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Resumo

PIAUILINO, C. A. Investigagdo comparativa da atividade antinociceptiva do
2-feniletanol livre e complexado com B-ciclodextrina em modelos de
nocicepcdo aguda e dor neuropatica. 2017, 190p. Tese de Doutorado.
Programa de PoOs-Graduacdo em Biotecnologia pela Rede Nordeste de
Biotecnologia — RENORBIO, Ponto Focal Universidade Federal do Piaui —
UFPI, Teresina, 2017.

O 2-Feniletanol (2-FE) é um &lcool aromético, derivado de 6leos essenciais. O
Oleo essencial de rosas pode conter mais de 60% de 2-FE em sua composicéo
e efeitos como antioxidante e antinociceptivo. Diante do exposto, o objetivo do
estudo foi a investigacdo comparativa do potencial antinociceptivo do 2-
Feniletanol e do 2-Feniletanol complexado com B-ciclodextrina (2-FECD) em
modelos de dor aguda e neuropética, bem como os possiveis mecanismos de
acdo envolvidos no efeito farmacolégico observado. O 2-FE e 2-FECD foram
avaliados pelo teste de formalina, capsaicina e glutamato, atividade motora
(Rota rod) e atividade locomodora espontanea (campo aberto). A atividade
oxidante/antioxidante do 2-FE e 2-FECD foi medida em Saccharomyces
cerevisiae. A neuropatia aguda e cronica foi observada pelo modelo de lesé&o
parcial do nervo ciatico (LPNC). A avaliacdo aguda foi realizada no 8° dia de
cirurgia apo6s o tratamento com 2 FE e 2-FECD (50, 100 e 200 mg/kg, via oral)
e morfina (5mg/kg, via sub cutanea), pelo teste de von frey e acetona. Na
avaliacao cronica, trés grupos foram tratados com 2-FE e 2-FECD nas doses
de 50, 100 ou 200 mg/kg ou pregabalina na dose de 10 mg/kg, via oral. No 1°
grupo os tratamentos ocorreram 8 dias antes e 8 dias apds a LPNC. O 2° grupo
os tratamentos ocorreram 24hs apés a LPNC e seguidos por 8 dias e o 3°
grupo foi tratado a patir do 4° dia apds a LPNC e continuado por mais 8 dias.
No soro sanguineo foi quantificado TBARS, GSH e SOD. O 2-FE apresentou
efeitos apenas na 22 fase do teste de formalina e nos testes de capsaicina,
glutamato. Nao teve efeito no teste de rota rod, porém mostrou efeito no campo
aberto. O 2-FECD foi significativo em todos os testes, ndo mostrou efeito no
campo aberto e rota rod. No teste com Saccharomyces cerevisiae, 2-FE e 2-
FECD apresentou efeitos sobre a inibicdo de crescimento. Nos testes
neuropaticos o 2-FE e 2-FECD tiveram efeitos apenas 24h ap0s a cirurgia e a
partir do 4° dia de cirurgia nos dois testes. O 2-FECD teve efeito em todas as
avaliacbes observadas, nas trés doses testadas. O 2-FE e 2-FECD elevou o0s
niveis de GSH nas trés doses, nos trés testes realizados e SOD foi elevado
apenas no 4° dia de neuropatia na dose de 100mg/kg (2-FE) e 50 mg/kg (2-
FECD) e diminuigdo nos niveis de TBARS nas trés avaliagdes observadas.

Palavras-Chave: 2-FE; complexo de incluséo; antinociceptivo; antialodinico;
antioxidante.



Abstract

PIAUILINO, C. A. Comparative investigation of the antinociceptive activity
of free and complexed 2-phenylethanol with B-cyclodextrin in models of
acute nociception and neuropathic pain. Doctoral thesis. Postgraduate
Program in Biotechnology by the Northeast Network of Biotechnology -
RENORBIO, Focal Point Federal University of Piaui - UFPI, Teresina, 2017.

2-Phenylethanol (2-FE) is an aromatic alcohol derived from essential oils. The
essential oil of roses may contain more than 60% of 2-FE in its composition and
effects as antioxidant and antinociceptive. The objective of the study was the
comparative investigation of the antinociceptive potential of 2-phenylethanol
and 2-phenylethanol complexed with B-cyclodextrin (2-FECD) in acute and
neuropathic pain models, as well as the possible mechanisms of action involved
observed pharmacological effect. The 2-FE and 2-FECD were evaluated by the
formalin, capsaicin and glutamate test, motor activity (Rota rod) and
spontaneous locomodora (open field) activity. The oxidant / antioxidant activity
of 2-FE and 2-FECD was measured in Saccharomyces cerevisiae. Acute and
chronic neuropathy was observed by the partial sciatic nerve injury (LPNC)
model. The acute evaluation was performed on the 8th postoperative day after
treatment with 2 EF and 2-FECD (50, 100 and 200 mg / kg, oral) and morphine
(5 mg / kg, subcutaneous route) and acetone. In the chronic evaluation, three
groups were treated with 2-FE and 2-FECD at doses of 50, 100 or 200 mg / kg
or pregabalin at a dose of 10 mg / kg orally. In the 1st group the treatments
occurred 8 days before and 8 days after the LPNC. The second group of
treatments occurred 24 hours after the LPNC and followed for 8 days and the
3rd group was treated from the 4th day after the LPNC and continued for
another 8 days. TBARS, GSH and SOD were quantified in blood serum. 2-FE
showed effects only in the 2nd phase of the formalin test and in the capsaicin
and glutamate tests. It had no effect on the rod route test, but showed an effect
in the open field. The 2-FECD was significant in all tests, showed no effect on
open field and rotated rod. In the test with Saccharomyces cerevisiae, 2-FE and
2-FECD showed effects on growth inhibition. In the neuropathic tests 2-FE and
2-FECD had effects only 24 hours after surgery and from the 4th day of surgery
in both tests. The 2-FECD had effect in all the evaluations observed, in the
three doses tested. 2-FE and 2-FECD elevated GSH levels in the three doses in
all three tests and SOD was elevated only on the 4th day of neuropathy at the
dose of 100 mg / kg (2-FE) and 50 mg / kg FECD) and decrease in TBARS
levels in the three evaluations observed.

Keywords: 2-FE; inclusion complex; antinociceptive; antiallodynic; antioxidant.
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1 INTRODUCAO

Pesquisas que se fundamentam na busca por novos medicamentos a
base de produtos naturais ou melhoramento de fitoterapicos existentes se
destacam atualmente e estdo desempenhando um papel importante na
atualidade. Estima-se que 50,6% de todos os novos farmacos aprovados pela
FDA e organizagbes semelhantes estdo envolvidos nos campos de produtos
naturais (NEWMAN; CRAGG, 2016).

Desde o surgimento da humanidade as plantas mereceram destaque
como fonte de substancias medicinais, em larga escala e em varias terapias.
Com o passar dos anos, os produtos naturais provenientes de plantas
passaram a ser fonte praticamente de todos o0s medicamentos e,
recentemente, continua a entrar em ensaios clinicos, a fornecer pistas para
compostos que estejam sendo estudados e proporcionar, além da
comprovacéo terapéutica, um saber popular vindo de diferentes culturas sendo
os conhecimentos e praticas repassados entre geracbes e comunidades
(HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015; CITADINI-ZANETTE et al., 2017).

Contudo, informacdes técnicas sobre o uso de plantas medicinais ainda
sdo insuficientes, de modo a garantir a qualidade, eficacia e seguranca do uso
das mesmas. Por outro lado, a introducdo de um novo medicamento no
mercado nao é nada facil. A cada ano, sao lancados muitos medicamentos no
mundo, contudo, a efetividade terapéutica desses produtos ndo €
completamente defendida. Quando alcancam a fase clinica, a chance de
aprovacao é de 1:10. Nesse percurso, os investidores levam em média uma
década e centenas de milh6es de dolares para lancarem o medicamento no
mercado (PUNTMANN et al., 2010; MILNE, 2014).

Uma das alternativas para resolver o problema de altos custos na
fabricacdo de novos farmacos e seguirem as regras de biodisponibilidades,
seria 0 uso de tecnologias que proporcionem o aumento da eficiéncia dos
farmacos com propriedades indesejaveis como também o estudo e
aprimoramento de novas substancias. Dessa forma, 0 uso de compostos com
propriedades de liberacdo controlada como por exemplo as ciclodextrinas,
podem promover o aumento da solubilidade e biodisponibilidade de farmacos
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ou de substancias em estudo pouco soluveis (SCHMIDT et al., 2014; GUEDES
et al., 2008).

