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RESUMO




Avaliacdo do potencial antinociceptivo e anti-inflamatério do isopulegol em roedores.
PROSPERO, D. F. A. Pos-graduacdo em farmacologia. Dissertacio de mestrado,
NPPM/CCS/UFPI (2016).

RESUMO

O isopulegol (ISO) (p-Menth-8-en-3-0l) é um monoterpeno A&lcool, presente em Oleos
essenciais de varias plantas aromaticas, como Corymbia citriodora H.; Zanthoxylum
schinifolium L. e Melissa officinalis L., essas plantas séo utilizadas na medicina popular como
antiespasmodica, curativo cirdrgico para feridas, sedativo/hipnotico, fortalecimento da
memoria e alivio da dor de cabeca induzida por estresse. Estudos anteriores mostraram que 0
isopulegol apresenta atividade ansiolitica, anticonvulsivante, gastroprotetora e antioxidante
em roedores, mas até agora ndo existem estudos que comprovam atividade do isopulegol em
modelos de nocicepgdo e na inflamacdo. O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito
antinociceptivo e anti-inflamatério do 1SO, bem como possiveis mecanismos de acgdo
envolvidos nos efeitos observados em roedores. Foram utilizados camundongos Swiss
machos e fémeas (20-35 g, n = 5-8) e ratos Wistar fémeas (180-250 g, n = 5-8). Para avaliar a
atividade antinociceptiva do ISO foram realizados os testes de nocicep¢do induzida por
formalina, capsaicina e glutamato, no modelo de lambedura de pata, seguidos da investigacédo
do envolvimento dos mecanismos opidides, canais de K*,rp , muscarinicos, L-arginina-
oxido-nitrico e GMP.. Foi avaliado também a hiperalgesia induzida por carragenina e
prostaglandina E, usando o modelo de compressdo da pata de ratas (Randall-Selitto). Na
investigacdo da atividade anti-inflamatdria foram estudados o efeito antiedematogénico do
ISO sobre edema de pata induzido por carragenina, dextrana e PGE,, e sua acdo sobre a
migracao de leucdcitos nos modelos de bolsa de ar e peritonite induzida por carragenina em
roedores. Nos modelos de nocicep¢do aguda, o ISO, por via oral, mostrou efeito
antinociceptivo nos testes de formalina nas doses de 0,78 (*p<0,05) a 25 mg/kg (***p<0,001)
na primeira fase e 1,56(*p<0,05) a 25(***p<0,001) mg/kg na segunda fase do teste; no teste de
capsaicina nas doses de 1,56 a 12,5 mg/kg(***p<0,001) e glutamato nas doses de 3,12 a 6,25
mg/kg(***p<0,001) com efeito da dependente dose. A antinocicepcdo do isopulegol foi
inibida na presenca de naloxona (2 mg/kg, i.p.; ***p<0,001), glibenclamida (3 mg/kg, i.p.;
**p<0,001), atropina (1mg/kg, i.p.; ***p<0,001), L-arginina (600 mg/kg, i.p.; p<0,001) e
azul de metileno (20mg/kg, i.p.; **p<0,01). Na dor inflamatoria, o 1SO (6,25 e 12,5 mg/kg,
v.0.) reduziu a hiperalgesia em modelos de hipernocicep¢do aguda (***p<0,001) induzida por
carragenina, quando avaliado no teste de Randall-Selitto. O ISO também apresentou acédo
anti-hiperalgésica quando administrado por via intraplantar (40 e 80ug/pata, ***p<0,001) na
hiperalgesia induzida tanto por carragenina quanto por prostaglandina E,. O 1SO (12,5 mg/kg,
v.0.) inibiu a formacdo de edema induzido por carragenina da 1% a 6 horas, ***p<0,001; e
atenuou o edema de pata induzido por dextrana,***p<0,001; e prostaglandina E,, ***p<0,001
comparado ao controle. Na avaliacdo da migracdo leucocitaria induzida por carragenina em
bolsa de ar, o ISO (6,25 e 12,5 mg/kg, v.0.) reduziu significativamente (***p<0,001) a
migracdo de leucdcitos para o local da injuria, assim como no modelo de peritonite. O 1SO
reduz ***p<0,001, a atividade da enzima MPO no exsudado da bolsa de ar induzida por
carragenina. Os resultados sugerem que a acdo antinociceptiva aguda do ISO envolva o
sistema opidide via canais de K*,rp , participacdo de receptores muscarinicos, inibicdo de
oxido nitrico e GMP,.. As ac0es, anti-inflamatdria e anti-hiperalgésica, do 1SO parecem estar
relacionadas com a inibicdo da producdo ou liberacdo de mediadores pro-inflamatorios e da
migracdo de leucocitos.

Palavras-chave: Isopulegol. Monoterpeno. Antinocicepc¢do. Atividade anti-inflamatoria.
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Potential evaluation antinociceptive and anti-inflammatory of isopulegol in rodents.
PROSPERO, D. F. A. Post-Graduate Program in Pharmacology. Mastership Dissertation,
NPPM/CCS/UFPI, (2016).

ABSTRACT

The isopulegol (ISO) (p-Menth-8-en-3-ol) is a monoterpene alcohol, present in essential oils
of various aromatic plants, as Corymbia citriodora H.; Zanthoxylum schinifolium L. and
Melissa officinalis L., these plants are used in folk medicine as antispasmodic, surgical
dressing for wounds, and sedative / hypnotic, strengthening memory and relieving headache
induced by stress. Previous studies have shown that the isopulegol has anxiolytic activity,
anticonvulsant, gastroprotective and antioxidant in rodents, but so far there are no studies
showing activity of isopulegol in nociception models and inflammation. The aim of this study
was to evaluate the analgesic effect and anti-inflammatory effects of 1SO, as well as possible
mechanisms involved in the effects observed in rodents. Swiss male and female mice were
used (20-35 g, n=5-8) and female Wistar rats (180-250 g, n=5-8). To evaluate the 1SO
antinociceptive activity were performed the nociception induced by formalin test, capsaicin
and glutamate in paw licking model, followed by investigation of the involvement of opioid
mechanisms, K*atp channels , muscarinic, L- arginine-nitric oxide and cGMP. It was also
evaluated hyperalgesia induced by carrageenin and prostaglandin E, using a compression
model of the rat paw (Randall-Selitto). In the investigation of anti-inflammatory activity have
been studied the antiedematogenic effect of ISO on paw edema induced by carrageenan,
dextran and PGE, and its effect on the migration of leukocytes into the air pouch model and
carrageenan-induced peritonitis in rodents. In models of acute nociception, 1SO orally showed
antinociceptive effect in the formalin test at doses of 0.78 (*p<0.05) at 25 mg/kg
(***p<0.001) in the first phase and 1.56 (*p<0.05) 25 mg/kg (***p<0.001) during the second
test phase; the capsaicin test at doses from 1.56 to 12.5 mg/kg (***p<0.001) and glutamate in
doses from 3.12 to 6.25 mg/kg (***p<0.001) in effect dose dependent. The isopulegol of
antinociception was inhibited in the presence of naloxone (2 mg/kg, i.p.; ***p<0.001),
glibenclamide (3 mg/kg, i.p.; **p<0.001), atropine (1mg/kg i.p.; ***p<0.001), L-arginine
(600 mg / kg, ip; p<0.001) and methylene blue (20 mg/kg, i.p.; **p<0.01). In inflammatory
pain, ISO (6.25 and 12.5 mg/kg, p.o.) reduced the hyperalgesia in models of acute
hyperalgesia (***p<0.001) induced by carrageenan, when measured in the Randall-Selitto
test. 1ISO also showed anti-hyperalgesic action when administered by intraplantar route (40
and 80ug/paw, ***p<0.001) in both hyperalgesia induced by carrageenan as prostaglandin
E2. The ISO (12.5 mg/kg, p.o.) inhibited edema formation induced by carrageenin 1st to 6th
hours, ***p<0.001; and attenuated paw edema induced by dextran, ***p<0.001; and
prostaglandin E2, ***p<0.001 compared to the control. In the evaluation of leukocyte
migration induced by carrageenan air bag, 1SO (6.25 and 12.5 mg/kg, p.o.) significantly
(***p<0.001) the migration of leukocytes to the site of injury, as well as in peritonitis model.
ISO reduces ***p<0.001, MPO enzyme activity in the air pouch exudate induced by
carrageenan. The results suggest that acute antinociceptive 1SO involves the opioid system via
K* atp channels, participation of muscarinic receptors, inhibiting nitric oxide and cGMP. 1SO
anti-inflammatory and antihyperalgesic actions appear to be related to inhibiting the
production or release of pro-inflammatory mediators of leukocyte migration.

Keywords: Isopulegol. Monoterpene. Antinociceptive. Anti-inflammatory.
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1 INTRODUCAO

1.1 Considerac0es gerais sobre a Dor

A dor pode ser entendida como um processo fisioldgico e necessario, ela permite que
o individuo tenha consciéncia de que sua integridade estd sendo ameagada ou que ocorre
alguma disfuncdo em seu organismo. E uma experiéncia complexa e abrange componentes
sensorial-discriminativo, afetivo-motivacional e cognitivo-emocional mediada por diferentes
mecanismos e processada em uma complexa rede neural (CAO et al.,, 2014; PINHO-
RIBEIRO, et al., 2016).

De acordo com a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP) a dor é uma
“experi€ncia sensorial e emocional desagradavel que estd associada com lesdes reais ou
potenciais” (TRACEY; MANTYH, 2007). No sistema nociceptivo, 0s nociceptores séo
terminagdes nervosas capazes de traduzir um estimulo agressivo de natureza térmica, quimica
ou mecanica. Este estimulo é transmitido até o sistema nervoso central e interpretado no
cortex cerebral como dor (ROCHA et al., 2007; NETO, COSTA e SIQUEIRA, 2009).

A capacidade de detectar estimulos nocivos € essencial para a sobrevivéncia e bem-
estar de um organismo. A dor sinaliza algum estimulo ou dano nas células, tecidos e 6rgaos
através dos mais variados mecanismos de defesa. Seu papel protetor consiste em agdes
imediatas, que ocorrem devido ao reflexo de retirada, além de outras alteragdes internas
neuronais, que se associam ao desconforto da sensacdo provocada, associado também a
angustia emocional criada (GREGORY et al., 2013). No entanto, a dor também pode ser
gerado por respostas inadaptadas do organismo, afetando as atividades diarias e qualidade de
vida (PINHO-RIBEIRO, et al., 2016). Isto é ilustrado dramaticamente pelo exame de
individuos que sofrem de anomalias congénitas que os tornam incapazes de detectar estimulos
dolorosos. Essas pessoas ndo podem sentir dor penetrante de um objeto pontiagudo, o calor de
uma chama, ou mesmo desconforto associado com lesdes internas, como um 0sso quebrado.
Como resultado, eles ndo desenvolvem comportamentos de protecdo adequados contra essas
condicdes, que muitas das quais podem ser fatais (BASBAUM, et al., 2009).

Clinicamente e experimentalmente faz-se necessaria a distin¢do entre a dor percebida e
a resposta ao dano tecidual ou nocicepcdo (KANDEL et al, 2000). Assim, o termo
nocicepc¢ao é utilizado para diferenciar a percepcdo de estimulos nocivos da sensacdo de dor,
propriamente dita. A nocicepgdo é a ativagdo de vias nociceptivas por estimulos nocivos ou
desagradaveis (STEENBERGEN; BARDINE, 2014). As vias nociceptivas periféricas
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recebem estimulos nocivos e convertem em sinais elétricos que sdo transmitidos até o sistema
nervoso central e sinapse no corno dorsal da medula (WALKER, 2014).

Os animais sdo incapazes de verbalizar a ocorréncia de dor, o reconhecimento da dor
em modelos de animais tem sido baseado na identificacdo de comportamentos e aparéncia,
pois eles sdo mais provaveis de serem reconhecidos na pratica (WHITTAKER; HOWARTH,
2014). Sendo assim, termos como dor e analgesia s&o mais empregados para humanos e
nocicepc¢éo e antinocicepcdo para animais (JONES; DUNLOP, 2007).

A dor pode ser classificada em diversas categorias, de acordo com mecanismos
fisiolégicos, mecanismos neuroquimicos, duragdo e gravidade, localizacdo anatdmica, sistema
envolvido, bem como causas e caracteristicas temporais, embora essas categorias ndo sejam
universalmente uniformizadas (TURCK, 2001; GELLER, et. al., 2012). Com base na
fisiopatologia, a dor é classificada em nociceptiva, neuropatica e inflamatéria. A dor
nociceptiva tem origem quando ha a estimulacdo persistente de nociceptores localizados na
pele, visceras e outros 6rgdos, € relacionada a lesdo de tecidos dsseos, musculares ou
ligamentares, representando um aviso precoce (MILLAN, 1999; BENNETT et al., 2006;
WOOLF, 2010; FINE, 2012).

Na dor neuropatica, lesdes do sistema nervoso periférico ou central causam alterac6es
neuroplasticas que resultam em sintomas e sinais caracteristicos especificos desse tipo de dor
(VELASCO, 2014). E caracterizada por sintomas de hipersensibilidade dolorosa,
representados pela alodinia mecénica (respostas dolorosas a estimulos tateis normalmente
indcuos) e hiperalgesia mecanica e térmica (responsividade aumentada a estimulos
previamente nocivos) (JI; XU, 2014). Isto é resultado de duas diferentes condigdes: aumento
da responsividade dos neur6nios da medula espinhal (sensibilizacdo central) ou diminuicao do
limiar de ativacdo dos receptores (sensibilizacdo periférica) (JULIUS, BASBAUM, 2001).

A dor inflamatéria é caracterizada por um aumento da sensibilidade do tecido
lesionado, resultado da interacdo entre neurdnios nociceptivos aferentes periféricos e 0s
mediadores inflamatérios que séo liberados pelo tecido lesionado (MAMET; LAZDUNSKI;
VOILLEY, 2009, TENORIO; KULKARNI; ERR, 2013).

Outro parametro importante de classificacdo é a duracdo da sua manifestacdo, ela pode
se apresentar nas formas transitoria, aguda e crdnica. Na dor transitoria, a ativacdo dos
nociceptores acontece na auséncia de qualquer dano tecidual e contribui para proteger o
organismo de potenciais danos fisicos, causados pelo ambiente ou por estresse de tecidos
corporais (BRENNAN et al., 2007). A dor aguda é uma resposta causada por uma lesdo,

caracterizando-se por ser de curta duracdo, desaparecendo, até mesmo, antes da cura do dano
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tecidual. Além disso, a dor aguda é geralmente de facil identificacdo e tratamento, possuindo
também caréter protetor (LOESER; MELSACK, 1999; LIPMAN et al., 2010).

J& a dor crénica como a dor neuropética, é produzida pela disfuncdo ou lesdo do
Sistema Nervoso Periférico ou Central e pode persistir por dias, meses ou anos apos a lesdo
nervosa (ZIMMERMANN, 2001; SOMERS; CLEMENTE, 2009). Parece existir uma
semelhanca funcional da persistente inflamacdo com lesdo do nervo, o que leva a alteracdes
na fungdo ou constante estado de dor (PODVIN; YAKSH; HOOK, 2016). A dor cronica é a
maior causa de incapacidade em todo o mundo e afeta ndo s6 a pessoa com dor, mas também
pode ter um impacto negativo sobre as relagdes com os entes queridos (VOS et al., 2012;
EDLUND et al., 2015).

A dor inflamatéria pode ser classificada em aguda e hiperalgésica; a primeira decorre
da acdo de um estimulo nociceptivo classico, ou de um mediador inflamatério, como a
bradicinina (BK), que ativa 0os neurdnios periféricos sensibilizados, esta sensibilizacdo faz
experiéncia de dor mais desagradavel do que o habitual (FERREIRA et al., 2009), ja a
hiperalgesia € o resultado de alteragdes funcionais nos neurénios aferentes primarios
nociceptivos, por meio de mudangas metabotropicas que facilitariam sua ativacdo levando a
um aumento da resposta a estimulos nocivos térmicos e mecanicos, bem como alodinia ( JI;
XU; GAO, 2014).

