxinas (como exemplo a
tityustoxina), ligam-se a superficie extracelular dos canais para Na* dependentes de
voltagem, inibindo a sua cinética de inativacdo rapida, causando um marcado e
caracteristico aumento na duracdo do PAC (CRUZ et al., 2000). Outras toxinas como
a tetrodotoxina e a saxitoxina, inibem o fluxo de ions Na*, por obstru¢do da entrada
do poro desses canais, bloqueando irreversivelmente a condugdo nervosa
(CATTERALL et al., 2007; HILLE, 2001).

De acordo com os registros do PAC obtidos ap6és a incubacdo com a
(—)-carvona, nao foi observado em nenhuma das concentracdes estudadas, qualquer
aumento significativo de duragdo do PAC (Figura 17) caracteristico das a-toxinas,
sendo assim pouco provavel que a (—)-carvona atue pelo mesmo mecanismo
descrito por esses bloqueadores. Entretanto, é plausivel pensar que este
monoterpeno possua um efeito bloqueador semelhante a tetrodotoxina, do tipo
irreversivel.

De acordo com os resultados apresentados pelos experimentos acerca da
reversibilidade do efeito de (—)-carvona sobre o nervo periférico, observou-se que
apos lavagem deste monoterpeno com solucgao fisiolégica de Locke modificada (~0,5
mL/min), observou-se uma reversao parcial da amplitude do PAC (Grafico 12). Este
experimento demonstrou a possibilidade de reversdo do efeito de (—)-carvona,
caracteristica esta da maioria dos anestésicos utilizados na terapéutica (DE JONG,
2001).

Portanto, os resultados apresentados neste estudo evidenciaram um efeito
promissor de (—)-carvona como substancia antinociceptiva, uma vez que foi eficaz
em testes in vivo da inibicdo da resposta algica como o teste da formalina. Este que
€ considerado um teste que assemelha de forma mais aproximada a dor clinica em

comparacdo com outros testes que empregam estimulacdo mecanica ou térmica



(CAMPQOS et al.,, 2002; TJOLSEN et al.,, 1992). Entretanto, a possibilidade de
envolvimento do sistema opidide de analgesia central foi descartada, uma vez que o
seu efeito ndo foi bloqueado pela naloxona.

Este trabalho demonstrou, ainda, que a resposta antinociceptiva de
(—)-carvona esta relacionada com o bloqueio da excitabilidade do nervo periférico,
provavelmente devido ao bloqueio dos canais Na,, devido as suas semelhancas com
a lidocaina. Entretanto, a possibilidade de envolvimento de ambos os sistemas
nervosos central e periférico, por mecanismos distintos de analgesia, nao pdde ser
completamente descartada. Para tanto, estudos adicionais serdo necessarios para
gque se possa evidenciar os mecanismos envolvidos durante a resposta

antinociceptiva promovida por (-)-carvona.



Conclusoes



7 CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos no presente estudo, conclui-se que o

monoterpeno (—)-carvona, nas doses e concentragdes testadas:

» Apresentou atividade antinociceptiva evidenciada em diferentes
metodologias para analgesia in vivo, como os testes da formalina e de

inducao de contor¢cdes abdominais pelo acido acético;

» Nao parece atuar pela via central opibide, ja que foi ineficaz no teste da

placa quente e ndo sofreu antagonismo pela naloxona;

» Reduziu a excitabilidade do nervo isquiadico isolado de rato,

comprovando o envolvimento da via periférica em seu(s) mecanismo(s);

» Atua de um modo dependente do tempo de incubacdo e da sua
concentracao, apresentando uma ICso de 10,6 mM;

» Reduziu os valores de Apac © TPpac € aumentou VDpac,
semelhantemente a lidocaina, sugerindo-se um bloqueio dos canais tipo

Na, em seu mecanismo antinociceptivo;

» Parece interagir com o seu receptor, no nervo periférico, de maneira
independente do seu estado de ativagdo, uma vez que nao promoveu

efeito do tipo uso-dependente.
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