Dentre as substancias pouco sollUveis encontram-se 0S compostos
volateis, apresentando grande importancia na industria alimenticia, cosmeética,
farmacéutica e quimica e onde concentra a movimentacdo de mais de 20
bilhdes de dolares (LEFFINGWELL, 2017). Entre a principais classes de
compostos volateis derivados de metabolismo secundario de plantas, estdo os
ésteres, terpenos, lactonas e o alcoois aromaticos dos quais o 2-Feniletanol (2-
FE) € um dos mais relevantes (HAMILTON-KEMPFER et al., 1996; VALDUGA
et al., 2010).

O 2-FE é extraido a partir de pétalas de rosa através de um processo
de alto custo e baixo rendimento. O dleo essencial de rosas pode conter mais
de 60% de 2-FE em sua composicdo, porém em muitos casos, as
concentracfes de 6leo sdo muito baixas. Dessa forma, o 2-FE é produzido
quimicamente, em torno de 10.000 ton, gerando residuos nocivos, e para
contornar esse problema diferentes estirpes de leveduras sao utilizadas para
uma producdo em larga escala do 2-FE a partir de aminoacidos aromaticos
como a L-fenilalanina por bioconversdo (FEBRE, 1999; STARK et al., 2003).

O 6leo essencial de Rosa damascena contém varios componentes
quimicos incluindo terpenos, glicosideos, flavonoides e antocianinas. Entre os
macros e micronutrientes, dezoito compostos representam mais de 95% dos
Oleos essenciais totais. Dentre os compostos encontrados estao [-citronelol,
nonadecanos, geraniol, capferol e nerol, identificados como o0s principais
componentes do 6leo. As andlises absolutas de Rosa damascena mostraram
que o 2-FE compfe aproximadamente 79% dentre principais constituintes
(OKA et al., 1998; KUMAR; SINGH; KAUL, 2006; ULUSOQY; BOSGELMEZ-
TINAZ; SECILMIS-CANBAY, 2009; LOGHMANI-KHOUZANI; SABZI-FINI;
SAFARI, 2007; YASSA et al., 2009).

Vérios efeitos farmacoldgicos sdo encontrados na R. damascena,
dentre eles encontram-se efeitos neurofarmacolégicos como anticonvulsivante,
antidepressivo, ansiolitico hipnético e analgésicos; efeitos no sistema
respiratorio como broncodilatador; efeitos cardiacos, aumentando contracéao e

frequéncia cardiaca; efeito anti-diabético, diminuindo a hiperglicemia; efeitos
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antimicrobianos e antioxidante (NYEEM et al., 2006; GHOLAMHOSEINIAN et
al., 2008; ULUSOY; BOSGELMEZ-TINAZ; SECILMIS-CANBAY, 2009;
RAKHSHANDAH et al., 2010; BOSKABADY et al., 2011; KUMAR et al., 2014).

Neste contexto, o 2-FE torna-se uma substancia com interesse em
potencial em diversos estudos farmacolégicos devido o 2-FE na forma livre e
complexada com ciclodextrinas (CDs) ndo apresentar nenhum estudo sobre
seus efeitos em varias doencgas, dentre elas a dor aguda e neuropética.

As CD sao compostos capazes de formar complexos de inclusdo, por
promover alteracdes nas propriedades fisicas e quimicas nas substancias
complexadas. Moléculas hidrofébicas ou parcialmente hidrofilicas possuem
uma maior afinidade pela cavidade das CD em solu¢gbes aquosas. Por essa
razdo as CD sao bastante utilizadas em aplicagcdes farmacéuticas, devido
possuirem propriedades de reduzir a volatiidade, aumentar a
biodisponibilidade e a estabilidade na presenca de luz, calor e condicbes
oxidantes (BEKERS et al., 1991; ROCHA et al., 2012).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

v

Investigar comparativamente o potencial/efeito antinociceptivo do 2-
Feniletanol e do 2-Feniletanol complexado com -ciclodextrina em
modelos de dor aguda e neuropatica, bem como suas respectivas

atividades antioxidantes.

2.2 Especificos

v

Avaliar o efeito antinociceptivo agudo do 2-Feniletanol (2-FE) e do 2-
Feniletanol complexado com B-ciclodextrina (2-FECD) em modelos de
nocicepcao aguda (formalina, capsaicina, glutamato) em camundongos.
Analisar o efeito de 2-FE e 2-FECD sobe a coordenacdo motora (teste
do Rota rod) e capacidade locomotora espontanea (teste do campo
aberto) em camundongos;

Estuar o efeito do 2-FE e 2-FECD no modelo de dor neuropatica (lesdo
parcial do nervo ciatico- LPNC), avaliando ainda suas respectivas acdes
antioxidantes;

Avaliar o efeito do 2-FE e 2-FECD nos testes/ensaios com

Saccharomyces cerevisiae.
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Capitulo 1

REVISAO DE LITERATURA
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Dor

A dor é definida pela Associacéo Internacional para o Estudo da Dor
(IASP) como “uma experiéncia sensorial € emocional desagradavel associada
ao dano tecidual real ou potencial, ou descrita em termos de tal dano”. Uma
vez que a dor é algo subjetivo, também pode ser descrito como sendo “o que o
paciente diz que é€”. A dor pode ser um indicador de danos nos tecidos, como
também pode ser originada na auséncia de uma causa identificavel. Com isso
a dor no individuo se torna uma experiéncia multifatorial influenciada, dentre
outras coisas, pela cultura, experiéncia anterior e capacidade de lidar com a
dor, crenca e humor (GEERTZEN et al., 2006).

As sensacOes de dor agem protegendo o organismo de danos em
potencial, levando a uma acao defensiva pela transmissédo de sinais sobre um
possivel evento nocivo a percepcao consciente. As alteracdes na via de dor
levam a hipersensibilidade de um modo que supera sua utilidade como um
sistema de alerta agudo, tornando-o um sistema crénico e debilitante. Isso
pode ser observado, em algum momento, como uma extensao do processo de
cicatrizacdo normal no qual o nervo provoca hiperatividade, resguardando a
area lesionada (BASBAUM et al., 2009; SUKHOTINSKY; DEVOR, 2014).

Um exemplo é a queimadura solar que produz sensibilidade temporaria
na area afetada a estimulos in6cuos como o toque ou calor, que por sua vez
sdo sentidos como dolorosos (alodinia), ou estimulos normalmente dolorosos
promovem sensibilidade maior, ocasionando dor intensa (hiperalgesia).
Individuos que sofrem artrite, neuralgia pds-herpética ou cancer 0sseo
experimentam dor intensa, muitas vezes incessante de forma ndo apenas
fisiolégica mais psicologicamente debilitantes, dificultando a recuperacgéo
(BASBAUM et al., 2009).

A sinalizacdo nociceptiva comeca na periferia e a informacédo é
processada e transmitida para as estruturas cerebrais superiores. A modulacao
da dor ocorre por vias localizadas no tronco cerebral levando a um alto nivel de

integracao e intercomunicacdo com outras redes. Quando ocorrem mudancgas
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na modulacdo e processamento da dor, € gerada a dor cronica
(SUKHOTINSKY; DEVOR, 2014).

De acordo com a Sociedade Brasileira para o Estudo da Dor (SBED,
2017), até o momento ndo existe estudos epidemiolégicos que englobe o pais
sobre o estudo da dor, e os dados existentes mostram apenas algumas
cidades ou capitais brasileiras refletindo assim o nivel de informacdes sobre o
problema no pais. Em geral, os dados existentes demonstram que a média da
populacdo que sofrem ou se queixam de dor € cerca de 30%. Esse nimero se
assemelha aos dados de paises com indice de Desenvolvimento Humano mais
elevados (paises desenvolvidos). O que muda no Brasil é o fato de o SUS néo
contemplar claramente essa questdo, devido as restricbes econbémicas e
politicas de saude publica na questdo da dor, englobando principalmente as
doencas citadas pela OMS em que a dor é a dimensao agravante.

Levando em consideracdo que os 30% dos pacientes que procuram o
SUS precisam ser reconhecidos, o problema se agrava pois os meédicos e
profissionais de saude precisam ser preparados para reconhecé-los, trata-los
guando possivel ou encaminha-los a centros ou unidades especializadas para
esse tipo de paciente. Alguns dos dados reportados sobre dor no Brasil,
mostram que o estudo sobre a dor cronica em unidades do SUS varia de 30 a
50%, levando a varias razbes para que a questdo da dor ndo seja
menosprezada e registrada como queixa significativa de uma parte

consideravel da populacdo mundial e brasileira (SBED, 2017).