Os nociceptores, presentes em quase todos 0s 0rgdos, sao ativados ou sensibilizados
por uma vasta gama de estimulos térmicos e mecanicos, bem como irritantes quimicos
ambientais ou enddgenos que quando chegam ao sistema nervoso sdo detectadas e
interpretadas (KANDEL et al., 2000; LAMONT et al.,, 2000; MARCHAND, 2008;
BASBAUM et al., 2009; SCHAIBLE et al., 2011).

Para que esse processo inflamatdério inicie, o estimulo nos receptores periféricos deve
atingir determinado limiar nociceptivo, sugerindo a existéncia de determinadas propriedades
biofisicas e moleculares que os capacitam a detectar seletivamente e responder aos estimulos
potencialmente prejudiciais (BASBAUM et al., 2009). Ao atingir o limiar de ativacdo dos
nociceptores, é deflagrado um potencial de acdo ou impulso nociceptivo que é conduzido até
0 corno dorsal da medula espinhal pelos neurbnios aferentes primarios que conduzem o
estimulo em diferentes velocidades, séo as fibras A, Ad e C, muito mielinizadas, pouco
mielinizadas e amielinizadas respectivamente. Esta sinapse € uma das etapas envolvidas no
processo de percepcdo e modulagdo da dor segundo mostrado na Figura 1 (SCHAIBLE;
RITHER, 2004; COUTAUX et al., 2005).
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FIGURA 01: Circuito principal de mediagdo da dor fisiologica. As setas azuis representam as
fibras nervosas, as pretas representam o caminho realizado pelo estimulo elétrico até os
centros nervosos superiores. A seta vermelha representa 0 mecanismo de modulagdo da dor
caracterizado pela liberagéo de endorfinas.
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As fibras AP, bastante mielinizada, apresentam conduc¢do nervosa mais rapida dentre
as envolvidas com o processo nociceptivo e de diametro grande. Detectam estimulos indcuos
aplicados a pele, musculos e articulacGes. As fibras Ad sdo responsaveis por mediar a dor
rapida e bem localizada e respondem a estimulos mecanicos, quimicos e térmicos, elas
exibem didmetro pequeno e possuem baixa velocidade de conducdo, sdo classificadas em
Tipo | e Tipo Il de acordo com seu limiar térmico, £45 °C e +53 °C, respectivamente. Ja as
fibras do tipo C apresentam baixo diametro e baixa velocidade de conducdo, responsaveis
pela a dor lenta e difusa, com sensacdo de queimacdo, que persiste apds o estimulo nocivo ter
cessado. Existe um grupo de fibras C, também chamadas fibras silenciosas, apresentam
insensibilidade a estimulos mecéanicos, mas ndo ao calor, ativas durante processos
inflamat6rios (JULIUS, 2001, GOLD; GEBHART, 2010; LIPMAN et al., 2010; SZALAI et
al., 2014, BRAZ et al., 2014).

As fibras e 0s nociceptores participam do processo fisiologico da nocicepgdo que

consiste em quatro etapas basicas: a transducdo, transmissdo, modulacdo e a percepgéo
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(FERNANDES; GOMES, 2011). A transducdo é a transformacéo do estimulo nocivo, que é
detectado pelos nociceptores, em potenciais de a¢do que séo transmitidos das fibras nervosas
periféricas, nociceptores, para 0 SNC. Esse potencial de acdo leva a uma resposta imediata da
nocicepcao com a liberagcdo de substancias algogenas, tais como histamina, prostaglandinas,
leucotrienos, citocinas, substancia P, bradicinina e adenosinas a partir do tecido lesado
(MARCHAND, 2008; WOOLF, 2011; WALKER, 2014). A fase seguinte é a transmissdo ou
conducdo, processo pelo qual os impulsos séo enviados através das fibras Ad e C dos
aferentes periféricos a medula espinhal, onde as fibras fazem sinapses com os neur6nios da
substancia cinzenta (SCHAIBLE; RICHTER, 2004; LORENZ; COATES; KENT, 2011;).

Terminada a transmissdo, da-se inicio a terceira fase que é a modulacdo, que €
caracterizada pelas alteragbes que ocorrem no sistema nervoso em resposta a estimulos
noxicos, inibindo de forma seletiva os sinais lesivos recebidos no corno dorsal da medula
espinhal, gerando uma modificacdo da transmissao do sinal para centros superiores. Além de
envolver outras estruturas do SNC, como 0s mecanismos excitatorios e inibitorios do tronco
cerebral, sistema nervoso autdbnomo, e as estruturas corticais responsaveis pelos aspectos
emocionais e cognitivos da percepcao da dor (MARCHAND, 2008; KUMAR et al., 2014).

E por fim, tem-se a percepcao, etapa final onde o encéfalo reflete a experiéncia fisica
e emocional provocada pelo estimulo nociceptivo. Diferentes grupos de neurdnios encefalicos
aléem de definirem a percepc¢do das caracteristicas sométicas do estimulo, sdo responsaveis
pelos aspectos cognitivo e afetivo da sensacdo de dor (TRACEY; MANTYH, 2007).

Ha também receptores que detectam sensacdes de frio e calor e nocicep¢do, onde se
detecta estimulo doloroso mecéanico, térmico ou quimico. Estudos mostram que estes
nociceptores sdo canais idnicos mais precisamente catiénicos de potencial transitorio (TRPS),
formados por proteinas. Existe um grande nimero de subtipos deles, cada um respondendo a
um determinado tipo de estimulo, mas podendo um Unico subtipo responder a varios destes
(KANDEL et al., 2000; JULIUS, 2013).

O receptor de potencial transitorio vanildide 1 (TRPV1), foi descrito como receptor
polimodal ativado por trés estimulos dolorosos; compostos vaniloides (capsaicina e
resiniferatoxina), calor nocivo (>43°C) e pH baixo (<5.9) (CATERINA et al., 1997,
TOMINAGA et al., 1998). Apds a identificacdo do canal TRPV1 em nociceptores, uma
variedade de outros tipos de células, incluindo: os queratindcitos, as células endoteliais, 0s
linfocitos, os macréfagos e as células de diferentes regides do cérebro, também expressam o
TRPV1(FEIN, 2011).
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Os receptores opiddes também estdo envolvidos na nocicepgcdo, pois sua ativacao
resulta em potente analgesia via inibicdo da transmissdo nociceptiva ascendente excitatéria e
ativacdo de sistemas de inibicdo descendente (STEIN; et al., 2003; STEIN, 2013). A redugéo
nessa excitabilidade ocorre por meio da estimulagdo do NO e abertura de canais de potéssio
sensiveis a ATP (K'atp) (CUNHA et al., 2010). Geralmente esses canais sdo modulados por
sinais fisiolégicos como neurotransmissores ou segundos mensageiros, Cujo mecanismo mais
comumente envolvido, é a fosforilacdo e desfosfosforilacdo (JACKSON, 2005). Evidéncias
apontam que o oxido nitrico (NO) é um dos principais responsaveis pela modulacdo desses
canais, ele produz efeitos pro ou antinociceptivo dependendo do local ou do tipo de estimulo
(CUNHA et al., 2010).

Alem dos receptores citados anteriormente, os colinérgicos também estdo envolvidos
na nocicepcdo. A liberacdo de acetilcolina pela medula espinhal produz antinocicepgéo, assim
agonistas muscarinicos e nicotinicos, bem como inibidores da colinesterase podem produzir
analgesia, destacando um potencial terapéutico diferente para esses farmacos (DUTTAROY
et al., 2002). Os anticolinesterasicos também intensificam e prolongam a atividade analgésica
de muitas drogas, nas dores agudas, inflamatdrias e neuropaticas ( ZHANG et al., 2012).

E importante lembrar ainda sobre o papel das prostaglandinas (PGs), principalmente a
prostaglandina E, (PGE;). Esta substancia formada a partir da biotransformacdo do &cido
araquidénico apresenta uma importante funcdo no processo de sensibilizacdo de nociceptores.
A participacdo das PGs é essencial para o processo de sensibilizacdo periférica e atuam
principalmente atraves de receptores EP1, EP3, EP4 e IP. Todos sdo ligados a proteina G e
sua ativacdo aumenta a atividade de receptores como os TRPV1 facilitando assim o processo
de despolarizacéo de fibras sensitivas (ZEILHOFER, 2007).

1.2 Inflamacéo

A inflamacdo é caracterizada por cinco sinais, conhecidos como sinais cardinais da
inflamacéo: dor, rubor, calor, edema e perda da funcdo. Os sinais cardinais sdo resultados de
uma vasoconstriccdo, seguida de uma vasodilatacdo reflexa. A transicdo de constricdo para
dilatacdo vascular é mediada por fatores derivados de mastocitos como leucotrienos (LTs),
prostaglandinas (PGs) e, particularmente, a histamina e serotonina (5-HT) que contribuem
para a vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular (calor e rubor) (DORWARD et
al., 2012), juntos esses processos provocam a reducdo do fluxo sanguineo e exudagdo do
plasma rico em proteinas para 0 espaco extravascular (eventos vasculares) esses eventos

auxiliam na migracdo de leucdcitos (eventos celulares), e contribuem para a formagdo do
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edema, ocorre também a estimulacdo das terminac6es nervosas por mediadores (dor) e por
ultimo sobrevém a inibigdo do reflexo muscular, rompimento da estrutura do tecido (perda da
funcdo) (ALLER et al., 2007; LARSEN et al., 2009).

Durante o processo inflamatorio as células do sistema imune sdo recrutadas para o
local da injuria, principalmente, neutréfilos, mondcitos e linfocitos T, através do sangue e
aderem a parede dos vasos, extravasam e acumulam-se no local da lesdo. O recrutamento se
da por moléculas de adesdo em células endoteliais e por fatores quimioatraentes liberados
durante a resposta inflamatéria. Essas células imunes contribuem para a sensibilizacdo
nociceptiva periférica, liberando fatores sollveis e interagindo diretamente com nociceptores
(FUHLBRIGGE; WEISHAUPT, 2007; REN, DUBNER, 2010; SADIK; KIM; LUSTER,
2011). Sendo cruciais para a génese da hipernocicepcdo inflamatoria, pois 0s mesmos estéo
envolvidos na producdo de mediadores hipernociceptivos de acdo direta como a PGE2
(VERRI et al., 2006).

O processo inflamatdrio € uma resposta primaria do organismo a uma infeccdo ou
lesdo atuando na remoc¢édo do agente prejudicial ou antigeno além de promover a restauracéo
da estrutura do tecido e a fungéo fisioldgica (ASHLEY:; et al., 2012). A resposta inflamatoria
€ composta por quatro componentes: indutores inflamatorios, receptores que detectam 0s
indutores, mediadores inflamatérios que sdo liberados a partir da ativacdo dos receptores e
tecidos alvos afetados pelos mediadores inflamatérios (MEDZHITOV, 2010).

Os agentes responsaveis pela injuria tecidual sdo detectados por macrofagos residentes
do tecido lesado, que induzem uma resposta inflamatéria e ativam os nociceptores, causando
sensacdo de dor na éarea afetada (MEDZHITOV, 2010). A dor associada a processos
inflamatdrios é resultante de mudancas funcionais dos nociceptores (BATTAGLIA, 1988;
RODRIGUEZ-VITA; LAWRENCE, 2010).

Em doencas inflamatorias, um dano tecidual leva a ativacdo de cascatas de sinalizacao
que induzem a sensibilizacdo central e hipersensibilidade aos estimulos dolorosos que
frequentemente levam a sindromes de dor intensa e de longa duracdo em pacientes afetados.
Tais sindromes de dor sdo caracterizadas por hiperalgesia, alodinia e a ocorréncia de dor
espontanea na auséncia de qualquer entrada sensorial (XU et al., 2014; ZEILHOFER; Z.,
2008; ZHAO; ZHANG,; LI, 2015).

Apos a lesdo do tecido, as células lesionadas juntamente com as células do sistema
imunoldgico sdo estimuladas a liberarem diversos mediadores quimicos com superexpressao
de RNAm de citocinas pro-inflamatdrias tais como: interleucina 1p (IL-1p) , IL- 6 e fator de

necrose tumoral (TNF-a) (LAUNAY, et al., 2016); quimiocinas, proteina quimiotatica de
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mondcitos 1 (MCP-1), PGs e prostaciclina (PGI2), bradicininas (BK), LTs, histamina,
substéncia (SP), 5-HT, noradrenalina (NA), acetilcolina, adenosina trifosfato (ATP), fatores
de crescimento do nervo (NGF), fator de ativacdo plaquetéario (PAF), 6xido nitrico (NO), ions
(hidrogénio H* e potassio K') e muitos outros. Os terminais periféricos nociceptivos
expressam receptores para muitos desses mediadores inflamatérios (JENSEN; FINNERUP,
2009; LIEDTKE WB, 2007; NIETO et al., 2012).

Esses mediadores inflamatdrios estimulam diretamente receptores nociceptivos (H”,
ATP e serotonina) ou aumentando sua sensibilidade (PGs, LTs, BK e NGF) (DICKENSON,
1997; MILLAN, 2002; GUDES et al., 2015). Eles também reduzem o limiar de ativacdo
celular que leva a abertura direta dos canais de calcio voltagem dependente (Ca?*) ou,
ligando-se a receptores acoplados a proteina G na membrana celular que estimulam sistemas
de segundos mensageiros, 0s quais resultam na ativacdo de proteinas quinases que tem a
habilidade de fosforilar canais ibnicos e receptores (ROCHA, 2011; NIETO et al., 2012;).
Com a sensibilidade aumentada, os terminais periféricos dos nociceptores sdo fortemente
ligados, respondendo com dor forte a estimulos que geralmente causariam dor leve, e
sensacfes normalmente indolores, tais como calor ou pressdo no local da inflamagdo agora
provocam dor (figura 2) (LATREMOLIERE; WOOLF, 2009).

FIGURA 02: Bases celulares e moleculares da dor inflamatoria. Adenosina trifosfato (ATP),
fatores de crescimento do nervo (NGF), interleucina 1B (IL-1pB), fator de necrose tumoral
(TNF-a), leucotrienos (LTs), peptideo relacionado ao gene da calcitonina (PRGC).
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No decorrer do processo inflamat6rio ocorre a interacdo entre as células do sistema
imunoldgico com o sistema nervoso. Em resposta ao dano, as células residentes do sistema
imunoldgico os mastocitos e os macréfagos séo ativados imediatamente e liberam citocinas
pré-inflamatorias, quimiocinas, efetores do sistema complemento (C3a e Cb5a) e
vasodilatadores, incluindo aminas vasoativas e bradicinina (REN; DUBNER, 2010).

Quando o processo inflamatdrio ndo é controlado, um nimero excessivo de neutrdfilos
pode produzir grande quantidade de radicais livres, o que contribui para o estresse oxidativo,
lesdo dos tecidos e amplifica os danos (WENINGER; BIRO; JAIN, 2014). Dessa forma, uma
grande variedade de farmacos séo utilizados com a finalidade de impedir a migracédo celular
como forma de amenizar o processo inflamatorio (ULBRICH; ERIKSSON; LINDBOM,
2003).

1.3 Estresse Oxidativo

O desequilibrio entre a producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e as defesas
antioxidantes em favor da geracéo de oxidantes provoca o estresse oxidativo (TONON, 2012).
As EROs sdo resultado do metabolismo celular normal dos organismos vivos. Em
concentracdes de baixas a moderadas funcionam em processos celulares fisioldégicos, mas o
excesso de EROs, como ocorre em processos inflamatérios, pode provocar danos aos
componentes celulares, tais como lipidios, proteinas e o acido desoxirribonucléico (DNA)
(BINDOLI; RIGOBELLO, 2013).