3.1.1 Classificagéo da dor

A dor pode ser classificada de varias formas, porém uma delas esta
relacionada com o tempo de duracdo, podendo ser denominada aguda ou
cronica. Essas denominacfes sdo usadas para descrever a sensagao e
duracéo da dor, embora elas sejam dificeis de definir (KAPUR; LALA; SHAW,
2014). A dor aguda pode ser caracterizada em “dor de inicio recente e provavel
duracao limitada” enquanto que a dor crénica persiste além do tempo de cura
de uma lesédo e frequentemente ndo possui causa claramente identificavel. O

ponto em que a dor aguda se torna cronica tem sido sugerido em cerca de 3
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meses de duracdo da dor ou quando a dor ndo € mais associada ao dano
inicial, sendo cada vez mais evidenciado que a dor aguda e cronica podem
representar uma continuidade em vez de entidades distintas (GEERTZEN et
al., 2006; WHITE; KEHLET, 2010; NIRAJ; ROWBOTHAM, 2011).

O tratamento da dor crénica pode ser dificil devido a esta condicdo ser
complexa e influenciada pela composicdo genética, fatores fisioldgicos e
psicoldgicos. Psicofisiologicamente, além de subjetivo, a dor crénica envolve
também processos fisiologicos subjacentes que envolvem o Sistema Nervoso
Sensorial e Autonomo, além de catecolaminas circulantes, hormonios de
resposta ao estresse e sistema imunoldgico via sinalizacdo autondmica e
hormonal (CHAPMAN; TUCKETT; SONG, 2008; KAPUR; LALA; SHAW, 2014).

A dor crénica compreende varios tipos de dor como a dor inflamatéria
apos uma leséo tecidual (artrite), dor do cancer e a dor neuropatica ocasionada
apos uma lesédo do nervo, medula espinhal e lesédo cerebral (trauma e acidente
vascular cerebral). A dor cronica € caracterizada por hiperalgesia e alodinia
mecénica, porém podem se manifestar também como dor ardente, parestesia
(sensacdo de formigamento, coOcegas, picadas e picadas) e disestesia
(enfraquecimento ou perda de sentido, sensacdo de toque anormal)
(BENNETT; XIE, 1988; STEIN; MILLAN; HERZ, 1988; KIM; CHUNG, 1992,
HONORE et al., 2000; SVENSSON; ZATTONI; SERHAN, 2007; XU et al.,
2013).

De modo geral, a dor cronica resulta de uma atividade neuronal
alterada (plasticidade neuronal), que inclui a sensibilizacdo de neurbnios
sensoriais periféricos primarios nos ganglios da raiz dorsal e nervos trigémeos
e sensibilizacdo de neurdnios da medula espinhal, nucleo trigeminial, tronco
cerebral e cértex. Essas sensibilizacdes no Sistema nervoso Central (SNC) e
Sistema Nervoso Periférico (SNP) levam ao individuo ter uma maior percepcao
de dor (WOOLF, 1983; GOLD; LEVINE; CORREA, 1998; ALEY; LEVINE, 1999;
BASBAUM et al., 2009; OSSIPOV; DUSSOR; PORRECA, 2010).
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3.1.2 Neurofisiologia da dor

A pele é o maior orgdo sensorial em mamiferos, englobando todo o
corpo, e inervada por varias classes morfologicas e fisiologicas distintas de
neurdnios aferentes primarios. Estes neuronios, denominados de neurénios de
primeira ordem no sistema somatossensorial, conduzem a informacéao sensorial
nos alvos periféricos até o SNC por neurdnios do ganglio da raiz dorsal. As
informagdes da cabecga e rosto s&o transmitidas pelo nervos cranianos do
ganglio trigemeo (DJOUHRI, 2016).

Os neuronios aferentes primarios sdo pseudo-unipolares, com axénio
curto dividido em dois ramos, um axonal periférico projetando-se para alvos
periféricos como a pele e um ramo central que termina no SNC. Estes
aferentes primarios fazem sinapses sobre neurénios de segunda ordem nos
ndcleos da coluna dorsal do tronco encefalico. O terminal do ramo periférico
pode ser uma extremidade nervosa (nociceptores) ou associados a tecidos nao
neurais (foliculos capilares) envolvidos na deteccédo e transducdo de estimulos
(mecanicos, quimicos ou térmicos) em impulsos nervosos ou potenciais de
acdo. Com isso, a ativacdo dos neurbnios sensoriais primarios é o primeiro
passo na percepcao somatossensorial (DJOUHRI, 2016).

A neurofisiologia da dor compreende quatro etapas (Figura 1.1), no
qual a primeira delas compreende a chamada transducdo (a). Nesta etapa
ocorre a transformacdo de estimulos nocivos em sinais elétricos nas vias
nociceptivas periféricas. Os nociceptores reagem ao estimulo mecénico,
térmico ou quimico através de uma série de receptores, levando a
despolarizacdo das fibras e gerando um potencial de acdo (WALKER, 2014).

A segunda etapa € a transmissdo ou conducédo (b) no qual a atividade
elétrica migra desde as fibras Ad e C dos neurdnios aferentes primarios até os
centros nervosos superiores. Neste processo, 0s impulsos sdo enviados
através dos nervos periféricos até o corno dorsal da medula espinhal, e as
fiboras fazem sinapses com o0s neurdnios da substancia cinzenta (JULIUS;
BASBAUM, 2001; SCHAIBLE; RICHTER, 2004; LORENZ; COATES; KENT,
2011).
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Os nociceptores sao ativados quando as intensidades de estimulos
atingem o intervalo nocivo, sugerindo que possuem propriedades biofisicas e
moleculares seletivas, permitindo uma resposta a estimulos potencialmente
prejudiciais. Existem duas classes principais de nociceptores: a primeira S&o 0s
aferentes mielinizados de didmetro médio denominados Ad, que medeiam a
dor aguda, bem localizada ou rapida. Esses aferentes mielinizados diferem
consideravelmente das fibras de didmetros maiores e conducdes rapidas
denominadas de AB, que respondem a estimulos mecanicos indcuos (toques
leves). A segunda classe de nociceptores incluem fibras ndo mielinizadas de
pequeno diametro que transmitem a dor mal localizada ou lenta, denominados
de fibras C (MEYER et al., 2008; BASBAUM et al., 2009).

Os estimulos dolorosos codificados e transmitidos passam por uma
modulacao antes de chegar ao cérebro. A modulacéo (c) € caracterizada por
alteracdes no sistema nervoso apos um estimulo nocivo. Isso permite que o0s
sinais recebidos no corno dorsal da medula espinhal sejam inibidos,
modificando assim a transmissao do sinal para os centros superiores gerados
apos o estimulo nocivo. Existem seis feixes importantes para a conducédo do
impulso doloroso até as estruturas supramedulares. Dentre esses feixes estdo
o trato espinotalamico (TST), a via nociceptiva mais importante, onde
apresenta duas subdivisdes, a projecédo lateral chamada de Neoespinotalamica
e a projecdo mediana que juntamente com os tratos espinorreticular (TSR) e
espinomesencefalico (TSM) formam o trato paleoespinotalamico externo
(BROOKS; TRACEY, 2005; WOOLF, 2011; KUMAR et al., 2014).

O trato paleoespinotalamico comanda o comportamento de defesa e de
fuga pela acdo do sistema limbico (comportamentos afetivos da dor) e
conducdo da dor lenta, pouco definida e de localidade difusa, devido a
presenca de neurdnios mais curtos e com alta condutancia sinaptica e falta de
somatopatia. Os outros feixes sdo o sistema pds-sinaptico (SPCD) que se
projetam para os nucleos da coluna dorsal, cujas células neuronais se projetam
para 0 nudcleo talamico. A transmissdo de dor por esses feixes podem
acontecer de forma eventual, ja que se ocorrer lesées na medula espinhal ndo
alteram o limiar de dor. O trato espinocervical (TSC) se projeta até o talamo

contralateral e fazem parte do sistema lateral de condugé&o da dor. Existem



31

evidencias que este trato transmite informacdes rapida e de localizacao da dor
por possuirem fibras longas, de conducéo rapida e com discreta organizacao
somatotdpica. E por fim o sistema ascendente multissimpatico proprio espinhal
que esta localizado em varias partes da medula. (DRUMMOND, 2000;

TEIXEIRA, 2009).

Figura 1.1 - Processamento sensorial da dor. Etapas: transducdo (a),
transmissao (b), modulacéo (c) e precepcéao (d)
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Fonte: Adaptado de medicinanet.com (2017)

A percepcao (d) € o processo de sinalizacdo nociceptiva no encéfalo,
refletindo o estimulo nociceptivo através de diferentes grupos funcionais de
neurdnios encefalicos e definem a percepcdo das caracteristicas somaticas do
estimulo pelos aspectos afetivos e cognitivos da sensacdo de dor (TRACEY;
MANTYH, 2007).

Durante a transmissao sinaptica, ocorre na substancia gelatinosa (SG)

estimulos neurais entre neurotransmissores e seus receptores e um
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mecanismo de modulacdo dos estimulos sensoriais tanto aferentes como
eferentes. Esse mecanismo enddgeno de modulacdo da dor é denominado de
Controle do Portao da Dor (Figura 1.2) e tem um papel importante na sobrevida
de todas as espécies. O portdo da dor estd fechado quando nociceptores
aferentes ativam interneurbnios morfologicamente e neuroquimicamente
distintos na SG, que por sua vez inibem os neurdnios de projecdo da medula
espinhal ao transmitirem a mensagem de lesdo ao cérebro. (MELZACK; WALL,
1965; PATEL, 2010; BRAZ et al., 2014).

A teoria do controle do portdo da dor propde que a transmissdo do
estimulo nocivo através das fibras nervosas Ad e C e do corno dorsal da
medula espinhal possa ser reduzida ou bloqueada, fazendo com que a
percepcao da dor associada ao estimulo seja diminuida. A transmissdo ocorre
pela ativacao das fibras AR, associadas a mecanorreceptores de baixo limiar,
que estimula um nervo inibitério na medula espinhal e inibe a transmissao
sinaptica (MENDELL, 2014).

Figura 1.2 - Controle do Portdo da Dor
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Fonte: Adaptado de Mendell (2014)

As vias descendentes (Figura 1.3) que retransmitem 0S sinais nos
ndcleos dos tronco encefalico, respectivamente na substancia periaquidutal

cinzenta e rostro ventral da medula, podem facilitar ou inibir a transmisséo
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nociceptiva na medula espinhal, dependendo dos transmissores e receptores
envolvidos e do tipo e duracdo da lesdo (HEINRICHER; TAVARES; LEITH,
2009).

As vias opiodes e noradrenérgicas tém ac¢fes inibitérias enquanto que
a serotonina tem efeitos bidirecionais com inibicao via receptor 5HT; e ativacéo
via receptores 5HT, e 5HT3. As vias modulatorias descendentes alteradas
contribuem para a sensibilizacado central e podem ter papeis importantes nos
estados de dor crbnica. Por via periférica, tem se proposto que agonistas
opidide p inibem a ativacdo da adenilato ciclase em neurdnios aferentes
primarios, enquanto que agonistas opiédes & e K inibem a secrecao de
substancias pré-inflamatorias por neurdnios simpaticos. O coértex anterior, a
amigdala e o hipotalamo transmitem sinais através destes nucleos do tronco
encefélico, influenciando nas vias cognitivas e emocionais as experiéncias com
a dor (KIM et al., 2006; TRACEY; MANTYH, 2007; HEINRICHER; TAVARES;
LEITH, 2009; DENK; MCMAHON).

Figura 1.3 - Via descendente da nocicepc¢ao e principais areas envolvidas no
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3.1.3 Projecdes das fibras nociceptivas

Os corpos celulares dos nociceptores estédo localizados do ganglio da
raiz dorsal para o corpo e do ganglio trigeminal para o rostro, e possuem um
ramo axonal periférico e central que inerva seu 6rgéo alvo e a medula espinhal
respectivamente. Estudos eletrofisiolégicos subdividiram o0s nociceptores em
trés classes principais: Tipo | (HTM: nociceptres mecanicos de alto limiar) que
respondem a estimulos mecanicos e quimicos, mas possuem limiares de calor
relativamente altos (>50°C), no entanto, se o estimulo de calor for mantido,
esses aferentes respondem a temperaturas mais baixas. Os nociceptores do
tipo Il Ad tem um limiar de calor mais baixo, porém o limiar mecéanico é muito
mais alto. As fibras C ndo mielinizadas também sdo heterogéneas, que tal
como os aferentes mielinizados, a maioria sdo polimodais, isto €, incluem uma
populacao que é tanto sensivel ao calor como a estimulos mecanicos. (MEYER
et. al., 2008; PERL, 2007).

O corno dorsal da medula espinhal é organizado em laminas distintas
em sua anatomia e eletrofisiologia onde as fibras dos nervos aferentes
primarios se projetam (Figura 1.4) (BASBAUM; JESSELL, 2009).

Figura 1.4 - Projecdes centrais do Nociceptor
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Os nociceptores Ad se projetam para a lamina | e mais profundamente
para a lamina V no corno dorsal da medula. O baixo limiar que condiciona as
fibras AP, responsaveis pelo toque leve, projetam-se para laminas mais
profundas (Il, IV e V). Ja os nociceptores C projentam suas fibras mais
superficialmente nas laminas | e Il. Essa notavel estratificacdo dos subtipos
aferentes dentro do corno dorsal da medula € ainda mais destacada pelos
distintos padrbes e circuitos envolvidos com os nociceptores C (SNIDER;
MCMAHON, 1998; BRAZ et al., 2005).

Um exemplo notavel € que a maioria das fibras peptidérgicas terminam
dentro da lamina | e na parte mais dorsal da lamina Il. Em contrapartida, as ndo
peptidérgicas desembocam na regido média da lamina Il. A parte ventral da
lamina Il é caracterizada pela presenca de interneurdnios excitatérios que
expressam a isoforma da proteina quinase C gama (PKCy), predominante nos
neuronios aferentes mielinizados e envolvida na dor persistente induzida por
lesdo (MALMBERG et al., 1997, NEUMANN et al., 2008).

Consistentes com os estudos anatdmicos, analises eletrofisioldgicas
demonstram que os neurbnios dentro da lamina | geralmente respondem a
estimulacao nociva através das fibras Ad e C, os neurdnios das laminas Il e IV
respondem primeiramente a estimulacdo in6cua através das fibras AB e os
neurdnios da lamina V recebem uma entrada convergente de estimulos nocivos
e inocuos através de entradas diretas (monossimpaticas) vias Ad e AB e
indiretas (polissimpéaticas) via fibras C. Os ultimos sdo chamados de neurbnios
de ampla gama dinamica (WDR) na medida que respondem a uma ampla
gama de intensidades de estimulo. Existem também uma entrada visceral para
esses neurbnios WDR, de modo que a convergencia resultante de entradas
somaticas e viscerais provavelmente contribui para o fenémeno da dor referida
gue é uma dor secundaria a uma leséo no tecido visceral (por exemplo, angina
no coracao) referida a uma estrutura somatica (por exemplo, dor no ombro)
(BASBAUM et al., 2009).
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3.1.4 Mediadores e nociceptores envolvidos na nocicepcao

Os nociceptores respondem a estimulos mecanicos, térmicos e
quimicos nocivos através de uma variedade de receptores e a despolarizacdo
resulta em geracao e propagacao de potencial de agao em fibras Ad e fibras C.
Além disso, a liberacdo de neuropeptidios como substancia P e pepitideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) dos nervos aferentes primarios
contribui para a inflamacao neurogénica. Na presenca de lesdo e inflamacao de
tecidos, 0s nociceptores no musculo e articulacbes se tornam sensibilizados
principalmente durante o0s estimulos mecanicos. Neste estado de
sensibilizacdo periférica, os nervos aferentes reduzem seu limiar de ativagéo
como uma resposta aprimorada aos estimulos supra limites e recrutamento
previamente “silenciosos” (ASHMAWI; FREIRE, 2016; SCHAIBLE;
EBERSBERGER; NATURA, 2011).

Os mediadores liberados a partir da lesdo tecidual e/ou sindvia
inflamada incluindo quimiocinas pro-inflamatérias e citocinas como fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6),
interleucina 17 (IL-17), neuropeptidios (por exemplo, peptideo vasoativo
intestinal (VIP) da sindvia inflamada) e fator de crescimento do nervo (NGF)
contribuem para sensibilizacdo. A sensibilidade aumentada pode ocorrer em
poucos minutos através de fosforilagdo e mudancas nas propriedades seletivas
de entrada de canais i6nicos ou em periodos mais prolongados como
mudancas na expressao de receptores e canais i6nicos (SCHAIBLE;
EBERSBERGER; NATURA, 2011; DAWES et al, 2013; MALFAIT;
SCHNITZER, 2013; ZHANG; REN; DUBNER, 2013).