As principais EROs com importancia fisiologica sdo: o anion superodxido (03 ),
durante condictes de estresse oxidativo e processos inflamatorios, esse anion é gerado a partir
da oxido nitrico sintase (eNOS); 0 radical hidroxila (OH¢), peroxido de hidrogénio (H20,) e
intermediarios reativos do oxigénio, cujo principal representante é o 6xido nitrico (NO), que é
degrado rapidamente por oxidases produzidas durante o estresse oxidativo (BIRBEN et al.,
2012; BINDOLI; RIGOBELLO, 2013; LUNDBERG, et al., 2015).

1.4 Oxido Nitrico

Segundo Ignarro (1990), o Oxido Nitrico (NO) é uma molécula lipofilica pequena que
se difunde rapidamente através da membrana celular e assim pode alcancar o0s
compartimentos intracelulares de células adjacentes apresentando variadas fungdes. O radical
livre NO tem uma vida curta e esta envolvido em processos bioldgicos diversos. Atua como

um mediador chave em diversas fungBes bioldgicas, como atividades microbicidas,
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neurotransmissdo, vasodilatagdo, resposta imune, agregacdo plaquetaria (AKAIKE et al.,
2010; BURKE et al., 2013) regula o tdnus e a pressao sanguinea (IGNARRO et al., 1987,
KUKONGVIRIYAPAN et al.,, 2014) a motilidade gastrica, a cicatrizacdo de feridas, a
respiracdo mitocondrial, apoptose e inflamagdo (LO FARO et al., 2014).

NO é gerado por uma grande variedade de células através de trés isoformas da NO
sintase (NOS). Todas as trés isoformas utilizam a L-arginina de aminoacidos e oxigénio
molecular em conjunto com vérios co-factores, incluindo NADPH e tetrahidrobiopterina
(BH4), grando quantidades equimolares de NO e L-citrullina. A produgdo continua de NO é
realizada por dois tipos de NOS constitutivas, a NOS neuronal (nNOS) e a NOS endotelial
(eNOS), que geram quantidades moderadas de NO, o qual est4 envolvido em varios processos
fisiologicos (LO FARO et al., 2014; LUNDBERG, et al., 2015).

Uma terceira isoforma NOS, a NOS induzivel (iNOS) que produz uma grande
quantidade de NO. O NO produzido a partir da INOS fisiologicamente pode apresentar funcéo
benéfica, quando sua indugéo ocorre por produtos bacterianos e varias citocinas, gera grandes
quantidades de NO e, assim, contribui com o sistema imune inato ajudando no combate de
bactérias, virus e fungos ( AKAIKE et al., 2010; BURKE et al., 2013; LUNDBERG, et al.,
2015) ou danosa quando se envolve em processos patoldgicos de uma variedade de doengas
humanas, tais como a artrite reumatoide (STEFANOVIC-RACIC et al., 1994), estados
inflamatérios, incluindo aterosclerose (LUNDBERG, et al., 2015), diabetes, lUpus eritematoso
sistémico, choque séptico e carcinogénese (JAISWAL; LARUSSO; GORES, 2001).

Além do NOS, existem outras enzimas que atuam de forma a contribuir com o
aumento ou diminuicdo do estresse oxidativo no decorrer do processo inflamatorio: a
mieloperoxidase (PATTERSON et al., 2014).

1.5 Mieloperoxidase

A mieloperoxidase (MPO) é descrita como uma hemeproteina com propriedade pro-
inflamatdria importantes na defesa inata pela formacdo de oxidantes e espécies reativas de
oxigénio, sintetizada durante a diferenciacdo mieloide, constitui o principal componente de
granulos azurofilos do neutréfilo e contribui para extravasamento de neutréfilos (LAU, et al.,
2005).

E uma enzima presente em polimorfonucleares (PMN) que catalisa varias reagoes,
contribuindo para a fisiopatologia de numerosas doencas inflamatdrias sistémicas
(FAURSCHOU, BORREGAARD, 2003). A MPO é encontrada nos granulos azurofilos dos

neutréfilos, pode ser liberada apos a ativagdo dos leucdcitos, nos fagossomo ou no espaco
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extracelular. Quando liberada a MPO pode reagir com o peroxido de hidrogénio formado pela
NADPH oxidase, e aumentar o potencial toxico deste oxidante (KHALIL; PEPATO;
BRUNETTI, 2008). O complexo hidroperoxido-MPO pode promover a oxidacdo de varias
substancias dentre elas o cloreto, a tirosina e o nitrito, favorecendo a formacdo de acido
hipocloroso, radicais tirosina, e outros intermediarios reativos de nitrogénio, estes compostos
formados favorecem o mecanismo de defesa contra micro-organismo e contribui para a
propagacao da inflamacao e lesdo/disfuncdo dos tecidos (PATTERSON et al., 2014).

Diante disso, sabemos que o processo inflamatério na maioria das vezes precisa ser
controlado e esse controle é feito através do tratamento farmacoldgico que dispbde de uma
vasta lista de farmacos que agem em diferentes rotas de mecanismos que levam a génese da

inflamacéo e culminam no aparecimento dos seus sinais.

1.6 Tratamento farmacologico da dor e da inflamagéo

Mesmo sendo o mecanismo de nocicepcdo e inflamacgédo indispensavel a homeostase
corporea, o desconforto causado por essas respostas exige, em alguns casos, a intervencao
com o uso de medicamentos. Diversas classes de farmacos sao amplamente utilizadas para o
alivio da dor e da inflamacgédo, onde destacamos principalmente os agonistas dos receptores
opidides, corticoides, os anti-inflamatorios nao-esteroidais (AINES) e outros farmacos
adjuvantes (GRIFFIN; WOOLF, 2009; MESHRAM et al., 2015; RAHMAN; DICKENSON,
2014; SREEKEESOON; MAHOMOODALLY, 2014).

Os AINEs apresentam acdo analgesica, antitérmica e anti-inflamatoria. Estes
medicamentos agem inibindo as enzimas COX, com consequente diminuicao da producédo de
prostaglandinas e combate a inflamacdo, a dor, a febre e inibicdo plaquetaria (HILARIO,
TERRERI e LEN, 2006; ARONSON, 2016). Farmacos anti-inflamatorios nao-esteroides sdo
geralmente utilizados como analgésicos no tratamento da dor aguda (CONAGHAN, 2013).
Estudos descrevem uma série de efeitos adversos associados ao uso de AINES, dentre os
efeitos mais reportados estdo eventos cardiovasculares, toxicidade gastrointestinal e disfuncédo
renal e hepatica (BAIGENT et al., 2013; MCGETTIGAN; HENRY, 2013) esses efeitos estdo
relacionados com a dose e o tempo de uso, resultando em orientaces que enfatizam o uso de
AINEs na menor dose eficaz e pelo menor periodo de tempo (ODOM et al., 2014).

Os opioides sdo utilizados principalmente para o alivio da dor, ou analgesia, 0s quais
podem modificar tanto 0s aspectos sensitivos quanto emocionais da dor (GRAEFF;

GUIMARAES, 2000). Produzem efeitos analgésicos potentes sem afetar outras modalidades
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sensoriais como a visao ou toque. Entretanto, uso prolongado ou repetido de opidides pode
levar a tolerancia a droga e dependéncia (KAKOTI et al., 2013; YU, 2014).

J& os corticoides sdo bastante eficientes reducao do processo inflamatério, eles atuam
na reducdo da expressdo de multiplas citocinas e quimiocinas, na diminuicdo da expressdo de
moléculas de adesdo e na diminuicdo da expressdo de enzimas como, por exemplo, a 6xido
nitrico sintase indutivel (iNOS) e a ciclooxigenase (COX-2) (SCHAFER-KORTING, 2005;
FIOCCH, 2002; ROGLER, 2010). No entanto, esses farmacos apresentam varios efeitos
adversos, entre 0s mais comuns tem-se a supressdo do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal
(HPA), reduzindo a producdo do horménio adrenocorticotréfico (ACTH), através de
realimentacdo negativa, que, por sua vez, conduz a uma secrecdo de cortisol reduzida pela
glandula suprarrenal; osteoporose, alteragbes na densidade mineral 0Ossea; retardo do

crescimento em criangas; catarata e glaucoma (BARNES; PEDERSEN, 1993).

Dentre as classes adjuvantes, os antidepressivos também séo utilizados para controlar
a dor, mais sdo associados a problemas como retencdo urinaria, boca seca, sedacdo e
constipacdo e eventos cardiacos. Os anticonvulsivantes apresentam efeitos adversos como
letargia, sonoléncia, tonturas e hipotonia (KATZ; BARKIN, 2010). Existem outros farmacos
que podem modular a transmissdo nociceptiva e controlar a dor, como os bloqueadores de
canais de sddio, os neurolépticos, entre outros. No entanto, a eficacia desses farmacos é muito
variavel entre os individuos, assim como outros tratamentos complementares, por vezes pouco
eficientes, como a estimulacdo elétrica dos nervos cutaneos, “biofeedback™ e acupuntura
(MACFARLANE et al., 1997).

Dessa forma, torna-se necessario a busca por novas alternativas terapéuticas para o
tratamento da dor inflamatoria. Nesse contexto, varias substancias naturais tém sido estudadas
por seu alto potencial para o tratamento de doencas inflamatorias estimulando a comunidade
cientifica a realizar estudos e ensaios farmacoldgicos para investigar a possivel acdo dessas
substancias. 1sso seria de grande valor terapéutico, sobretudo para paises em desenvolvimento
detentores de ricas biodiversidades (GOSSELL-WILLIAMS; SIMON; WEST, 2006)

1. 7 Produtos naturais € o monoterpeno isopulegol ( ISO)

Os produtos naturais proporcionam uma fonte significativa de potenciais farmacos a
partir da qual a humanidade tem identificado ndo apenas fitoterapicos e remédios de ervas,
mas também, a maioria dos nossos antibidticos atuais e medicamentos anticanceres (NERIO,

et al., 2010). Estudos etnofarmacoldgicos comprovam isso, mostrando que as pessoas nos até



39

em paises mais desenvolvidos ainda dependem dos conhecimentos tradicionais sobre o uso de
plantas medicinais para o tratamento de doengas (MENENDEZ-BACETA et al., 2014).

Muitas substancias farmacologicamente ativas sdo encontradas nas plantas aromaticas,
tornando-as importantes pela grande multiplicidade de espécies e principalmente pela
producdo de uma variedade de metab6litos secundarios de natureza quimica diversa (PATRA
et al,, 2013; TULP; BOHLIN, 2004). Os 6bleos essenciais sdo misturas complexas de
substancias de baixo peso molecular extraidos de plantas aromaticas por destilacdo a vapor,
arraste a vapor de agua entre outros métodos (NGUEFACK et al., 2009). Interacbes
complexas entre varios os componentes de 6leos essenciais muitas vezes contribuem para o
efeito farmacoldgico e os resultados terapéuticos (GUIMARAES et al., 2010; GONCALVES,
2012; PATRA et al., 2013).

Os monoterpenos sdo 0s principais constituintes quimicos dos dleos essenciais de
plantas e estes encontram-se na forma de misturas de componentes odoriferos que podem ser
obtidos por destilagdo com vapor ou por extragdo por solvente em uma grande variedade de
plantas (MARTINO et al., 2015). Trabalhos recentes demonstraram que 0S monoterpenos
podem apresentar propriedades farmacoldgicas e bioldgicas importantes, incluindo atividades
antibacteriana, antifingica, anticancerigena, antimutagénica, antidiabética, antiviral, anti-
inflamatdria, antioxidantes, e analgésicas (MARTINO et al., 2015; RAUT; KARUPPAYIL,
2014; NERIO, et al., 2010; GUIMARAES et al., 2015)

O isopulegol-(1SO) Figura 3, € um monoterpeno alcool monociclico presente nos
Oleos essenciais de varias plantas, tais como Corymbia citriodora H. (eucalipto-cidro,
eucalipto-liméo ou eucalipto-cheiroso), da familia Myrtaceae, & uma espécie caracterizada por
produzir arvores de médio e grande porte, com distribuicdo natural nas regibes de clima
temperado e subtropical do nordeste da Australia. O epiteto especifico citriodora deriva do
latim citriodorus, que significa odor de limdo (VERNIN et al. 2004), encontrado na
Zanthoxylum schinifolium L., da familia Rutaceae formada por cerca de 250 espécies de
arvores e arbustos, nativas de zonas temperadas e subtropicais de todo o planeta (PAIK et al.,
2005). A Melissa officinalis L. pertence a familia Lamiaceae, também apresenta ISO em sua
composicado, é utilizada na medicina popular como antiespasmaodica, curativo cirdrgico para
feridas, sedativo/hipnotico, fortalecimento da memédria e alivio da dor de cabeca induzida por
estresse (VANE e BOTTING, 1995; SREELEKSHMI et al., 2007; BLUMENTHAL et al.,
2000).

O ISO intermediario na preparacdo de (-) — mentol (SERRA et al., 2003), tem sido

usado na fabricacdo de composicGes de fragrancias com flores, como condimento alimentar
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desde muito tempo sendo aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) para uso
alimentar (21 CFR 121,1164), e incluido pelo Conselho da Europa (1974) na lista de
substancias aromatizantes artificiais que podem ser adicionados temporariamente aos géneros
alimenticios sem perigo para a saude publica, além disso o Food Chemicals Codex (1972) tem
uma monografia sobre isopulegol, Figura 03 (OPDYKE, 2013; LYNCH, 1971). Estudos
descritos por Paik et al., (2005), demonstraram que o0 6leo essencial de Z. schinifolium L., que
contém isopulegol como composto marjoritario, mostra-se capaz de induzir apoptose de
células de hepatoma humano HepG2, o que sugere uma utilizacdo plausivel deste 6leo como

um agente anti-tumor na terapia do carcinoma hepatocelular.

FIGURA 03: Estrutura molecular do monoterpeno Isopulegol (ISO) e dose letal média para
50% dos animais (DL 50).

FORMULA ESTRUTURAL FORMULA MOLECULAR: C10H150

DL 50: Via oral, em ratos: 1,03 + 0,10 mL/kg
e via cutanea (aguda), em coelhos, 3mL/kg.

OH

Fonte: Adaptado de OPDYKE, 2013 e LYNCH, 1971.

Pesquisas também mostraram que o 1SO apresentou efeito antioxidante e ansiolitico
(SILVA et al.; 2007, a), anticonvulsivo e atividade sedativa em camundongos (SILVA et al.,
2007, b), e atividade gastroprotetora (SILVA et al., 2009), que o autor sugere ser mediadas,
pelo menos em parte, por prostaglandinas enddgenas, envolvimentos de canais K'atp, €
propriedades antioxidantes.

Sabe-se que o citronelal é convertido por tratamento com acido em isopulegol, a partir
do qual uma mistura de mentol estereoisomérica € produzida por hidrogenacdo catalitica
(CHUAH et al., 2001). O processo € utilizado comercialmente para complementar as fontes

naturais de mentol (6leo de horteld-pimenta), amplamente utilizado como um condimento e
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em preparacdes medicinais (EASTMAN, KLUGER, 2015). Ensaios farmacologicos
mostraram que o citronelal apresenta atividades anti-inflamatdria e antinociceptiva (MELO et
al, 2010; QUINTANS-JUNIOR, L. et al., 2010), sendo um indicio de que o 1SO também
possa apresentar tais atividades.

Sabendo do potencial farmacoldgico dos monoterpenos e das atividades promissoras
demonstradas pelo isopulegol como gastroprotecdo e acdo no SNC, tendo em vista que ndo
foram realizados trabalhos na area da dor e a necessidade de estudos que visem a descoberta
de novos farmacos mais seguros e efetivos, que apresentem disponibilidade, acessibilidade e
reducdo dos efeitos colaterais, a presente proposta tem por objetivo investigar o potencial

antinociceptivo e anti-inflamatorio do isopulegol em roedores.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

Investigar a atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria do isopulegol em roedores.