Os receptores envolvidos na nocicepcéao periférica e na sensibilizacéo
apos inflamacgéo/lesdo incluem uma gama de nociceptores. O receptor de
potencial transitério (TRP) compreendem uma familia de canais de cations nédo
seletivos que transduzem estimulos térmicos e quimicos. O receptor de
potencial transitério vaniléide 1 (TRPV1) é expresso por fibras nociceptivas nas
articulacbes e os niveis aumentam apds a inflamacdo. TRPV1 é ativado
diretamente pela capsaicina ingrediente pungente derivado de pimentas do

género Capsicum ssp), calor nocivo (>43°C) e pH baixo no tecido inflamado e
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indiretamente sensibilizado por mediadores inflamatorios como a bradicinina,
prostaglandina E2 (PGE2) e NGF (SCHAIBLE; EBERSBERGER; NATURA,
2011; MCDOUGALL,; LINTON, 2012; MALFAIT; SCHNITZER, 2013; FRIAS;
MERIGHI, 2016).

Outro receptor importante é de potencial transitério anquirina 1
(TRPA1) é ativado por temperaturas frias, bradicinina e produtos quimicos
pungentes como Oleo de mostarda e também podem contribuir para a dor
inflamatdria nas articulagdes. TRPA1 foi primeiramente caracterizado como um
termorreceptor ativado por frio nocivo (abaixo de 17°C) e o seu envolvimento
na alodinia a frio em diferentes patologias dolorosas tem sido enfatizado
(STORY et al., 2003; MCDOUGALL; LINTON, 2012; SASAKI et al., 2014).

Os canais i6nicos sensiveis a &cido (ASICs) séo ativados pelo baixo pH
extracelular durante os processos inflamatérios e podem ter um papel intimo na
dor isquémica no muasculo esquelético. Os receptores purinérgicos
compreendem a familia P2X de canais ionotrépicos e uma familia P2Y de
receptores acoplados a proteina G. A adenosina trifosfato (ATP) abre os canais
P2Y e medeia a dor na contracdo muscular ou no estado inflamatério. Os
receptores ativados por proteinases (PAR2 e PAR4) sdo expressos has
terminacbes aferentes primdarias conjuntas. Ao invés de ser um receptor
blogueado por ligandos, as proteinases (por exemplo a triptase de mastécitos)
ativam PARs especificos e isso altera a sinalizacdo nociceptiva e contribuem
para a sensibilizacdo periférica (SCHAIBLE; EBERSBERGER; NATURA, 2011,
MCDOUGALL; LINTON, 2012).

Os canais de sodio ativados por voltagem (Nav) sdo essenciais para a
geracao e propagacao de potenciais de acao. Os subtipos de canais variam em
sua estrutura, cinética, distribuicdo e sensibilidade a tetrodoxina. Os neurbnios
nociceptivos expressam principalmente Nav 1.7 (canais de sédio do gene
SCN9A), Nav 1.8 (canais de sédio do gene SCN10A) e Nav 1.9 (canais de
sodio do gene SCN11A), e esses canais modulam a excitabilidade e tem papel
importante na sensibilidade a dor quanto em estados de doenca especificas
(WAXMAN, 2013).

Outro canal envolvido é o de célcio do tipo T Cav 3.2, uma isoforma de
Cav 3.2 de canais de calcio ativados por baixa tensdo, pertencente a uma
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familia de genes compostos por trés membros, Cav 3.1, Cav 3.2 e Cav 3.3 e
predominantes no corno dorsal da medula espinhal. Estes canais sdo ativados
por baixas tensbes e portanto sintonizadores importantes da excitabilidade
celular. O canal de célcio Cav 3.2 é considerado essencial para a excitabilidade
de fibras Ad e estudos com knockout em Cav 3.2 resultou em
comprometimento de excitabilidade de Ad (WANG; LEWIN, 2011; PEREZ,
2003).

Os receptores de glutamato, importantes na ndo sé na nocicep¢cao mas
também em muitas vias centrais, sdo compostos por duas familias principais,
0S receptores ionotropicos e receptores metabotropicos de glutamato. Os
receptores ionotrépicos (iGluRs) formam o poro do canal i6nico que é ativado
quando o glutamato se liga ao receptor. Sdo compostos pelo receptor de N-
Metil-D-Aspartato (NMDA), acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazoleproprionico (AMPA) e Kainato (KA) (ANGGONO; HUGANIR, 2012).

Em geral o receptor AMPA contribui principalmente para a transmisséo
sindptica e a plasticidade desencadeada por diferentes mecanismos enquanto
que o receptor NMDA desempenha um papel critico no desencadeamento da
plasticidade, com potencializacdo a longo prazo. Os receptores KA, por outro
lado, fazem apenas uma pequena contribuicdo para as respostas sinapticas, e
isto pode ser devido a sua cinética lenta. Os receptores KA contribuem para
uma transmissdo sensorial em intensidades mais elevadas e a regulacdo da
transmissao pré-sinaptica (COLLINGRIDGE; BLISS, 1965; WU; KO; ZHUO,
2007; KOGA et al., 2015).

Os receptores metabotropicos de glutamato (MmGIuRs) ativam
indiretamente, canais i6nicos da membrana plasmatica através de uma cascata
de sinalizacdo que envolve proteinas G, tendo também sua participacdo na
sinalizacdo da dor. E um receptor abundantemente expresso nas camadas
superficiais da medula espinhal e esta intimamente envolvido na transcri¢cdo de
genes e sinalizacdo de célcio independente dos receptores da membrana
plasmatica. Estudos recentes mostraram que ap0s uma lesdo no nervo, em um
modelo de dor neuropatica, ocorre um aumento acentuado da expressao de

MGIuUR5 nas membranas nucleares da medula espinhal (HUBERT; PAQUET;
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SMITH, 2001; SALT, 2002; O'MALLEY et al., 2003; PURGERT et al., 2014,
ACHER; GOUDET, 2015; KOGA; LI; ZHUO, 2016; VINCENT et al., 2016).

O oxido nitrico (NO), ndo é um receptor de dor, mas possui um papel
importante dentro do SN e sua fungdo na sinalizagcdo neuronal. NO foi
descoberto presente no SN apOs a descoberta de uma de suas enzimas
sintetizadoras, a Oxido nitrico sintase neuronal (NNOS). A geracédo de NO via
NNOS ¢é ativada a partir da ativacdo de receptores NMDA e foi uma das
primeiras vias caracterizadas no cérebro, tornando-se uma importante molécula
de sinalizacdo dentro dos neurbénios. O envolvimento do NO varia com a
plasticidade sinaptica e sua modulacdo esta envolvida em muitas condi¢cdes
neurodegenerativas (GARTHWAITE; CHARLES; CHESS, 1988; BREDT et al.,
1991; GARTHWAITE, 1991; NAKAMURA; LIPTON, 2008; HARDINGHAM,;
DACHTLER; FOX, 2013).

Os receptores colinérgicos, também possuem uma parcela de
participacdo na nocicepcédo. A liberacdo de acetilcolina pela medula espinhal
produz antinocicepc¢do, levando a agonistas muscarinicos, nicotinicos e
inibidores da colinesterase produzirem analgesia. Os anticolinesterasicos agem
intensificando e prolongando a atividade analgésica de muitos farmacos nas
dores agudas, neuropaticas e inflamatérias (DUTTAROQY et al., 2002; ZHANG
et al., 2012).

O neurotransmissor serotonina (5-HT), também denominado de 5-
hidroxitriptamina, estd envolvido nas funcbes fisioldgicas basicas como
secrecdo hormonal, ciclo sono-vigia, controle motor, funcionamento do sistema
imunolégico, nocicepgdo, ingestdo de alimentos e balanco energético. Além
disso, 5-HT participa das funcdes cerebrais superiores como cognicdo e
estados emocionais modulando a plasticidade sinaptica e a neurogénese
(BRADLEY et al.,, 1986; DUMUIS; SEBBEN; BOCKAERT, 1989; GLENNON,
2003).

Os receptores de serotonina sdo divididos em duas classes
denominadas 5-HT; e 5-HT,. Outros tipos de receptores foram caracterizados e
denominados como 5-HT3 ao 5-HT7, com subtipos diferentes em cada familia e
encontrados em todo o SN. Os neurdnios serotoninérgicos do SNC sao

localizados dentro dos nucleos da rafe, formagéo central cinzenta e reticular, e
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classificados em nove grupos denominados B1-B9. As fibras decorrentes dos
grupos caudais dos neurdnios serotoninérgicos (B1-B4) formam o sistema
descendente direcionado a medula espinhal e também projeta estruturas no
cerebelo, ponte e mesencéfalo, enquanto que as fibras ascendentes sdo
originadas do grupo rostral de neurénios serotoninérgicos (B5-B9) e inervam
quase todas as areas do cérebro (JACOBS; AZMITIA, 1992; HALLIDAY;
HARDING; PAXINOS, 1995).

Outros receptores envolvidos sdo CB1 e CB2, ativados por canabindide
endogenos e por receptores atipicos como o receptor orfao GPR55. Nos
neurdnios periféricos, um agonista de CB1 reduz a mecanossensibilidade dos
aferentes dos joelhos na artrite, enquanto que um agonista CB2 reduz o
controle da articulacao aferente (MCDOUGALL; LINTON, 2012; ZHANG; REN;
DUBNER, 2013).

3.1.5 Dor aguda

A dor aguda é tipicamente associada a cirurgias, fraturas, doencas
agudas ou traumatismos. E causada por um dano real aos 6rgdos, pele,
musculos e o0ssos (por exemplo, tecidos do sistema n&o-nervoso). A dor
resulta da ativacdo de nociceptores (Figura 1.5) que processam estimulos
dolorosos e a sensibilizacdo periférica € produzida quando os terminais do
nociceptor se tornam expostos a produtos do dano e inflamages nos tecidos,
referidos coletivamente como “sopa inflamatéria” que promovem a transducgao
quimica da dor aguda (SAVVAS; GIBSON, 2016; HERR; BJORO; DECKER,
2006).

Os produtos da dor aguda incluem prétons extracelulares, acido
araquidénico e outros metabdlitos lipidicos, serotonina, bradicinina,
nucleotideos e NGF, todos 0s quais interagem com receptores ou canais
ibnicos nas terminacdes nervosas sensoriais. Como 0s nociceptores podem
liberar peptideos e neurotransmissores (por exemplo, substancia P e CGRP) a
partir de seus terminais periféricos apos estimulos nocivos, eles sao capazes

de facilitar a producéao da sopa inflamatéria promovendo a liberacéo de fatores
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de células ndo neuronais vizinhas e tecido vascular, fenbmeno conhecido como
inflamacé&o neurogénica (BASBAUM; JESSELL, 2000).

Figura 1.5 - Transducédo quimica da dor aguda
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Fonte: Adaptado de Julius e Basbaum (2001)

Ap6s uma lesdo tecidual, a nocicep¢do € mediada por inumeros
mensageiros moleculares intracelulares e extraceluares. Os nociceptores
quando séo ativados, transmitem informacdes via glutamato, um
neurotransmissor excitatorio ao tecido lesionado e uma “sopa de mediadores
inflamatorios” é secretada no local da lesdo ativando nociceptores adicionais.
Esta “sopa” € composta por produtos quimicos como bradicinina, serotonina,
prostaglandinas e neurotrofinas como NGF. A presenca dessas moléculas
ativam nociceptores ou reduzem seu limiar de ativacdo, resultando na
transmissdo de sinais aferentes para o corno dorsal da medula espinhal
(APKARIAN et al., 2005).

A ativacdo desses nociceptores iniciam também a inflamacéo
neurogénica, que € o processo pelo qual os nociceptores ativos liberam

neurotransmissores como a substancia P do terminal periférico. Isso, por sua
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vez, promove a vasodilatacdo e extravazamento de proteinas e fluidos no
espaco extracelular aumentando ainda mais os mediadores inflamatorios e
estimulando a imunidade celular. Essas mudancas neuroquimicas propiciam a
ativacdo das fibras Ad e C que respondem quando hi um estimulo que cause
danos nos tecidos. Algumas das substancias envolvidas incluem a globulina e
a PKC, liberadas ap0s o dano e produzir dor (ERIC, 2012).

O acido aracdonico também é liberado durante o dano tecidual e
metaboliza a producédo de prostaglandinas que agem bloqueando o efluxo de
potassio de nociceptores tornando-os mais sensiveis. A histamina também é
lancada apOs o dano tecidual estimular mastécitos e neutrofilos, excitando
nociceptores e posteriormente causando dor. Similarmente, NGF ¢é
desencadeado pelo dano ou pela inflamacéo tecidual, que entdo se liga aos
receptores TrKa nas superficies dos nociceptores, ativando-os. A substancia P
e 0 CGRP séo liberados apoés a inflamacao ou dano no tecido (BRYN, 2016).

Apesar do grande progresso na compreensdo dos mecanismos basicos
da dor aguda e crbnica e da sua prevaléncia e impacto dessa dor, seu
tratamento é extremamente dificil. Os modelos de nocicepcdo em animais
datam do final do séc XIX e tém sido cruciais no entendimento dos processos
de dor. Desde entdo, tem havido um grande numero de modelos animais de
doencas desenvolvidos para uma melhor compreensao da dor e seus estados
agudos e crdnicos, provando serem Uteis para 0 avanco nas questdes e
processos especificos das doencas (BENNETT; XIE, 1988; BERBERICH;
HOHEISEL; MENSE, 1988; HARGREAVES et al., 1988; SCHAIBLE;
SCHMIDT, 1985; WOOLF, 1983; GREGORY et al., 2013).

Tornou-se cada vez mais claro que essa dor é um fenomeno
heterogéneo que difere amplamente com base no tecido afetado (pele,
musculo, articulacdes, viceras, etc.) e o0 mecanismo de lesdo (térmica,
inflamatoéria, neuropética, etc.) (NESS; GEBHART, 1990; SLUKA, 2002;
HOEGER).

Testes baseados no uso de estimulos de longa duracdo para a
avaliacdo da chamada Dor tbnica, envolvem o uso de um agente quimico
irritante e algdbgeno como o estimulo nocivo. Eles diferem da grande maioria

dos outros testes de abordagem de determinacdo do limiar nociceptivo e
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envolvem uma abordagem quantitativa ao comportamento observado apds a
aplicacdo de um estimulo com uma potencia que varia com o tempo. Sao
denominados agudos devido sua duragao ser apenas na ordem de dezenas de
minutos. Os principais testes comportamentais baseados em tais estimulos
usam injecdes intradérmicas ou intraperitoneais (GUZMAN et al., 1964;
DEFFENU; PEGRASSI; LUMACHI, 1966; FOONG; SATOH; TAKAGI, 1982).

Dentre os teste utilizados para avaliacdo antinociceptiva esté o teste de
formalina, que se trata de um teste comportamental que envolve a ativagéo
supraespinhal e € conhecido por atuar como um agonista dos receptores
TRPAL. Este teste produz uma barreira inicial da atividade nervosa, seguido
por um baixo nivel de descarga em aferentes de fibras C. O teste de formalina
resulta em um componente fasico (fase aguda, comportamento de flinching da
pata) seguido de um componente ténico (fase crbnica, retardada) com um
curso de tempo e amplitude correspondente a atividade dos neurdnios do corno
dorsal da medula espinhal (DUBUISSON; DENNIS, 1977, WHEELER;
PORRECA, 1990).

A dissociacdo da atividade da fibora C pela intensidade do
comportamento indica que a segunda fase de resposta a formalina reflete a
hiperalgesia. Os componentes hiperalgicos da segunda fase da formalina s&o
mediados por receptores de substancia P, receptores de NK-1 e receptores
NMDA. Estes estudos em animais proporcionaram a descoberta que esses
componentes no estudo da dor possuem uma farmacologia Unica. Agonistas
opidides, az-adrenérgico, purinpergicos e serotoninérgicos estdo entre os mais
poderosos na inibicdo dos comportamentos de fase aguda, enquanto que
antagonistas dos receptores NMDA, anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES)
e inibidores da sintese de NO s&do mais importantes no bloqueio seletivo dos
processos de hipersensibilidade (MALMBERG; YAKSH, 1992; MALMBERG,;
YAKSH, 1993; ROCHE et al., 1996).
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3.1.6 Dor neuropatica

A dor neuropética, uma modalidade de dor crénica, é um problema de
saude publica que causa problemas pessoais e aflicdes sociais, e constitui um
desafio para medicina moderna em todo o mundo. A dor neuropatica
geralmente é caracterizada pelas anormalidades sensoriais, como alodinia,
hiperalgesia e disestesia e caracteriza-se como uma condi¢do debilitante apos
uma doencga ou lesdo no SNC e SNP. Pessoas que sofrem dessa condicao
cronica podem ndo ser capazes de participar das atividades diarias
(NGUELEFECK et al., 2010; BURAKGAZI et al., 2011).