2.2 Objetivos Especificos:

v Avaliar o efeito antinociceptivo do ISO em modelos de nocicepcdo quimica induzida por
formalina, capsaicina e glutamato;

v" Investigar possiveis mecanismos envolvidos na agéo antinociceptiva evidenciada.

v Avaliar a a¢do do 1SO na hipernocicepcao inflamatéria induzida por carragenina e PGE;,
utilizando o método de compressao de pata Randall-Sellito;

v’ Pesquisar o efeito antiedematogénico do 1SO em métodos de inducdo de edema de pata
induzido por carragenina, dextrana e PGE;;

v' Avaliar o efeito do 1ISO na migracédo de leucécitos induzida por carragenina na bolsa de ar
e peritonite em roedores;

v Investigar o efeito do I1SO sobre a atividade das enzimas mieloperoxidase (MPQO) no
exsudato inflamatdrio de animais tratados com 1SO no modelo experimental de bolsa de ar

em ratas;
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Famacos e reagentes

Bicarbonato de Sddio, Carragenina tipo I, Capsaicina I, Ciproheptadina I, Dextrana,
PGE,(Sigma, USA), Dexametasona (Decadron) (Galeno, Brasil); Formaldeido (Dinamica,
Brasil); Glibenclamida , Glutamato, Liquido de turk, Naloxana, Kits para determinag&o de IL-
1B, TNF-a, NO, MPO e SOD, Tampao PBS, Atropina , Pilocarpina, azul de metileno, L-
arginina , L-NOARG, Tween 80 (Sigma, USA); Isopulegol (LAPROBIO); Indometacina
(Indocid®)(Galeno, Brasil); NaCl 0,9%, Solucio de Turk (MERCK, Brasil); Tiopental sédico,
Sulfato de morfina (Dimorf®) (Cristélia, Brasil).

3.2 Equipamentos

Analgesimetro (Randall-Sellito), Cémara de observacdo de acrilico espelhada,
Paquimetro, Microscépio otico (Insight equipamentos, Brasil); Balanca digital (Plenna,USA);
Balanca analitica (Modelo-AR2140)(OHAUS,USA); Camara de Neubauer (Optik Labor);
Cémera digital SL605 12,1 MP 5 (Samsung, Brasil).

3.3 Obtencao do Isopulegol
A substancia isopulegol foi adquirida da Sigma, USA e fornecida pelo Prof. Dr.

Damido Pergentino de Sousa, membro do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas/UFPB.

3.4 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos e fémeas (25-30 g), ratas Wistar fémeas
(170-230 g) provenientes do biotério setorial do Nlcleo de Pesquisas em Plantas Medicinais
(NPPM) da Universidade Federal do Piaui (UFPI). Acondicionados em caixas de
polipropileno a temperatura de 22 + 1 ° C e ciclo claro/escuro de 12 h com agua e racdo ad
libitum.

Para a execucdo dos protocolos experimentais, os animais foram colocados em jejum
de 12 h e permaneceram no laboratério para adaptacdo por um periodo de 1h antes dos
experimentos. Os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com as
orientacOes para cuidados com animais de laboratdrio e consideragdes éticas para investigacdo

de dor experimental em animais conscientes (ZIMMERMANN, 1986). Os estimulos
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utilizados foram o0s minimos necessarios para demonstrar efeitos consistentes dos
procedimentos empregados e dos tratamentos com drogas.

Os animais foram eutanasiados com superdosagem de tiopental sédico (100 mg/kg,
I.p.) de acordo com o estabelecido pela Resolugdo N° 1.000 de 11 de maio de 2012 do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria — CFMV, tendo como responsavel técnico a
Médica Veterinaria, Camila Ernanda Sousa de Carvalho, CRMV N°. 1173. Os protocolos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal da UFPI
(CEEA/UFPI N° 82/2014).

3.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

3.5.1 Efeito do I1SO no teste de formalina

Para avaliar se o 1ISO possui atividade antinociceptiva tanto na dor neurogénica quanto
na dor inflamatoria os camundongos foram divididos em grupos (n = 5) e tratados com
isopulegol (0,78; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5 e 25 mg/kg, v.0.) ou veiculo (NaCl 0,9% + 5% de
tween 80, v.0.) uma hora antes do teste. Morfina (5 mg/kg) foi administrada 30 minutos antes
do teste por via subcutanea (s.c.) como controle positivo. Na pata traseira direita foi injetada
formalina (20 pL, 2%) na regido intraplantar. O animal foi colocado numa camara de
observacdo de acrilico espelhada para observacdo e quantificacdo da lambedura da pata
durante 5 minutos (fase neurogénica) e de 15-30 minutos (fase inflamatoria), para avaliar a
nocicepcdo, figura 4 (HUNSKAAR; HOLE, 1987).

3.5.2 Efeito do ISO no teste de capsaicina

Para avaliar a acdo nociceptiva do ISO na dor neurogénica os camundongos (n = 5)
foram tratados com ISO (0,78; 1,56; 3,12; 6,25 e 12,5 mg/kg, v.0.), veiculo ou morfina (5
mg/kg, s.c.). Uma hora (v.0.) ou 30 minutos (s.c.) apds esses tratamentos, na pata traseira
direita foi injetado capsaicina (2 pg/20 pL/pata). A nocicepgdo foi avaliada imediatamente
apos a injecdo e quantificada pelo tempo de lambedura da pata durante um periodo de 5
minutos na camara de observacao, figura 4 (SAKURADA et al., 1992).

3.5.3 Efeito do ISO no teste do glutamato
Com o intuito de avaliar o papel do sistema glutamatérgico na atividade
antinociceptiva do isopulegol, os camundongos (n = 5) receberam uma injecdo de glutamato

por via intraplantar, i.pl. (2 pmol/pata) 60 minutos apds o tratamento com ISO por via oral
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(1,56; 3,12 e 6,24 mg/kg) ou veiculo. Morfina (5 mg/kg, s.c.) foi usada como controle
positivo e administrada 30 minutos antes do glutamato. O tempo que o animal lambe ou
morde a pata que recebeu o estimulo durante 0-15 min foi quantificado e comparado entre 0s
grupos, figura 4 (BEIRITH, 1998).

3.5.4 Investigacao dos possiveis mecanismos de acdo antinociceptiva do 1ISO

Para elucidar os mecanismos subjacentes antinociceptivos do 1SO, camundongos
foram pré-tratados intraperitonealmente no modelo de glutamato (n= 5-8) com naloxona (2
mg/kg) um antagonista ndo seletivo do receptor opidide; glibenclamida (3 mg/kg), um
antagonista dos canais de Kirp; atropina (1 mg/kg), um antagonista dos receptores
muscarinicos; azul de metileno (20 mg/kg) um inibidor da monofosfato ciclico de guanosina
(GMPc) e L-arginina (600 mg/kg), um substrato para a biossintese de NO. As doses dessas
drogas foram selecionadas de acordo com dados da literatura e estudos prévios do nosso

laboratério.

Figura 04: Camara de observacdo de acrilico espelhada usada nos testes formalina,
capsaicina e glutamato.
——

Fonte: Arquivo pessoal.

3.5.4.1 Participagdo do sistema opiodide no efeito antinociceptivo do 1SO
Com a finalidade de avaliar a influéncia do sistema opidide sobre o efeito

antinociceptivo do 1SO, grupos distintos de animais foram pré-tratados com o antagonista
opidide ndo seletivo naloxona (2 mg/kg, i.p.), 20 min antes da administracdo do 1SO (6,25
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mg/kg, v.0.) ou morfina (5 mg/kg, s.c.), a qual foi utilizada como controle positivo
(PIETROVSKI et al., 2006). Decorrida 1 h apds a administracdo do 1ISO ou 30 minutos apds a
administracdo de morfina, injetou-se por via intraplantar 20 ul de solugdo de glutamato (20
umol/pata) e avaliou-Se a resposta nociceptiva quantificando o tempo de lambedura da pata
durante 15 min (BEIRITH et al., 2002).

3.5.4.2 Participacéo dos canais de K*atp no efeito antinociceptivo do 1SO
Para a avaliacdo da participacio dos canais de K*atp no efeito antinociceptivo do 1SO,

os animais foram previamente tratados com glibenclamida (3 mg/kg, i.p.) e 20 minutos apos,
receberam o 1SO (6,25 mg/kg, v.0.). Decorridos 60 minutos, os animais foram avaliados
quanto a nocicepcdo (quantificando o tempo de lambedura da pata durante 15 min) induzida
pela injegdo intraplantar de 20 plL de solugdo de glutamato (20 pmol/pata). Os animais
controle foram tratados com veiculo (NaCl 0,9% + 5% de tween 80, v.0) (BEIRITH et al.,
2002).

3.5.4.3 Participacao dos receptores muscarinicos no efeito antinociceptivo do 1SO
Somado a isso, avaliamos o envolvimento dos receptores muscarinicos, para tal pre-

tratamos o0s camundongos com atropina (1 mg/kg, i.p.), e 20 minutos apos isso,
administramos 1SO (6,25 mg/kg, v.0.) ou 0 agonista desses receptores, Pilocarpina (3 mg/kg,
i.p.). Transcorridos 60 e 30 minutos apos as administracdes, injetamos por via intraplantar 20
uL de solugdo de glutamato (20 umol/pata) e observamos a resposta nociceptiva,
quantificando o tempo de lambedura da pata durante 15 min. Avaliamos ainda, a respostas

dos animais as administracdes apenas de atropina e pilocarpina (BEIRITH et al., 2002).

3.5.4.4 Participacdo da via L-arginina-oxido nitrico no efeito antinociceptivo do 1SO
Para avaliarmos também a participacdo da via L-arginina - O0xido nitrico no efeito

antinociceptivo causado pelo ISO, os animais (n = 6-8) foram previamente tratados com o
precursor do 6xido nitrico, L-arginina (600 mg/kg, i.p.) e apds 20 minutos cada grupo recebeu
0 I1SO (6,25 mg/kg, v.0.) e N°-nitro-L-arginina (L-NOARG, 75 mg/kg, i.p.), um inibidor da
enzima Oxido nitrico sintase (PIETROVSKI et al., 2006). Decorrida 1 h apds a administracdo
do ISO e 30 min apos o tratamento com L-NOARG, os animais foram avaliados quanto a
nocicepgdo (quantificando o tempo de lambedura da pata durante 15 min) induzida pela
injecdo intraplantar de 20 pL de solu¢do de glutamato (20 umol/pata). Os animais controle

foram tratados com veiculo por via oral (BEIRITH et al., 2002).
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3.5.4.5 Participacdo da via do Monofosfato ciclico de guanosina no efeito antinociceptivo
do ISO
Para verificar o envolvimento do Monofosfato ciclico de guanosina na antinocicepcao

causada pelo monoterpeno em estudo, os animais foram pré-tratados com o azul de metileno
(20 mg/kg, i.p.), um inibidor do GMPc, 15 minutos antes da administragdo do I1SO (6.25
mg/kg, v.0.). Além disso, alguns animais foram tratados apenas com ISO (6,25 mg/kg, v.0.)
ou azul de metileno (20 mg/kg, i.p.). A resposta nociceptiva foi avaliada ap6s 60 e 15 minutos
dos tratamentos, através da injecdo intraplantar de 20 puL de solu¢do de glutamato (20
umol/pata) e quantificado o tempo de lambedura da pata durante 15 min (BEIRITH et al.,
2002)

3.5.6 Avaliacéo da hiperalgesia inflamatdria induzida por carragenina
Para avaliacdo da hiperalgesia inflamatoria, foi utilizado o método de compressao

mecanica na pata de ratas, Randall Selitto (RANDALL; SELITTO, 1957). Esse método
baseia-se no principio de que a inflamacdo aumenta a sensibilidade ao estimulo nociceptivo
mecanico, e que essa sensibilidade aumentada pode ser modificada por recursos analgésicos
(SLUKA; WALSH, 2003). Durante o teste, os animais (n=5) foram cuidadosamente contidos,
0 equipamento apresenta um cone de ponta romba que ¢é colocado sobre o dorso da pata dos
animais (figura 5). O limiar de dor foi medido pela aplicacdo de uma forca continua crescente
(em gramas) a regido dorsal da pata do animal capaz de induzir a reacdo de retirada desta ou
— luta/vocalizagdo. As medidas basais foram realizadas previamente a injecdo de
carragenina. Neste teste foram realizados tratamentos com ISO por duas vias de

administracao, oral e intraplantar.

3.5.6.1 Efeito do tratamento com I1SO por via oral na hiperalgesia inflamatdria induzida
por carragenina
As ratas foram tratadas com ISO (3,12; 6,25 e 12,5 mg/kg, v.0.), veiculo (NaCl 0,9% +

5% de tween 80, v.0.) ou Indometacina (10 mg/kg, v. 0.) e 60 minutos apds receberam o
agente indutor da nocicepg¢do, carragenina 1% (0,1mL), na regido plantar da pata traseira
direita e avaliada ap0s 1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas da administracdo (RANDALL; SELITTO, 1957).
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em roedores.
3.5.6.2 Efeito do tratamento com ISO por via intraplantar na hiperalgesia inflamatéria
induzida por carragenina

As ratas foram tratadas no dorso da pata direita com 100uL de 1SO (20, 40 e 80
pg/pata), veiculo ou indometacina (36 pg/pata), 30 minutos depois receberam o agente
indutor de hipernocicepgéo, carragenina 1% (0,1mL), na regido plantar da pata traseira direita
e avaliada apos 1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas da administragdo (SYRIATOWICZ, et al, 1999)
(RANDALL; SELITTO, 1957).

Figura 05: Teste de compressdo da pata (Randall-Selitto) — a figura a esquerda mostra o
aparelho Randall-Selitto. A figura a direita mostra a realizacdo do teste quando uma forca em
gramas (g), de magnitude crescente, € aplicada continuamente sobre o dorso da pata traseira
direita do animal.

Fonte: Arquivo pessoal.

3.5.7 Efeito do ISO na hiperalgesia inflamatdria induzida por PGE;

Para avaliacdo da hiperalgesia inflamatéria, foi utilizado o método de compressédo
mecanica na pata de ratas, Randall Selitto (figura 5). As medidas basais foram realizadas
previamente a injecdo de prostaglandina. As ratas (n=5) foram tratadas no dorso da pata
direita com 100uL de I1SO (20, 40 e 80 pg/pata), veiculo ou dexametasona (7,2 pg/pata), 30
minutos depois receberam o agente indutor de hipernocicepgédo, 50uL de prostaglandina E; (1
pg/mL), na regido plantar da pata traseira direita e avaliada apos 1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas da
administracdo (RANDALL; SELITTO, 1957).
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3.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

3.6.1 Edema de pata induzido por carragenina

Para avaliar se o ISO apresenta atividade antiedematogenica, testamos sua acdo no
edema de pata induzido por carragenina. Os camundongos foram divididos em grupos (n=5) e
tratados por via oral com veiculo, isopulegol (3,12; 6,25; 12,5 mg/kg, v.0) ou indometacina
(210 mg/kg, v.0.) 60 minutos antes da administracdo intraplantar de carragenina (1%; 0,1 mL),
na pata traseira direita regido subplantar. Os volumes das patas foram medidos por
paquimetro e expressos em mm tempo zero (to) e apds a aplicacdo de carragenina nos tempos
1,2,3,4,e5h (WINTER et al., 1962).

3.6.2 Edema de pata induzido por dextrana

Dando prosseguimentos aos estudos, avaliamos também a acdo do 1SO no edema
induzido por dextrana. Os camundongos (n=5) foram tratados por via oral com veiculo,
isopulegol (12,5 mg/kg) e ciproheptadina (10 mg/kg). Apds 1 hora dos tratamentos os animais
receberam uma aplicacdo de 0,05 mL/ por via i. pl. do veiculo na pata esquerda e 0,05 mL de
dextrana 1% dissolvida em salina 0,9% na pata direita, e 2 horas depois da inducdo com
dextrana, os animais foram eutanasiados, ambas as patas traseiras foram cortadas ao nivel da
juncéo tibio-tarsal e pesadas. O edema foi registrado com a diferenca de peso entre as patas
direita e esquerda de cada animal e expresso em miligramas para quantificacdo do tamanho do
edema (WINTER et al., 1962).