A dor neuropatica induzida por lesdo no nervo e medula espinhal, dor
inflamatéria induzida por artrite, dor do cancer e dor induzida por drogas,
resulta na neuroinflamacao na medula espinhal e sensibilizacdo central (Figura
1.6). Esta neuroinflamacado é desencadeada pela liberacdo de ativadores gliais
como 0s neurotransmissores glutamato (ativando receptores NMDA e AMPA),
ATP, quimiocinas CCL2, C3CL1 e CCL21 (Quimiocinas envolviadas nas
interacoes de sinalizacao entre neurdnios sensoriais primarios e a micréglia na
dor neuropdtica), proteases MMP9 (metaloproteinases intimamente envolvida
com processos patolégicos entre elas a inflamacéo e artrite), caspase 6 e
ligandos WNT (moléculas reguladoras de varios processos celulares incluindo
proliferacédo, diferenciacdo e migracdo, durante o desenvolvimento do SN) a
partir dos terminais centrais dos neurdnios aferentes primarios e/ou por
aumento da permeabilidade da barreira hematoencefalica BHE (HIBBS et al.,
1985; AHRENS et al., 1996; TANG, 2013; OLD et al., 2014).

A neuroinflamacdo € caracterizada pela ativacdo da microglia e
astrocitos, que por sua vez ativa proteinas quinases ativadas por mitégenos
(MAPKS), quinase 1 ativada por sinal extracelular (ERK), p38 MAPK, janus
kinases (JNK), infiltracdo de células imunes no SNP (ganglios da raiz dorsal) e
SNC (medula espinhal), ativacdo de producdo de mediadores inflamatorios e
gliais como citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-1B8, IL-8, IFNy), quimiocinas,
fatores de crescimento e gliotransmissores (glutamato e ATP) (ZHUANG et al.,
2005; ZHUANG et al., 2006; OBATA et al., 2007).
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Esses mediadores gliais podem modular poderosamente a transmissao
sinaptica excitatoria e inibitoria, levando a sensibilizacdo central e estados de
dor crbnica aprimorados. Os mediadores gliais podem atuar ainda mais sobre
as células gliais e imunes para facilitar a neroinflamacdo através de rotas
autdcrinas e paracrinas, além de atuar bloqueando receptores inibitorios da via
como receptor acido y-aminobutirico (GABA) e receptor de glicina (GlyR) (JI;
XU; GAO, 2014).

Figura 1.6 - Neuroinflamacao espinhal e sensibilizacdo central
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Por ser uma sindrome complexa, varias teorias inflamatorias e imunes
estdo envolvidas na etiologia da dor neuropética. Dentre elas destacam-se o
estresse oxidativo e a degeneracdo nervosa que somados interferem na
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conducdo normal dos impulsos dolorosos, distorcendo a resposta ao estimulo
(KRAYCHETE; GOZZANI; KRAYCHETE, 2008).

O estresse ou a lesdo neuronal pode desencadear um fenomeno
fisiologico conhecido por degeneracdo axdnica, documentada por Augustus
Waller em seus experimentos, denominada degeneracdo de Waller ou
Waleriana. A degeneracdo Waleriana € uma fragmentacéo rapida dos axénios
distais ap6s o dano quimico, lesdo do nervo ou intrisico ao neurénio levando a
uma série de processos celulares, que dentre eles, um mais comum é o influxo
de calcio extracelular e liberacdo de calcio intracelular, que atuam ativando
proteases axonais como as calpainas e juntamente com outras proteinas
degeneram o axonio (SCHLAEPFER; BUNGE, 1973; GEORGE; GLASS;
GRIFFI, 1995; FERREIRA, 1998; ADALBERT et al., 2012; ROSENBERG et al.,
2012).

Para uma melhor compreendo no estudo da dor neuropatica, modelos
experimentais geralmente proporcionam os eventos de alodinia e hiperalgesia
a partir das lesdes periféricas por processo cirargico, metabdlicos ou toxicos
em ratos ou camundongos. Existem varios protocolos para o estudo de leséo
do nervo como ligadura do nervo espinhal (SNL), onde um ou mais nervos
espinhais que se direcionam para a pata sdo amarrados com fios de sutura e
cortados; lesao constritiva crénica (CCIl) que constitue em quatro ligaduras
apertadas com fio cromado no nervo ciatico; lesao limitada do nervo (SNI) onde
sdo cortados os nervos fibular e tibial posterior e poupado o nervo sural
provocando alteragcbes comportamentais de longa duracédo e por fim a lesdo
parcial do nervo ciatico (LPNC), em que parte do nervo é apertado por um fio
de sutura (KRAYCHETE; GOZZANI; KRAYCHETE, 2008; LIM et al., 2014).

A LPNC em camundongos altera a transmissao dos impulsos dolorosos
levando a uma sucessdo de eventos resultantes do processo de raparo da
lesdo, causando modificacbes estruturais e funcionais, alteracdo na conducao
nervosa e sensibilizagdo periférica e central. A importancia do estudo
farmacoldgico nesses modelos de dor € relacionada com a constricdo do nervo
ciatico em lesdes ocasionadas por traumas ou doencas crénicas que provocam
algum tipo de leséo, principalmente nos nervos periféricos (SWAMYDAS;
SKOFF; ADLER , 2004).
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Outros meétodos incluem a administracdo intraperitoneal de
estreptozotocina para mimetizar neuropatia diabética, de paclitaxel e/ou
vincristina para neuropatias induzidas por quimioterapia. Para modelos de dor
central, é utilizado trauma induzido por forca de impacto por desocamento
tissular, lesdes isquemicas por compressdo lenta através de pincamento ou
insuflacdo com bastonetes. Lesdes especificas na substancia cinzenta podem
ser geradas por substancias especificas ou metodos citotdxicos com a injecao

de glutamato (CAMPBELL; MEYER, 2006; GARCIA; MAGNIN, 2008).

3.1.7 Radicais livres, espécies reativas de oxigénio e estresse oxidativo

A pesquisa com radicais livres nos sistemas biolégicos € um dos
campos mais dindmicos, porém esta entre os mais complicados por muitas
razdes dentre as quais destacam-se a baixa estabilidade e alta reatividade,
resultando em baixas concentragbes no estado estacionario, grande
diversidade de reacbes em que podem participar, distribuicdo espaco/tempo
intracelular e extracelular complicada, dependéncia do estado fisiolégico do
organismo e auséncia de ferramentas para avaliacdo de seus niveis absolutos
e mesmo relativos (LUSHCHAK, 2014; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989).

Existem diferencas entre radicais livres e espécies reativas de oxigénio
(ROS). Nos organismos vivos em condicbes anaerObias mais de 90% do
oxigénio consumido € reduzido diretamente a agua pela citocromo oxidase na
cadeia de transporte de elétrons (CTE), pelo mecanismo de quatro elétrons
sem liberacdo de ROS (OTT et al., 2007; SKULACHEYV, 2012).

Em eucariotas, o sistema da CTE € localizada na membrana
mitoconfdrial interna, acoplada com a fosforilacdo oxidativa para a producéo de
ATP. Menos de 10% do oxigénio consumido € reduzido através de vias
sucessivas de um elétron (Figura 1.7), convertendo oxgenio molecular em
radical anion superoxido (O"), seguido de reducédo de um elétron e entrada de
dois proétons para produzir perdxido de hidrogénio (H.0;). O H,O, entdo aceita
mais um elétron e entdo € dividido em radical hidroxilo (HO) e anion hidroxila
(OH"). Em seguida o HO interage com mais um elétron e um proton resultando

na molécula de agua. Apenas O, e HO' sdo considerados radicais livres,



48

engquanto que o H,O,, O,, e 0 HO sdo chamadas de ROS junto com peroxidos
diversos como peroxidos lipidicos e peréxidos de proteinas. Além da sua
homeostase normal, o oxigénio esta intimamente relacionado a muitas outras
espécies reativas como as carbonilas reativas glioxal e metilglioxal, mas
existem também as espécies reativas de nitrogénio como Oxido nitrico (NO),
peroxinitrito (ONOQO"), carbono, enxofre, halogeneos, dentre outros
(HATTERSLEY, 2000; JACOB, 2006; FERRARI; SOUTO; FRANCA, 2011;
SEMCHYSHYN; LOZINSKA, 2012; BILD et al., 2013; RADI, 2013).

Figura 1.7 - Via de formacao de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e

defesa antioxidante endégena.