3.6.3 Edema de pata induzida por PGE;

Foi avaliada também a atividade antiedematogenica do 1SO no edema induzido por
PGE; para isso os camundongos (n=5) foram tratados por via oral com veiculo, isopulegol
(12,5 mg/kg) e ou dexametasona (0,5 mg/kg) ( TUBARO, et al. 1985). Apos 1 hora dos
tratamentos os animais receberam uma aplicacdo de 0,05 mL/ por via i. pl. do veiculo na pata
esquerda e 0,05 mL de PGE; 1% dissolvida em salina 0,9% na pata direita, e 1 hora depois da
inducdo com prostaglandina E,, os animais foram eutanasiados, ambas as patas traseiras
foram cortadas ao nivel da juncdo tibio-tarsal e pesadas. O edema foi registrado com a
diferenca de peso entre as patas direita e esquerda de cada animal e expresso em miligramas

para quantificacdo do tamanho do edema (WINTER et al., 1962).
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3.6.4 Efeito do 1SO na migracgao de leucdcitos induzida por carragenina na bolsa de ar
em ratas

Para saber se o I1SO interfere na migracdo leucocitaria ratas Wistar foram distribuidas
em grupos (n=5-8) e tricotomizadas no dorso, na area escapular. No 1° dia, 0s animais
receberam uma injecdo subcuténea intra-escapular de 20 mL de ar estéril colhidos em capela
de fluxo laminar, para a formagdo da bolsa de ar. Os animais retornaram ao biotério, com
agua e alimento ad libitum. No 3° dia, as bolsas foram reinfladas com 10 mL de ar estéril. No
6° dia, os animais foram pré-tratados por via oral com veiculo, isopulegol (3,12; 6,25 e 12,5
mg/kg) e indometacina (10 mg/kg). Uma hora ap6s, 100 pL de carragenina 1% foi
administrada em cada bolsa. Ap6s 4 h, os animais foram eutanasiados e cada bolsa foi lavada
com 10 mL de tampdo PBS, e o conteudo colhido (MULLER, 2001).

Em seguida, foi realizada uma diluicdo 1:20 do lavado com liquido de Turk,
procedendo-se a contagem total dos leucocitos na camara de Neubauer ao microscopio. Os
resultados foram expressos em percentual (%) de leucdcitos totais (MULLER, 2001).

Aliquota adicional do exsudato foi armazenada em eppendorfs a -20°C para posterior

analise da atividade de mieloperoxidase (MPO).

3.6.5 Efeito do ISO na migracéo de leucdcitos diferencial na peritonite induzida por
carragenina em camundongos

Camundongos Swiss (25-30 g) foram tratados por via oral com veiculo (NaCl 0,9% +
5% Tween 80), 1ISO (12,5 mg/kg) ou indometacina (10mg/kg) apds 60 minutos receberam
injecdo de carragenina (0,1mL a 1%,) na cavidade peritoneal (VINEGAR et al., 1973). Apds
quatro horas, os animais foram eutanasiados, a cavidade peritoneal foi lavada com 5 mL de
solucdo PBS heparinizada (10 UlI/mL) (SOUSA; FERREIRA, 1985).

Em seguida, foi realizada uma diluicdo 1:20 do lavado com liquido de Turk,
procedendo-se a contagem diferencial dos leucdcitos. A contagem diferencial foi realizada
contando no minimo 100 leucdcitos e diferenciando-os através do microscopio Optico
(MULLER, 2001).

3.6.6 Efeito do ISO sobre a atividade da Mieloperoxidase (MPO) no exsudado de bolsa
de ar subcutanea

A quantificacdo da atividade de mieloperoxidase foi baseada no método descrito por
(BRADLEY; CHRISTENSEN; ROTHSTEIN, 1982). Assim, 400 pL do exsudato da bolsa de

ar foram centrifugados a 4000 g por 7 minutos a 4°C. Foram retirados 100 pl do sobrenadante
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e adicionados a 1 mL de tampdo HTAB 0,5% e pH 6,0 (brometo de hexadeciltrimetilamonio)
seguida de centrifugagdo a 4500 g durante 10 minutos a 4°C. 10 pL do sobrenadante foram
retirados e adicionados a placa de 96 po¢os com posterior acréscimo de 200 pL da solucdo de
leitura (H20 destilada, tampéo fosfato pH 6,0, H202 a 1% e o-dianisidina 0,167 mg/mL). A
atividade de MPO foi determinada por medicdo da alteracdo da absorbéancia a 450 nm em
leitor de placa durante 5 minutos. A concentracdo de MPO esta expressa em unidades de
MPO por microlitro (UMPO/pL) segundo curva padrédo obtida para mieloperoxidase.

3.7 Anélise estatistica

Os valores foram expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.). Foi
empregada a analise de variancia (ANOVA uma via ou duas vias), seguida pelo Teste de
Bonferroni. Quando necessario os dados receberam outro tipo de tratamento estatistico
complementar. A andlise de significancia foi considerada quando p<0,05. Foi utilizado o
programa estatistico GraphPad Prism versdo 5.0. Dados ndo paramétricos foram expressos
como mediana, valores maximos e minimos. Posteriormente foi realizada a analise estatistica

por meio de teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunns.
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RESULTADOS
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4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

4.1.1 Efeito do I1SO na nocicepc¢ao induzida por formalina

Como mostra a figura 06, o ISO nas doses de 1,56; 3,12; 6,25; 12,5 e 25 mg/kg (v.0.)
reduziu significativamente o tempo de lambedura da pata estimulada em ambas as fases do
teste quando comparado ao controle (*p<0,05; ***p<0,001), enquanto a dose de 0,78 mg/kg

(v.0.) foi efetiva apenas na primeira fase do teste.

Figura 06: Efeito antinociceptivo do ISO na resposta nociceptiva induzida por formalina em
camundongos. Os dados representam a média = E.P.M. (5-8 animais). ***p<0,001, *p<0,05
comparado com o controle. (ANOVA uma via, Teste de Tukey).
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4.1.2 Efeito do 1SO na nocicepg¢ao induzida por capsaicina

O efeito do 1SO na nocicepcao induzida por capsaicina em camundongos € mostrada
na figura 07. Uma redugdo significativa no tempo de lambedura da pata foi observada em
camundongos tratados por via oral com ISO 0,78 mg/kg (*p<0,05); 1,56; 3,12; 6,25 e 12,5
mg/kg (***p<0,001), comparado ao grupo controle, indicando um efeito antinociceptivo na
dor neurogénica. Morfina 5 mg/kg, s.c., foi usada como controle positivo e mostrou uma

reducdo da resposta quando comparado com o grupo controle (***p<0,001).

Figura 07: Efeito do ISO na nocicepcdo induzida por capsaicina em camundongos. Animais
foram tratados com ISO 60 min (v.0.) antes do tratamento com capsaicina. Os dados
representam a média + E.P.M. (5-7 animais). *p<0,05; ***p<0,001, comparado com o
controle (c). (ANOVA uma via, Teste de Tukey).
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4.1.3 Efeito do 1SO no teste do glutamato

A figura 08 mostra que a administracdo de 1SO (3,12 e 6,25 mg/kg, v.0.) inibiu
significativamente, ***p<0,001, dependente da dose, a nocicepg¢édo induzida por glutamato
quando comparado ao controle. Enquanto que a dose de 1,56 mg/kg ndo apresentou

significancia neste teste.

Figura 08: Efeito do ISO na nocicepcdo induzida por glutamato (20 pmol/pata) em
camundongos. Cada coluna representa a média = E.P.M. (5-8 animais).***p<0,001,;
**p<0,01; *p<0,05 comparado com o controle e ##p<0,01 para comparacdo entre as doses do
ISO. (ANOVA uma via, Teste de Tukey).
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4.1.4 Investigacdo dos possiveis mecanismos de acdo antinociceptiva do 1ISO

4.1.4.1 Participacdo do sistema opidide no efeito antinociceptivo do ISO

Os resultados da figura 09 mostram que o grupo tratado apenas com naloxona (169 +
8,84) apresentou valores semelhantes ao do controle (183 + 11,46), descartando a existéncia
de efeito antinociceptivo da naloxona. Ao compararmos o efeito da associacdo naloxona +
ISO (142,35 + 19,13) com o efeito do ISO 6,25 mg/kg (28,45 £ 3,33), podemos ver que a
naloxona reverteu, significativamente (***p<0,001), a acdo antinociceptiva do ISO, da
mesma forma que a naloxona reverte significativamente (***p<0,001) o efeito da morfina

quando associadas (101,79 * 4,85) em comparac¢do com a morfina (4,30 £ 0,38).

Figura 09: Investigacdo do envolvimento dos receptores opidides no efeito antinociceptivo
do ISO na nocicepcdo induzida pelo glutamato (20 uL, 20 pmol/pata) em camundongos.
Onde (+) indica presenca e (-) auséncia do tratamento. Cada grupo representa a média *
E.P.M do tempo de reacdo dos animais tratados com ISO (6,25 mg/kg, v. 0.), naloxona (2
mg/kg, i.p.), Morfina (5 mg/kg, s.c.) e controle , 30 ou 20 min antes do estimulo. n = 5-8
(***p<0,001, vs. Controle; ### p<0,001, vs. Naloxona) (ANOVA uma via, teste de Tukey).
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4.1.4.2 Participacéo dos canais de K*atp No efeito antinociceptivo do 1SO

A figura 10 mostra que o grupo controle (185,38 + 11,57) e 0 grupo pré-tratado com
apenas glibenclamida (183,14 + 7,29) apresentaram um alto tempo de lambedura, mostrando
que o antagonista dos canais de potassio ndo reduz o tempo de resposta dos animais. Os
camundongos tratados com I1SO (23,41 + 3,01) mostraram reducéo do tempo de lambedura da
pata, resposta que foi alterada, significativamente (**p< 0,01), quando os animais foram pré-
tratados com glibenclamida associada ao 1SO (76,29 + 12,93).

Figura 10: Investigacdo do envolvimento dos canais de potassio, K'atp, no efeito
antinociceptivo do 1SO na nocicepcdo induzida pelo glutamato (20 uL, 20 umol/pata) em
camundongos. Onde (+) indica presencga e (-) auséncia do tratamento. Cada grupo representa a
média = E.P.M do tempo de reacdo dos animais tratados com ISO (6,25 mg/kg, v. 0.),
glibenclamida (3 mg/kg, s. c.) ou controle, 30 ou 20 min antes do estimulo, n = 7-8
(***p<0,001, vs. controle; ## p<0,01 vs. I1ISO 6,25 mg/kg) (ANOVA uma via, teste de
Tukey).
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4.1.4.3 Participacdo dos receptores muscarinicos no efeito antinociceptivo do 1SO

A figura 11 mostra que o grupo controle (123,53 + 14,32) e o tratado com a atropina
(125,55 + 10,58) mostraram um alto tempo de resposta dos animais, descartando algum efeito
antinociceptivo da atropina. A pilocarpina (1,56 + 0,14), assim como o 1SO (22,25 + 2,64)
reduziram as respostas dos animais (***p<0,001), porém, esses tempos de lambeduras foram
aumentados nos grupos pré-tratados com o antagonista dos receptores muscarinicos,
assumindo valores de 59,11 + 4,30 (***p<0,001) e 71,04 %= 4,67 (***p<0,001),

respectivamente.

Figura 11: Investigagdo do envolvimento dos receptores muscarinicos no efeito
antinociceptivo do 1SO na nocicepcdo induzida pelo glutamato (20 uL, 20 umol/pata) em
camundongos. Cada grupo representa a média = E.P.M do tempo de reacdo dos animais
tratados com ISO (6,25 mg/kg, v.0.), atropina (1 mg/kg, i.p.), pilocarpina (3 mg/kg, i.p.) e
controle, 60 ou 20 min. antes do estimulo. n = 5-6 (***p<0,001, vs. Controle; # # # p<0,001
vs. atropina). (ANOVA uma via, teste de Tukey).

———
m 150+
— #4
FrErEres H
l.'ﬁ [ o oY oS o H
| - Crfrfrf
: [ o oY oS o H
FEECEErn
- 100+ FEEEErL]
I.I'|.I'|.I'|.I
[nlk] rerfrfre!
I.I'|.I'|.I'|.I
L rEererrd —
Feroroi
Cefrlrl
rErfrfir!
m Cefrlrl wERE
I.I'|.I'|.I'|.I
I.I'|.I'|.I'|.I
I I.I'|.I'|.I'|.I
I.I'|.I'|.I'|.I
I.I'|.I'|.I'|.I
@ S04 FEFLECE!
Cefrlrl
ﬁ rfrfrfr!
rErfrfir!
CrCrlrEn
o FEREEEC i
I.I'|.I'|.I'|.I
rErfrlr!
E FEEECET
FrErErnn F o
m O Y S
I u - rCrCrle!
Controle -+ - - - - -
ISO - - - - -+ -+
Atropina - + - + - +
Pilocarpina - - + + - -

(lutamato -+ -+ -+ -+ -+ -+



61

4.1.4.4 Participacdo da via L-arginina-oxido nitrico no efeito antinociceptivo do 1SO

A figura 12 mostra que o grupo tratado apenas com L-arginina (83,38 + 4,94)
apresentou valores proximos aos do controle (94,71 + 2,69), descartando a existéncia de
efeitos antinociceptivo precursor do Oxido nitrico. A L-arginina associada ao L-NOARG
(93,51 £ 4,92) reverteu, significativamente (p<0,001), o efeito do L-NOARG (37,6 £ 2,56). A
L-arginina com I1SO (55,96 + 8,01) aumentou, significativamente (p<0,001), o tempo de
lambedura quando comparado com 1SO (17,79 £ 2,56), evidenciando uma participacdo dessa
via no efeito antinociceptivo do isopulegol.

Figura 12: Investigacdo do envolvimento da via L-arginina-Oxido nitrico no efeito
antinociceptivo do 1SO na nocicepcdo induzida pelo glutamato (20 uL, 20 umol/pata) em
camundongos. Onde (+) indica presenca e (-) auséncia do tratamento. Cada grupo representa a
média = E.P.M do tempo de reacdo dos animais tratados com ISO (6,25 mg/kg, v.0.), L-
NOARG (75 mg/kg, i.p.), L-arginina (600 mg/kg, i. p.) e controle, 30 ou 20 min antes do
estimulo. n = 6-8. (***p<0,001 vs. controle; # # # p<0,001 vs. L-arginina) (ANOVA uma via,
teste de Tukey).
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4.1.4.5 Envolvimento da via do monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) no efeito
antinociceptivo do 1SO

A figura 13 evidencia que o grupo controle (107,67 + 8,75) foi um Unico que
apresentou um elevado tempo de lambedura, os animais tratados com 1SO (19,18 £ 2,75) ou
azul de metileno (61, 14 + 12,62) tiveram reducdo no tempo de lambedura, evidenciando um
efeito antinociceptivo das substancias. A associacdo do Isopulegol com o azul de metileno
(65, 23 = 7, 94) mostrou diferenca significativa em relacdo ao grupo tratado apenas com o
ISO.

FIGURA 13 - Investigacdo do envolvimento da via da Guanosina monofosfato ciclico, no
efeito antinociceptivo do ISO na nocicepc¢édo induzida pelo glutamato (20 uL, 20 umol/pata)
em camundongos. Cada grupo representa a média + E.P.M do tempo de reacdo dos animais
tratados com I1SO (6,25 mg/kg, v.0.), azul de metileno (20 mg/kg, i.p.) ou controle v.o., 60 ou
15 min antes do estimulo, n = 6-8 (***p<0,001, vs. controle); (##p<0,01, vs. ISO 6,5 mg/kg)
(ANOVA uma via, teste de Tukey).
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4.1.5. AVALIACAO DA HIPERALGESIA INFLAMATORIA INDUZIDA POR
CARRAGENINA

4.1.5.1 Efeito do tratamento com ISO por via oral na hiperalgesia inflamatéria induzida
por carragenina

O pré-tratamento por via oral com ISO nas doses 6,25 e 12,5 mg/kg, reduziu
significativamente (***p<0,001), a hiperalgesia mecanica causando um aumento do limiar
nociceptivo da primeira hora até a sexta comparada ao controle (Figura 14). O grupo tratado
com ISO 3,12 mg/kg também aumentou o limiar nociceptivo nas horas 1, 2, 3, 5(**p<0,01) e
6 (***p<0,001), exceto na 4 hora. A indometacina (10 mg/kg, v.0.) inibiu significativamente
(***p<0,001) a hiperalgesia ja a partir da primeira hora e perdurou até a sexta hora

comparado ao controle.

Figura 14: Efeito da administragdo aguda do ispulegol sobre o limiar de retirada de pata de
ratas Wistar com hiperalgesia mecénica induzida pela injegao (i.pl.) de carragenina 1% (50 pL
/ pata), submetidas ao teste de compressdo da pata (Randall- Selitto). Os grupos de animais
(n=5) receberam ISO (3,12; 6,25 e 12,5 mg/kg, v.0.), veiculo ou indometacina - INDO (10
mg/kg, v.0.). Cada grupo representa a média £ E.P.M. (** p< 0,01 e *** p<0,001 comparado
com grupo controle; ANOVA duas vias, Teste de Bonferroni).
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4.1.5.2 Efeito do tratamento com ISO por via intraplantar na hiperalgesia inflamatéria
induzida por carragenina

O efeito antinociceptivo do 1SO na hiperalgesia mecénica foi verificado pelo aumento
na intensidade da carga suportada pelo animal no teste de compressdo da pata (Randall-
Selitto). A Figura 15 mostra que o grupo tratado com ISO 80 pg/pata mostrou uma redugéo
da hiperalgesia mecénica causando um aumento do limiar nociceptivo da primeira hora até a
sexta, com significancia *** p<0,001, comparada ao controle. Os animais que receberam o
ISO 40 pg/pata, mostraram uma redugdo da hiperalgesia com consequente aumento do limiar
de nocicepcao apenas nas 32 (44,16 = 5,89) e 42 (47,3 £ 4,79g) horas, * p< 0,05, comparado ao
controle (23,5 £ 0,69 e 28,66 + 1,18g). A indometacina (36pg/pata) inibiu significativamente
(***p<0,001) a hiperalgesia ja a partir da primeira hora e perdurou até a sexta hora
comparada ao controle. J& a dose 20ug/pata ndo alterou o limiar nociceptivo comparado ao
controle. Na pata contralateral, que n&o recebeu tratamento, ndo houve alteragéo significativa
no limiar de retirada da pata.

Figura 15: Efeito da administracdo aguda do isopulegol sobre o limiar de retirada de pata de
ratas Wistar com hiperalgesia mecanica induzida pela inje¢do de carragenina 1% (50uL/pata),
submetidas ao teste de compressdo da pata (Randall- Selitto). Os grupos de animais (n=5)
receberam 100uL de ISO (20, 40, 80 pg/100uL i.pl.), veiculo ou indometacina - INDO (36
ug/pata). Cada grupo representa a média + E.P.M. (* p< 0,05, ** p< 0,01 e *** p<0,001
comparado com grupo controle; ANOVA duas vias, Teste de Bonferroni).
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4.1.5.3 Avaliacdo da hiperalgesia inflamatodria induzida por prostaglandina E;.

A figura 16 mostra que o grupo tratado com ISO 80 ug/pata mostrou uma redugdo da
hiperalgesia mecéanica induzida por PGE;,, causando um aumento do limiar nociceptivo a
partir da primeira hora e perdurou até a sexta, com significancia *** p<0,001, apresentando
melhor efeito na 32 hora (83,00 + 3,39) comparada ao controle (42,50 + 3,16). Os animais que
receberam o ISO 40 pg/pata, mostraram uma redug¢do da hiperalgesia com consequente
aumento do limiar de nocicepg¢édo apenas nas a partir da 32 hora (***p<0,001) e se prolongou
até a sexta hora em comparacdo ao controle. A dexametasona (7,2 pg/pata) inibiu
significativamente (***p<0,001) a hiperalgesia j& a partir da primeira hora e perdurou até a
sexta hora comparada ao controle. Ja a dose 20 pg/pata ndo alterou o limiar nociceptivo
comparado ao controle. Na pata contralateral, que ndo recebeu tratamento, ndo houve
alteracéo significativa no limiar de retirada da pata.

Figura 16: Efeito da administracdo aguda do isopulegol sobre o limiar de retirada de pata de
ratas Wistar com hiperalgesia mecéanica induzida pela injecdo (i.pl.) de 50pL de
prostaglandina E2(1ug/mL), submetidas ao teste de compressao da pata (Randall- Selitto). Os
grupos de animais (n = 5) receberam 100uL de ISO (20, 40, 80 pg/pata), veiculo ou
dexametasona - DEXA (7,2ug/pata). Cada grupo representa a média + E.P.M. (***p<0,001
comparado com grupo controle; ANOVA duas vias, Teste de Bonferroni).
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4.2. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

4.2.1 Efeito do I1SO no edema de pata induzido por carragenina

O pré-tratamento dos animais com 1SO (12,5 mg/kg, v.0.) inibiu significativamente
(*** p<0,001) o edema de pata induzido por carragenina nas 6 horas de observagdo quando
comparado ao grupo controle ( Figura 17 ). O grupo tratado com I1SO 6,25 mg/kg por via
oral, apresentou reducdo do edema apenas nas 3° e 4 ° horas de observacdo, (*** p<0,001),
em relacdo ao grupo controle. A indometacina (10 mg/kg, v.0.) inibiu significativamente (***
p<0,001) a formacdo do edema ja a partir da primeira hora e perdurou até a sexta hora
comparado ao controle. O ISO na dose de 3,25 mg/kg (v.0.) n&@o apresentou inibi¢ao
significativa do edema de pata induzido por carragenina (p > 0,05).

Figura 17: Efeito do isopulegol sobre o edema de pata induzido por carragenina (1 %; 0,1
mL, i.pl.) em camundongos (n=5-6). Os animais receberam ISO (3,25; 6,25 e 12,5 mg/kg),
veiculo ou indometacina — INDO (10 mg/kg) por via oral. Os valores estdo expressos como
média + E.P.M. (*p<0,05 **p<0,01 e ***p<0,001 vs. Controle) (ANOVA duas vias, seguida
de pds-teste de Bonferroni).
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4.2.2 Efeito do I1SO no edema de pata induzido por dextrana

O pré-tratamento com ISO (12,5 mg/kg, v.0.) atenuou significativamente,
(***p<0,001), o edema na pata traseira direita dos camundongos duas horas ap6s a inducdo
por dextrana (1mg/mL) em comparagéo ao grupo controle ( Figura 18). A Ciproheptadina (10
mg/kg) também reduziu (***p<0,001), o edema de pata apds duas horas do tratamento do
com o agente flogistico dextrana, quando comparado ao controle. Ndo houve diferenca
significativa entre o grupo que foi tratado com 1SO e o grupo tratado com Ciproheptadina.

Figura 18: Efeito do isopulegol sobre o edema de pata induzido por dextrana (1 %; 0,05 mL,
i.pl.) em camundongos (n = 5-6). Os animais foram tratados com ISO 12,5 mg/kg, veiculo ou
ciproheptadina - CIPRO (10 mg/kg), por v.o. Cada grupo representa a média = E.P.M.
***p<0,001 vs. Controle (ANOVA uma via, teste de Tukey).
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Tabela 01: Efeito do isopulegol sobre o edema de pata induzido por dextrana (1 %; 0,05 mL,
i.pl.) em camundongos (n = 5-6). Os animais foram tratados com I1SO 12,5 mg/kg, veiculo ou
ciproheptadina — CIPRO (10 mg/kg), por v.o. Cada grupo representa a média + E.P.M.
***n<0,001 vs. Controle (ANOVA uma via, teste de Tukey).

TRATAMENTO Dose em mg/kg, por via | Diferenca média do peso da
oral pata (g)
SHAM - 1,20 + 0,20
Veiculo - 36,80 + 3,05
1SO 12,5 14,50 £ 3,27 ***
CIPRO 10 13,75 £ 3,09 ***
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4.2.3 Efeito do 1SO no edema de para induzido por PGE;

O pré-tratamento com 1SO (12,5 mg/kg, v.0.) reduziu significativamente,
(***p<0,001), 0 edema na pata traseira direita dos camundongos uma hora apds a inducéao
PGE; (50 ng/50pL, i. pl.) em comparagdo ao grupo controle ( Figura 19). A dexametasona
(0,5 mg/kg) também reduziu (***p<0,001), o edema de pata uma horas apds o tratamento do
com o agente flogistico prostaglandina E,, quando comparado ao controle.

Figura 19: Efeito do isopulegol sobre o edema de pata induzido por PGE; (50 ng/50uL, i. pl.)
em camundongos (n = 5). Os animais foram pré-tratados com 1SO 12,5 mg/kg, veiculo e ou
dexametasona — DEXA (0,5 mg/kg). Cada grupo representa a média = E.P.M. ***p<0,001 vs.
Controle (ANOVA uma via, teste de Tukey).
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Tabela 02: Efeito do isopulegol sobre o edema de pata induzido por PGE; (50 ng/50uL, i. pl.)
em camundongos (n = 5). Os animais foram pré-tratados com ISO 12,5 mg/kg, veiculo e ou
dexametasona — DEXA (0,5 mg/kg). Cada grupo representa a média £ E.P.M. ***p<0,001 vs.
Controle (ANOVA uma via, teste de Tukey).

TRATAMENTO Dose em mg/kg, por via | Diferenca média do peso da
oral pata (g)
SHAM - 1,20 £ 0,20
Veiculo - 44,66 +4.41
1SO 12,5 13,33 £ 3,64 ***
DEXA 0,5 18,00 £ 2,95 ***
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4.2.4 Efeito do isopulegol na migracéo de leucdécitos totais induzida por carragenina na
bolsa de ar em ratas

O grupo que recebeu tratamento com 1SO (6,25 e 12,5 mg/kg, v.0.) mostrou reducédo
significativa (***<0,001), sem diferenca significativa entre as doses, da migracdo de
leucdcitos totais para bolsa de ar em ratas induzida por carragenina 1%, comparado ao grupo
controle (Figura 20). A Indometacina (10 mg/kg, v.0.) também reduziu (***<0,001), a
migracdo leucocitaria comparada ao controle. O grupo tratado com ISO 3,12 mg/kg ndo

conseguiu reduzir a migracdo de leucdcitos totais induzido por carragenina 1%.

Figura 20: Efeito da administracdo aguda do ISO sobre migracdo de leucdcitos totais
induzida por 100pL de carragenina 1% na bolsa de ar em ratas (n=5-10). Cada grupo
representa a média = E.P.M. (***p<0,001 comparado com grupo controle; ANOVA uma via,
teste de Tukey).
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Tabela 3: Efeito da administracdo aguda do isoplegol sobre migracdo de leucdcitos totais
induzida por 100uL de carragenina 1% na bolsa de ar em ratas (n=5-10). Cada grupo
representa a média = E.P.M. (***p<0,001 comparado com grupo controle; ANOVA uma via,
teste de Tukey).

Tratamento Dose (mg/kg), via oral Leucadcitos totaiss/mL | % Inibicdo
Controle - 970 £51,48 -
ISO 3,12 940 + 40,00 3,1
ISO 6,25 430 + 83,06*** 55,68
ISO 12,5 330 £ 33,91*** 65,98
Indometacina 10 260 + 43,01*** 71,2
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4.2.5 Efeito do 1SO sobre migracao diferencial de leucécitos em peritonite induzida por
carragenina em camundongos

O grupo que recebeu tratamento com I1SO (12,5 mg/kg, v.0.) mostrou reducdo
significativa (***<0,001) da migracdo de leucdcitos tanto polimorfonucleares quanto
mononucleares para bolsa de ar em ratas induzida por carragenina 1%, comparado ao grupo
controle (Figura 21). A Indometacina (10 mg/kg, v.0.) também reduziu (***<0,001), a

migracao leucocitaria comparada ao controle.

Figura 21: Efeito da administracdo aguda do isopulegol sobre migracdo de leucécitos
polimorfonucleares na peritonite induzida por 100uL de carragenina 1% em camundongos
(n=5) Cada grupo representa a média + E.P.M. (***p<0,001 comparado com grupo controle;
###p<0,001 comparado ao grupo sham; ANOVA uma via, teste de Tukey).

(]
o
]

(2]
o
']

HH#H — SH',A\M

-I- 1 VEICULO

B} 1SO 12,5 mg/kg
@l INDO 10 mg/kg

*%k%k

N
o
']

o
L

Polimorfonuclar em 10 campos aleatérios
oS
o
']

Carragenina



71

Figura 22: Efeito da administragdo aguda do isopulegol sobre migracdo de leucdcitos
mononucleares na peritonite induzida por 100uL de carragenina 1% em camundongos (n=5)
Cada grupo representa a média + E.P.M. (***p<0,001 comparado com grupo controle;
###p<0,001 comparado ao grupo sham; ANOVA uma via, teste de Tukey).
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Tabela 4: Efeito da administracio aguda do ISO sobre migracdo de leucocitos
polimorfonucleares e mononucleares em peritonite induzida por 100uL de carragenina 1% em
camundongos (n=5). Cada grupo representa a média = E.P.M. (***p<0,001 comparado com
grupo controle; ANOVA uma via, teste de Tukey).

Tratamento | Dose (mg/kg), Leucaocitos totais/mL % Inibicéo
via oral
Mononucleares | Polimorfonucleares P M
Controle - 11,66 £ 0,66 46,50 + 2,77 - -
ISO 12,5 3,00 £ 0,51*** 12,4 £ 1,74%** 73,34 | 74,3
Indometacina 10 3,16 £ 0,60*** 20,40 £ 3,50*** 56,13 | 72,9
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3.6.6 Efeito do I1SO sobre a atividade da Mieloperoxidase (MPO) no exsudado de bolsa
de ar subcutanea

A figura 23 mostra que o ISO (12,5 mg/kg, v.0.) administrado 1 hora antes da
carragenina, inibiu de forma significativa a atividade de MPO quando comparado com o
grupo veiculo (veiculo: 33,85 + 3,15 e I1SO 12,5 mg/kg: 13,58 + 0.30 ***p< 0,001). Nas
mesmas condigdes experimentais a indometacina (10 mg/kg) também reduziu a atividade da
MPO (13,60 + 0,44) (***p< 0,001).

Figura 23: Efeito da administracdo aguda do isopulegol sobre a atividade da Mieloperoxidase
(MPO) no exsudado de bolsa de ar subcutanea induzida por 100uL de carragenina 1% em
camundongos (n=5) Cada grupo representa a média + E.P.M. (***p<0,001 comparado com
grupo controle; ANOVA uma via, teste de Tukey).
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5 DISCUSSAO

Os monoterpenos, principais constituintes dos 6leos essenciais, j& mostraram e vém
mostrando que sdo dotados de diversas propriedades biolégicas e farmacoldgicas, dentre elas
podemos citar atividades anti-inflamatéria, gastroprotetora, ansiolitica, antidiabética,
anticonvulsivante e antinociceptiva (DE SOUSA et al., 2006; RIELLA et al., 2012,
NISHIIMA et al., 2014; RIBEIRO et al, 2016; TAN, et al., 2016). Como citado
anteriormente, o 1SO é um monoterpeno alcool que possui varias atividades farmacoldgicas,
contudo ndo se encontra na literatura estudos que mostram sua atividade antinociceptiva e
anti-inflamatoria em diferentes modelos de nocicepcao e inflamagdo quimica e mecéanica em
roedores.

Inicialmente, para avaliar a dor nociceptiva foi realizado o teste de formalina. A
nocicepgao induzida por formalina € comumente empregada como um modelo de dor aguda,
caracterizada pela presenca de respostas nociceptivas bifasicas distintas. A primeira fase
ocorre durante os primeiros 5 minutos e corresponde a dor neurogénica, nesta fase ha
liberacdo de bradicinina e substancia P (SP) que promovem a ativacdo direta de receptores
transientes, localizados potencialmente nos canais cations Al nas fibras sensoriais C,
refletindo uma dor mediada centralmente (MCNAMARA et al., 2007). A segunda fase ocorre
entre 15 e 30 minutos apos o estimulo, também conhecida como fase inflamatoria, € mediada
por uma combinacdo de mediadores inflamatorios periféricos liberados de tecidos lesionados,
como histamina, 5-HT, PGs, bradicinina e aminoacidos excitatorios, causando a
sensibilizacdo de neurdnios nociceptivos centrais (ROSLAND et al., 1990; TIOLSEN et al.,
1992; PARADA et al., 2001; TAN-NO, et al. 2001; LARSEN et al, 2009).

O ISO mostrou-se efetivo contra nocicepcao induzida por formalina nas duas fases do
teste, figura 06. Estudos anteriores mostraram que drogas que atuam principalmente no SNC
inibem ambas as fases igualmente, enquanto drogas de acdo periférica inibem a segunda fase
(TJOLSEN et al., 1992). Com isso podemos sugerir que o 1SO possa agir pela inibicdo de
mediadores inflamatdrios diretos e indiretos e possivelmente através das vias de transmissao
no nivel do SNC (tais como SP e peptideo relacionado ao gene da calcitonina- CGRP),
podendo ser comparado com outros monoterpenos estruturalmente semelhantes, como o y-
TPN e o carvacrol, que apresentam efeitos antinociceptivos semelhantes (PASSOS, et al.,
2015; MELO et al., 2012).

Para comprovacdo da acdo neurogénica do 1SO observada no teste de formalina, o
mesmo foi testado na nocicepgéo induzida por capsaicina. A capsaicina (8-metil-N-vanilili-

trans-6-nonenamida), um componente pungente de pimentas vermelhas do género Capsicum
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(TANG, HAAS, HU, 2004), é uma ferramenta farmacoldgica utilizada para estimular as
terminacBes nervosas térmicas e nociceptivas causando dor intensa por agir especificamente
em fibras do tipo C ndo mielinizadas do receptor vanildide (TRPV1) no sistema nervoso
periférico (SNP), pela abertura de canais de cétions ndo seletivos (Ca®* e Na*), causando
despolarizacéo e iniciacdo de potenciais de acdo (SZALLASI; BLUMBERG, 1999).

Neste teste o 1SO, figura 07, foi capaz de inibir a dor durante os 5 min de observagao
assim como a morfina. Os resultados encontrados sugerem duas possiveis interpretacdes para
o efeito antinociceptivo do 1SO na dor neurogénica induzida pela capsaicina. Primeiro, o ISO
estaria impedindo a liberacdo de neuropeptidios, como por exemplo, as neurocininas A
(NKA) e B (NKB) e substancia P, que participam na transmisséo de dor na via nociceptiva e
em processos inflamatérios (LABRAKAKIS, MACDERMOTT, 2003; SAKURADA et al.,
1996). Em segundo lugar, o ISO poderia antagonizar a atividade da capsaicina por competir
com ela nos terminais nociceptivos das fibras C. Outros monoterpenos, como o carvacrol e
citronelal, também promovem atividade antinociceptiva no teste de capsaicina
(GUIMARAES et al., 2010; QUINTANS-JUNIOR et al., 2010).

Estudos mostram que a SP, um dos neurotransmissores liberados na dor induzida pela
capsaicina, induz a transmissdo sinaptica glutamatérgica (WALLENGREN, HAKANSON,
2008; SAKURADA et al., 1992). Sendo assim, pesquisamos a participacdo da via
glutamatérgica no efeito antinociceptivo do ISO.

O glutamato é um dos principais neurotransmissores excitatorios no sistema nervoso
central dos mamiferos, desempenha um papel importante tanto na funcao celular e fisioldgica,
quanto na lesdo celular (ANJANEYULU; BERENT-SPILLSON, RUSSELL, 2008). Ele ativa
diretamente receptores em fibras nociceptivas, liberando diversos mediadores inflamatorios e
neuropeptidios, e envolve sitios de acéo periféricos, espinhais e supraespinhais (BEIRICH et
al. 2002; MILLAN, 1999; FUNDYTUS, 2001). O glutamato age através de receptores
glutamatérgicos do tipo metabotropicos e ionotropicos (ANJANEYULU; BERENT-
SPILLSON e RUSSELL, 2008).

O IS0 nas doses 3,12 e 6,25 mg/kg como mostrado na figura 08, foi capaz de inibir
de maneira significativa e dependente da dose a nocicep¢do induzida pelo glutamato em
camundongos. Esses resultados sugerem que o ISO pode agir diretamente nos receptores de
glutamato ou impedir a liberacdo dos diversos mediadores inflamatérios e neuropeptidios que
estdo envolvidos na transmissdo nociceptiva do glutamato no SNC e SNP, mostrando que o
ISO provavelmente possua acdo antinociceptiva tanto periférica quanto central nesse modelo
(MILLAN, 1999; FUNDYTUS, 2001).
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Pesquisa envolvendo a modulagdo da neurotransmissdo glutamatérgica vem ganhando
destaque na promocéo do efeito antinociceptivo de diversos monoterpenos, como exemplo, o
linalol, que mostrou efeito antinociceptivo contra a nocicepc¢do induzida por glutamato em
camundongos (BATISTA et al., 2008).

Em seguida, a fim de elucidar possiveis mecanismos antinociceptivos do 1SO, animais
foram pré-tratados com diversos farmacos que interferem com diferentes sistemas e avaliado
no modelo de nocicepg¢éo induzida por glutamato.

O primeiro possivel mecanismo investigado foi o envolvimento com o0s receptores
opidides, visto que esse sistema interfere na acdo de um dos analgésicos mais potentes usados
clinicamente, a morfina, que serve como farmaco padrdo no estudo da nocicepcdo
(PIETROVSKI et al., 2006). Existem varios tipos de receptores opidides, porém trés sdo o0s
mais conhecidos: p, 6 ¢ k, todos pertencentes a familia de receptores acoplados a proteina G
(CHEN, 1993). O sistema opioide € um importante sistema inibitorio na nocicepgéo, que age
atraves de duas vias principais, central e periférica, sendo que em vias centrais 0s agonistas
opidides atuam sobre a massa cinzenta periaquedutal, bulbo rostroventral e corno dorsal da
medula espinhal, ativando as vias descendentes de controle da dor (BLEAKMAN; ALT,;
NISENBAUM, 2006; XU, et al., 2015).

O pré-tratamento dos animais com a naloxona, um antagonista ndo seletivo dos
receptores opidides, inibiu a atividade antinociceptiva do 1SO. A partir desses resultados
podemos sugerir que o efeito antinociceptivo do ISO possa ser devido a ocupacdo dos
receptores opioides seja por ele proprio ou pela ativacéo de opidides endogenos, que, uma vez
ativados sdo modulados alostericamente, alteracGes na bioquimica intracelular do neurdnio,
levando a uma hiperpolarizacdo da membrana com aumento da condutancia ao potassio e a
inativacdo dos canais para calcio, determinando assim a diminuicdo da liberacdo dos
neutransmissores excitatérios (NISENBAUM, 2006; XU, et al., 2015).

O efeito antinociceptivo do 1SO também foi antagonizado pelo pré-tratamento com a
glibenclamida, antagonista dos canais de K*atp, sugerindo que o monoterpeno exerceu sua
atividade antinociceptiva através da abertura de canais para K® sensiveis ao ATP,
promovendo um efluxo de fons K*, levando a repolarizagdo ou hiperpolarizacdo da
membrana, diminuindo consequentemente a excitabilidade desta, dificultando a propagacéo
do estimulo nociceptivo, figura 10 (OCANA et al., 2004; KAWANO et al., 2009; WANG;
ZHANG, 2011).

Estes resultados mostrados na figuras 09 e 10, sugerem que a antinocicepgdo do I1SO

envolve o sistema opidide via canais de K*atp, corroborando como os estudos de Silva e
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colaboradores (2009) que mostraram que o I1SO apresenta efeito gastroprotetor também pela
via dos canais de Katp. Os canais de potassio desempenham um papel muito importante na
dor e sdo um dos responsaveis pela determinacdo do potencial de repouso da membrana, no
controle da excitabilidade dos neur6nios e na liberacdo de neurotransmissores, a morfina, por
exemplo, é um analgésico potente que tem seu efeito bloqueado por antagonistas desses
canais. (WANG; ZHANG, 2011). A ativagdo dos canais de K'arp causa uma
hiperpolarizacdo que leva a uma reducdo na geracdo de potenciais de acdo, portanto o0s
ativadores desses canais se destacam pelo potencial analgésico (OCANA et al., 2004).
Estudos mostram que outros monoterpenos como o0 timol e carvacrol exercem efeitos
antinociceptivos por essa mesma via (HAESELER et al., 2002; KAWANO et al., 2009; DU,
RIBEIRO, et al., 2016).

Dando prosseguimento a pesquisa, testamos se o efeito antinociceptivo do 1SO ha
envolvimento colinérgico com a participacdo dos receptores muscarinicos. Agonistas desses
receptores podem agir como importantes analgésicos, uma vez que quando a acetilcolina é
liberada pela medula espinhal também produz antinocicepcao, por ativarem esses receptores
(YOON; CHOI; JEONG, 2003). Em estimulos dolorosos, opidides sistémicos sao conhecidos
por aumentar os niveis da acetilcolina na medula espinhal (HAMURTEKIN; GURUN, 2006;
CHIARI, EISENACH J. C., 1998). A atropina, antagonista ndo seletivo dos receptores
muscarinicos, foi capaz de reverter a acdo antinociceptiva do 1ISO de modo significativo,
figura 11.

Esses resultados nos levam a crer que o efeito antinociceptivo do 1SO tenha origem
central, uma vez que o principal local de acdo para colinomiméticos em analgesia é o corddo
espinhal. O ISO, provavelmente, ativa os receptores muscarinicos no cordao espinhal
resultando no aumento da liberacdo de transmissores inibitorios (GABA) e diminuem a
liberacdo de transmissores excitatérios (glutamato), e essa ativacdo, em parte, medeia 0 seu
efeito antinociceptivo (JONES; DUNLOP, 2007).

Quando os nociceptores sdo ativados ocorre geralmente uma estimulacao da cascata de
sinalizacdo intracelular com varios mediadores, como NO e GMPc. As concentracdes de NO
estdo diretamente relacionadas a nocicepg¢do, visto que um aumento na producdo de NO
aumenta a concentracdo de GMPc, assim como leva a ativacdo de receptores NMDA de
glutamato (SACHS; CUNHA; FERREIRA, 2004; PEANA et al., 2006; VALE et al., 2007
WANG et al., 2008). Tambeém é sugerida uma interagdo entre o NO e a prostaglandina na qual
a producgdo de PGE; é aumentada (NUSSLER; BILLIAR, 1993). A inibicdo da produgéo de

NO por inibidores da NOS parece diminuir a producdo de PGE; em modelos in vitro e in vivo.
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Este efeito parece ser mediado pela habilidade do NO em induzir a enzima COX, por um
mecanismo ainda ndo bem definido (GELLER et al., 2012). Sabendo-se da importancia da via
L-arginina-NO-GMPc, procurou-se investigar a participacao da via nitrérgica na acdo do 1SO.

Nossos resultados mostraram que o efeito antinociceptivo do ISO esta relacionado
com a via L-arginina-6xido nitrico, uma vez que a L-arginina conseguiu reverter essa acao
antinociceptiva do 1SO, sugerindo que o monoterpeno interfere na sintese do NO e assim pode
agir reduzindo os niveis de COX e consequentemente a producdo de PGE,, figura 12
(NUSSLER; BILLIAR, 1993; GELLER et al., 2012) ou ainda pode impedir a ligacdo do NO
ao ferro do grupo prostético heme da enzima guanilato ciclase solluvel para ativa-la. A
guanilato ciclase soluvel desativada ndo produz o GMPc, que esta diretamente relacionado
com efeitos pro-nociceptivos (VALE et al., 2007), produzindo o efeito analgésico final (LUO;
CIZKOVA, 2000; SCHMIDTKO; TEGEDER; GEISSLINGER, 2009; CURY et al., 2011).

O GMPc age diretamente ou através da ativacdo de proteinas quinases que fosforilam
canais i6nicos favorecendo a deflagracdo de potenciais de acdo que culminam na geracao da
dor (XU; PIEPER; TSENG, 1995; MONCADA; HIGGS, 1993;). Sistemicamente o bloqueio
da cascata L-arginina/NO/GMPc provoca uma reducdo na nocicep¢do (DUARTE;
LORENZETTI; FERREIRA, 1990; DUARTE et al., 1992). Assim, o azul de metileno € um
inibidor especifico da guanilato ciclase, que inibe indiretamente a formacdo de GMPc por
oxidacao do ferro heme da enzima (ABACIOGLU et al., 2000; EL DESOKY; FOUAD, 2005;
MARUNA P, MASEK Z, SCHREIBER V., 1994; HOLTHUSEN H., 1997)

Os resultados citados anteriormente e a figura 13, mostraram que o azul de metileno e
0 ISO reduziram o comportamento nociceptivo dos animais, e a associacdo dessas duas
substancias manteve o mesmo padrdo de resposta antinociceptiva quando comparadas as
administracbes sem associacdo. Como ndo houve sinergismo, aumento na acgdo
antinociceptiva, nem reversao do efeito, provavelmente o ISO esteja agindo por mecanismos
gue se assemelham ao do azul de metileno, (KURTZ, 1980). Sugerindo que o monoterpeno
também reduza a concentracdo do GMPc direta ou indiretamente por inibir guanilato ciclase
(DUARTE; LORENZETTI; FERREIRA, 1990).

Os métodos que permitem estudar a resposta nociceptiva envolvem comportamento
motor, seja o reflexo de retirada da cauda ou o ato de levantar ou lamber a pata estimulada,
podem sofrer a interferéncia de drogas que promovam sedacéo, levando a uma deficiéncia da
coordenagdo motora, fazendo com que as respostas ndo sejam necessariamente
antinociceptivas. Estudos anteriores usando o teste de campo aberto mostraram que o 1SO nas

doses de 25 e 50 mg/kg, doses maiores de que aquelas que se mostraram efetivas contra
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nocicepcdo, ndo alteraram significativamente a capacidade exploratéria em camundongos,
comparado ao Diazepan (2 mg/kg), que diminuiu esse parametro. Portanto, é pouco provavel
que os efeitos antinociceptivos do isopulegol baseiem-se na depressdo do SNC (SILVA, et al.,
2007). Outro parametro que se deve levar em consideracdo é se o isopulegol interfere na
coordenacdo motora dos animais. Através do teste rota rod, um modelo classico usado para
avaliar bloqueio neuromuscular periférico em animais, e nas mesmas doses do teste anterior,
Silva e colaboradores (2007) mostraram que o ISO ndo afetou significativamente a
coordenacgdo motora dos animais.

Com base nesses resultados, procurou-se avaliar o efeito antinociceptivo do ISO em
outro modelo de dor, com maior correlacdo clinica. A alta efetividade deste monoterpeno em
inibir a segunda fase do teste da formalina, aliada ao fato da grande dificuldade de tratamento
da dor inflamatdria, tornou-se oportuna a avaliacdo da acdo dessa substancia em modelo de
dor inflamatéria.

Dando continuidade aos estudos foi avaliada a acdo do ISO na hiperalgesia aguda.
Para isso foi realizado o modelo de hiperalgesia inflamatoria induzida pela carragenina no
método de compressdo mecanica na pata de ratas, Randall Selitto (RANDALL; SELITTO,
1957). Esse método baseia-se no principio de que a inflamagcdo aumenta a sensibilidade ao
estimulo nociceptivo mecénico, e que essa sensibilidade aumentada pode ser modificada por
recursos analgésicos (SLUKA; WALSH, 2003).

A injecdo intraplantar de carragenina é um modelo comum para a inflamacéo e dor
inflamatdria. As carrageninas sdo extraidas de algas vermelhas (Gigartinales, Rhodophyta) e
sdo altamente utilizadas nas industriais como espessantes, gelificantes, suspensores,
estabilizantes ou agentes de texturizacdo. (VAN DE VELDE, 2008; VILLANUEVA,
HILLIOU; SOUSA-PINTO, 2009). A carragenina produz edema e uma sensibilidade
exacerbada para estimulos térmicos e mecanicos que é conhecido como hiperalgesia
(NANTEL et al., 1999; FARSHID; TAMADDONFARD et al., 2014; PONTE et al., 2010;
RODRIGUES et al.,, 2012). A carragenina produz inflamacdo e é caracterizada por um
comportamento bifasico relacionado a edema. A primeira fase (0 -1 h) tem sido atribuida a
liberacdo de histamina, 5-HT e bradicinina. Na segunda fase (1- 6 h), ocorre alta producédo de
PGs e espécies reativas de oxigénio. No entanto, parece desenvolver hiperalgesia em paralelo
com o aumento de COX, em nivel espinhal e seu pico ocorre apenas dentro de quatro horas
apos a injecdo de carragenina (DI ROSA; SORRENTINO, 1970; HILARIO; TERRERI; LEN,
2006).
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Nossos resultados mostraram que o ISO produziu inibicdo significativa da
hipersensibilidade mecénica (Randall-Sellito) com consequente aumento do limiar de retirada
da pata na hiperalgesia inflamatéria induzida por carragenina por diferentes vias de
administracdo, sisttémica e intraplantar, a partir da primeira hora e seu efeito perdurou
constante até a sexta hora, figura 14 e 15. Resultado semelhante a indometacina, anti-
inflamatorio padrdo usado no teste baseado em sua eficacia na dor inflamatdria por inibir
COX e com isso inibir a producdo e acdo da PGE, (GHOSH, 1974). A administracdo
intraplantar de 1SO n&o alterou o limiar nociceptivo da pata contralateral, sugerindo que a
nocicepc¢do induzida por ISO pode ser mediada apenas localmente quando administrado por
essa via, outro monoterpeno como o linalol tem efeito semelhante quando administrado
localmente (SAKURADA, 2011).

Esses resultados indicam que a acdo anti-hiperalgésica do I1SO possa esté relacionada
com a inibi¢do de varios mediadores inflamatorios endogenos, como 0s metabolitos do acido
araquidénico, como a PGE,, produtos originados de mastocitos, histamina, SP, BK,
neuropeptideos, IL-1B e TNF-a, além de fatores de transcrigdo como o fator de transcri¢do
nuclear (NF-KB) (CUNHA et al., 2008). Podemos sugerir também que o 1SO possa reduzir os
niveis COX, em nivel espinhal impedindo que a hiperalgesia se instale (DI ROSA,
SORRENTINO, 1970; HILARIO; TERRERI; LEN, 2006).

Na hiperalgesia induzida diretamente por PGE;, figura 16, nossos dados mostraram
que o ISO, por via intraplantar, aumentou o limiar de nocicepcao a partir da primeira hora e
seguiu constante até a sexta, resultado semelhante a acdo da dexametasona, anti-inflamatério
padrdo usado no teste. Estes dados sugerem que a injecdo intraplantar de ISO pode reduzir a
hiperalgesia periférica que €, pelo menos em parte, mediada através de sua acdo direta em
receptores de PGE, periféricos ou indiretamente blogqueando pontos na via de sinalizacéo
envolvendo as PGE,, atenuando a dor inflamatéria que é gerada em parte pela sensibilizacao
dos nociceptores provocada pelas prostaglandinas (ZARPELON et al., 2013).

Dando continuidade aos estudos, avaliamos a acdo antiedematogénica do 1SO no
edema de pata induzido por carragenina, figura 17. Os dados apresentados neste estudo
demonstram que o pré-tratamento dos animais com o ISO reduziu significativamente o
desenvolvimento do edema de pata da 12 a 62 hora, sugerindo que a acdo antiedematogénica
deste monoterpeno esteja relacionada tanto com a inibicdo de histamina, serotonina e
bradicinina, quanto com a inibicdo de COX o que leva a uma reducdo na producdo de
prostaglandinas, atenuando as citocinas envolvidas nas duas fases do processo inflamatorio

(KALE et al., 2007). Resultados semelhantes foram demonstrados em estudos com o0s
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monoterpenos linalol e geranial, os quais apresentaram atividade anti-inflamatoria frente ao
modelo de edema de pata induzido por carragenina (NAKAJIMA et al., 2007).

Assim como a carragenina, a dextrana é um agente flogistico que induz processo
inflamatorio através uma série de eventos vasculares, tais como promover o extravasamento
vascular, a migracdo de células para o sitio inflamatorio, desgranulacdo de mastocitos e a
liberagdo de mediadores inflamatdérios como histamina e serotonina (METCALFE, 2008;
WINTER et al., 1962).

Nossos estudos mostraram que o tratamento prévio dos camundongos com ISO
atenuou significativamente o edema de pata induzido por dextrana, constatado pela reducéo
do peso da pata direita, tratada com dextrana, comparado ao controle, figura 18. Esse padréo
de resposta no grupo que recebeu ISO também foi obtido no grupo que foi tratado com a
Ciproheptadina, farmaco padrdo que tambeém se mostrou eficaz para reduzir a formagdo do
edema. Um possivel mecanismo da capacidade antiedematogénica do ISO seria a
possibilidade do 1SO antagonizar especificamente 0s agentes responsaveis diretamente pelo
edema ou impedindo sua sintese (COURVOISIER; DUCROT, 1955). Esses achados
confirmam o resultado positivo do ISO nas primeiras horas no teste anterior de edema de pata
induzido por carragenina, sugerindo sua capacidade de bloquear as acbes da histamina e
serotonina. Estudos mostram que outros monoterpenos também exibem esse padrdo de
atividade antiedematogénica, como por exemplo, o carvacrol que descrito por Silva e
colaboradores (2012), mostrou-se eficaz em reduzir edema induzido por dextrana.

Sendo assim, investigamos a atividade antiedematogenica do 1ISO no edema de pata
induzido pela PGE,, figura 19. A PGE,, um produto do &cido araquidénico catalisado pela
enzima cicloxigenase, é liberada apds sua sintese e desempenha funcao bioldgica ativando seu
receptor (EP) acoplado a proteina G. A heterogeneidade nas fungdes bioldgicas da PGE; €
conferida a sua ligacdo pelo menos a quatro subtipos de diferentes de receptores EP que, por
sua vez expressam seus sinais através de alteracdo do célcio intracelular (Ca®*) ou
modificacdes dos niveis de adenosina-monofosfato ciclico (CAMP) (DEWITT, 1991).

Dessa forma, a PGE, é responsavel pela ativacdo de uma série de cinases que
modulam sequentemente uma série de funcdes celulares, podendo levar a uma resposta
inflamatédria caracterizada pelo extravasamento de plasma, dor e febre (DEY et al., 2006). O
edema de pata induzido por PGE; é utilizado como um método classico para elucidar o papel
de um potencial farmaco sobre a atividade desse mediador inflamatério. Todavia, esse
protocolo ndo permite considerar a atividade das ciclooxigenases, devido a aplicagdo direta da

prépria molécula ao tecido.
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Os resultados obtidos no edema de pata induzido pela injecdo de PGE;, em
camundongos pré-tratados com ISO mostram reducdo do edema de maneira semelhante a
dexametasona, um farmaco padréo utilizado na clinica médica como inibidor da COX. Estes
dados revelam que a substéncia inibiu a acdo da PGE; e que esse efeito inibitdrio pode ser
divido a ligacdo direta do 1SO ao receptor da PGE; ou ainda bloqueando pontos na via de
sinalizacéo induzida pela PGE, (GHOSH, 1974).

Sabendo que o ISO apresenta atividade antiedematogénica em edemas induzidos por
diferentes agentes flogisticos, buscamos saber se o ISO interfere sobre a migracdo de
leuctceitos para o local da injuria, outro evento importante para a instalagdo no processo
inflamatério (MEDZHITOV, 2010). Para avaliar tais par@metros utilizamos 0S modelos
experimentais de bolsa de ar em ratas e peritonite em camundongos, ambas induzidas por
carragenina.

A fagocitose e eliminacdo de agentes agressores durante a inflamacédo € realizada
principalmente pelos leucdcitos. Eles séo recrutados da circulagéo para o local da leséo
através de interagcbes com o endotélio microvascular, onde ocorre a transmigracdo dessas
células através da parede dos vasos e extravasamento atingindo o tecido extravascular
(CAMPBELL et al., 2014; MITROULIS et al., 2015; ULBRICH; YONEKAWA; HARLAN,
2005). Com o reconhecimento do papel dos leucocitos nos processos inflamatorios agudos,
muita atencdo tem sido conferida a modelos animais de inflamacdo aguda que permitam
avaliar a migracdo desses leucocitos. Os modelos animais envolvendo cavidades como a
pleural, peritoneal, e também o modelo de inflamacéo na bolsa de ar, permitem a mensuracao
quantitativa da migragéo celular, mediadores inflamatorios e extravasamento plasmatico apos
a inducdo de um processo inflamatorio agudo desencadeado por diferentes agentes irritantes
(SEDGWICK; LEES, 1986).

Uma caracteristica de inflamacdo aguda é a ativacdo de neutréfilos e a migracdo de
células endoteliais vasculares através de locais de inflamacéo. A injecdo de carragenina em
cavidades induz a inflamacdo determinada por um acumulo de exsudato (extravasamento de
fluido e proteinas do espaco intravascular para a cavidade) e migracdo de leucdocitos para a
cavidade quatro horas apds o estimulo (EDWARDS; SEDGWICK; WILLOUGHBY, 1981,
NAKAMURA; FERREIRA, 1987; POSADAS et al., 2004). Quando a carragenina induz o
processo inflamatorio agudo, os leucécitos polimorfonucleares (PMN) migram em grande
quantidade para as areas de tecido danificado. Eles sdo as primeiras células a serem recrutadas
para o local da agressdo e podem ser altamente ativados por uma grande variedade de
ligandos (LI et al., 2014).
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Nossos resultados mostram que o 1SO reduziu de forma significativa & migracdo de
leucécitos em ambos os modelos de bolsa de ar e peritonite, figura 20, 21e 22. Esses
resultados sugerem que o 1SO pode estar impedindo o aumento da permeabilidade capilar e
consequentemente a infiltragdo de celular induzida pela carragenina (MALECH; GALLIN,
1987). Outra possibilidade seria que o ISO poderia estd interferindo nos agentes
quimiotaticos, principalmente citocinas e quimiocinas, que recrutam os leucocitos para o local
da lesdo (BROOKS; DAY, 1991). Pesquisas mostraram que leucdcitos ativados podem
sintetizar e libertar um arsenal de moléculas, tais como citocinas TNF-a, IL-1B ¢ IL-6, 0s
quais podem subsequentemente ativar novos leucdcitos. Podem ativar as células endoteliais
que conduzem a interacdo de neutréfilos culminando nos eventos sequenciais de rolamento, a
adesdo, transmigracdo (FUJISHIMA et al., 1993; HALLETT et al., 2008; SILVA et al.,
2015).

O recrutamento de neutréfilos, figura 23, é favorecido pela atividade da enzima MPO
que participa da defesa imunitaria inata e modifica o padréo eletrostatico do endotélio, o que
facilita a interacdo dos mesmos com quimiocinas e moléculas de adesdo e atividade
microbicida formando oxidantes reativos e radicais difusiveis (KLEIKERS et al., 2012;
NAJAFI; MOHAMMADI, 2015; NUSSBAUM et al., 2012). O acumulo de uma grande
quantidade de MPO nos tecidos, devido a infiltracdo excessiva de PMN e degranulacéo,
contribui significativamente para o dano tecidual e disfuncdo na inflamacdo (DAVIES, 2011;
DAVIES et al., 2008). Os neutrdéfilos representam os transportadores primarios de MPO, essa
enzima é estocada nos granulos priméarios de neutréfilos ativados (ARNHOLD; FLEMMIG,
2010; LO; ALMEIDA; BEAVEN, 1982). Assim, a MPO pode ser usada como um marcador
bioguimico do contetdo de neutrofilos no exsudato (SZALAI et al., 2014). A analise da sua
atividade ¢ uma forma indireta de demonstrar a presenca ou ndao dessas células no exsudato
inflamatorio.

Nossos resultados mostram que o 1SO (12,5 mg/kg) e indometacina, reduziram de
forma significativa a atividade da enzima MPO. O provavel motivo desse efeito reside no fato
que o 1SO foi capaz de reduzir a migracdo de células inflamatorias para o sitio da lesdo.
Assim a atividade anti-inflamatéria do 1SO pode ser resultado da reducdo da presenca de
neutrofilos ativados na cavidade inflamada, em funcdo da diminuicdo da atividade da MPO
(SZALAI et al., 2014). Outros monoterpenos também mostram inibi¢cdo semelhante, como a
verificada nos experimentos realizados por LI e colaboradores (2014), onde foi demonstrado

que o linalol inibiu a migracdo de leucocitos e essa inibigdo se deu principalmente pela sua
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capacidade em inibir a migracdo de neutrofilos para a cavidade peritoneal, no modelo de
peritonite induzida pelo LPS (LI; ZHANG; HUANG, 2014).

Neste contexto, os resultados obtidos com o 1SO confirmam sua agéo antinociceptiva e
anti-inflamatoria com resultados promissores no tratamento da dor aguda, com boas
perspectivas de aplicabilidade clinica por ser uma substancia com baixo risco de toxicidade e
ja utilizada por humanos com outras finalidades, além disso, a efetividade antinociceptiva
sistémica e local aguda ampliam as possiveis aplicac@es clinicas do 1SO, que podera vir a ser
utilizado por pacientes numa gama bem variada de formulagGes com finalidade analgésica.
Assim, novos estudos S8o necessarios para que esse monoterpeno possa estar disponivel como

analgésico para a populacéo.
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6 CONCLUSAO

v" O 1SO mostrou eficacia ao combater a nocicep¢do quimica induzida por formalina,
capsaicina e glutamato, dependente da dose neste ultimo, com efeito sistémico e
periférico.

v A acdo antinociceptiva do ISO parece ocorrer possivelmente por envolvimento do sistema
opidide via canais K*atp, receptores muscarinicos com participacio de via da L-arginina
6xido nitrico e GMP...

v" O ISO por via oral e intraplantar reduziu significativamente a hiperalgesia inflamatdria
induzida por carragenina e o ISO por via intraplantar reduziu a hipernocicepgéo
inflamatdria induzida PGE,, utilizando o método de compressdo de pata Randall-Sellito,
iSO sugere que a acdo anti-hiperalgésica do ISO apresenta inibicdo de mediadores
inflamatdrios e nociceptivos tais como histamina, serotonina e PGE, podendo agir
diretamente sobre eles ou em seus receptores.

v' Em modelos de inflamacdo o ISO apresentou efeito antiedematogénico em métodos de
inducdo de edema de pata induzido por carragenina, dextrana e PGE,, onde a atividade
anti-inflamatoria parece ser pela inibicdo de mediadores inflamatérios como histamina e
serotonina e PGE; .

v' O IS0 foi capaz de reduzir de modo significativo a migracdo leucocitaria induzida por
carragenina na peritonite em camundongos e na bolsa de ar em ratas.

v" O IS0 reduziu a atividade da MPO no exsudado da bolsa de ar em ratas.
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7 PERSPECTIVAS

v' Avaliar o efeito antinociceptivo do 1ISO em metodologia com estimulo nociceptivo
térmico (placa quente) e quimico com salina acida e mentol;

v" Investigar o efeito do ISO sobre a atividade da enzima superoxido dismutase (SOD), bem
como sobre as concentragdes de interleucina-1 beta (IL-1 B), fator de necrose tumoral alfa
(TNF-0) e oxido nitrico (NO2-), INOS e COX no exsudato inflamatdrio de animais
tratados com 1SO no modelo experimental de bolsa de ar em ratas;

v" Investigar a acdo antinociceptiva em modelos de dor neuropatica;

v" Investigar a acdo do 1SO em modelos de inflamagéao cronica.
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