Fonte: Adaptado de Silva e Coutinho (2010)

O estresse oxidativo/nitroativo (Figura 1.8) esgota o componente da
defesa antioxidante e amplifica os processos inflamatérios no nervo, ganglio da
raiz dorsal e medula espinhal e quando em nineis mais elevados pode levar ao
dano macico do DNA. Apos a deteccdo do dano ao DNA, ocorre uma
superativacdo de poli-ADP-ribose polimerase (PARP, enzima de reparo do
DNA) com a finalidade de reparo do DNA através de transferéncia de ADP-
ribose para as proteinas nucleares. No entanto, a atividade dessa enzima
PARP consome NAD celular e resulta em falha bioenergética atravém de baixa
nos niveis de ATP (CHOI et al., 2012; GOECKS et al., 2012; SANDIREDDY et
al., 2016).
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A enzima PARP ativa NF-kB, um fator de transcricdo responsavel pela
liberacdo de mediadores inflamatdrios como a COX-2, Oxido nitrico sintase
induzivel (iNOS), TNF-a e a IL-6, que por sua vez possuem um papel
importante na facilitacdo do processamento da dor, demonstrando assim seu
intimo envolvimento na ativacao de vias inflamatorias e neurodegeneracédo em
varios tipos de dor. Perturbacdes nos eixos NF-kB e no factor nuclear ererdide
2 relcacionado ao factor 2 (Nrf2), resultam no agravamento do estresse
oxidativo/nitrosativo e neuroinflamagcdo na neuropatia. O resultado de
metabdlitos altamente toxicos e os radicais livres levam a ativacdo da
detoxificacdo por enzimas de fase Il como glutationa-S-transferase, Heme
oxygenase-1 e NADPH-quinona oxiredutase. Qualquer alteracdo nos niveis de
Nrf2 altera a cascata de detoxificagcdo (DU et al.,, 2003; OBROSOVA et al.,
2004; SOMMER; KRESS, 2004; RYTER; ALAM; CHOI, 2006; OBROSOVA et
al., 2008; NEGI, G.; KUMAR; SHARMA, 2011; YERRA et al., 2013).

Todo o processo decorrente do estresse oxidativo causa uma
excessiva separacdo das proteinas celulares, especialmente as proteinas
mitocondriais, levando a disfuncdo mitocondrial, e a superativacdo de PARP
causa perda de potencial de membrana mitocondrial e queda da atividade de
citocromo-c oxidase (complexo IV) e ATP-sintase promovendo perda de
potencial de membrana mitocondrial (LAI et al., 2008; LIM et al., 2015).
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Figura 1.8 - Estresse oxidativo/nitrosativo apos leséo do nervo
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Fonte: Adaptado de Komirishetty et al., (2017)

Os danos oxidativos aos neuronios periféricos podem causar danos a
bainha de mielina, proteinas mitocondriais e outras enzimas antioxidantes.
Dessa forma, a identificacdo de niveis de malondialdeido (TBARS), glutationa
reduzida (GSH), superdxido dismutase (SOD) e atividades de enzimas
mitocondriais tais como citrato sintase e ATP sintase podem ser Uteis no
monitoramento do curso da neuropatia periférica e respostas no tratamento
dessa neuropatia (ARETI et al., 2014).

3.1.8 Tratamento farmacologico da dor

A dor é a principal razao pela qual as pessoas procuram cuidados
médicos caracterizando-se um valioso sintoma na investigacdo e definicdo do
diagndstico do paciente. E uma das principais causas de incapacidades,
repercutindo psicossocial e economicamente na qualidade de vida o que o
torna um problema de saude publica.

Atualmente, AINEs e opidides constituem as duas classes principais de
medicamento utilizados no tratamento da dor aguda. Os AINEs constituem
medicacdes de primeira linha no controle da dor aguda, reduzindo a
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biossintese de prostaglandinas tanto na periferia como no SNC. Apesar de seu
efeito anti-inflamatério ocorrer perifericamente, a analgesia se verifica no
compartimento central pois agem proporcionando um efeito poupador de
opioides, diminuindo seu consumo e, consequentemente seus efeitos adversos
(MARRET et al., 2005).

Os AINES sdo mais eficazes do que os opidides no controle da dor
somatica e dindmica, e apresentam propriedades anti-hiperalgésicas. No
entanto exibem fendbmeno de efeito-teto para a analgesia, onde doses acima
das estabelecidas ndo estdo relacionadas com maior grau de analgesia e sim
acarretam no aumento da incidéncia de efeitos adversos como gastrotoxicidade
e nefrotoxicidade (HYLLESTED et al., 2002; ONG et al., 2007).

Os opidides sao analgésicos potentes indicados em caso de dor
moderada a intensa principalmente em casos de dificil controle com outros
métodos, porém possuem efeitos adversos que incluem nauseas, vomitos,
sedacdo, distrurbios cognitivos, retencdo urindria, constipacdo e, raramente,
depressao respiratéria de acordo com a dose, idade, condi¢des clinicas do
paciente e tempo de exposicdo. Seu uso cronico pode promover tolerancia
(necessidades de doses crescentes para a manutencdo da analgesia). Nenhum
opidide especifico é superior aos demais quanto a eficacia terapéutica ou
incidéncia de efeitos adversos, porém alguns pacientes se adaptam melhor a
um tipo ou outro opidide (AL-HASHIMI et al., 2013).

O tratamento da dor neuropatica, geralmente se concentra no
tratamento dos sintomas porque raramente a causa da dor pode ser tratada.
Além disso, o0 manejo de condi¢cdes etiolégicas, como diabetes mellitus, é
tipicamente insuficiente para aliviar a dor neuropatica. Pacientes com dor
neuropatica geralmente ndo respondem a analgésicos como o acetaminofeno,
AINESs ou opioides fracos como a codeina (COLLOCA et al., 2017).

Numerosas recomendacdes terapéuticas, com diferentes classes de
drogas para a dor neuropatica sao propostos. A pregabalina (analogo do
GABA), duloxetina (inibidos da receptacdao de serotonina-noradrenalina) e
varios antidepressivos triciclicos sao recomendados para o tratamento de
primeira linha para dor neuropética e central. Alta concentracdo de capsaicina

(principio ativo de pimentas do género Capsicum ssp), emplastro de lidocaina e
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tramodol (opidides com efeitos de inibicdo da receptacdo de serotonina e
noradrenalina) apresentam fracas evidencias em seu uso sendo recomendadas
apenas como tratamento de segunda linha na neuropatia periférica. Uma
terceira linha de tratamentos, porém com fracas recomendacgfes, € 0 uso de
opibides fortes e toxina botulinica A (administrados por especialistas) (ATTAL
et al., 2006; ATTAL et al.,, 2010; TAN et al., 2010; MOULIN et al., 2014;
FINNERUP et al., 2015).

Os tratamentos com monoterapias também tem suas aplicagbes no
tratamento da dor neuropatica. Entre os antiepiléticos, a eficacia da pregabalina
e da gabapentina, incluindo formulacdes de liberacdo estendida, foi bem
estabelecida para o tratamento da dor neuropatica periférica e, em menor grau,
dor por lesdo medular devido a essa associagao resultar numa diminuicdo da
sensibilizacdo central. Porém, existem recomendacdes fracas, negativas ou
inconclusivas para outros tratamentos medicamentosos na dor neuropatica em
geral. Estudos mostraram que o0s resultados para inibidores seletivos de
receptacao de serotonina, antagonistas NMDA, mexiletina (um blogueador nao-
seletivo de canais de soOdio voltagem-dependente) e clonidina foram
inconsistentes ou negativos em certos sub-grupos de tratamento (LUO, et al.,
2001; COLLOCA et al., 2017).

Diante das desvantagens expostas em todas as classes de famacos
supracitados, existe a necessidade de estudos com substancias com potencial
de acdo analgésico, antiinflamatorios, antioxidantes e com baixo risco de

toxicidade, geralmente vantagens essas encontradas nos produtos naturais.

3.2 Produtos naturais no tratamento da dor

De acordo com dados da Organizacdo Mundial de Saude - OMS, pelo
menos 80% das pessoas em paises emergentes utilizam plantas medicinais
para os cuidados basicos de saude. Hoje em dia, 0 uso de produtos naturais no
Brasil cresceu, bem como o uso de ervas medicinais e terapias relacionadas. A
alta prevaléncia de estudos no Brasil, comparado aos estudos na india e China,
demostram que isso ocorreu devido a vasta biodiversidade encontrada nesses

paises e o0 ja existente uso cultural de plantas medicinais ou produtos naturais
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relacionados no tratamento de varios tipos de doenca (BOUKHATEM et al.,
2013; NGO; OKOGUN; FOLK, 2013).

Dentre os produtos oriundos de espécies vegetais com atividade
farmacoldgica, merecem destaque o0s O6leos essenciais (OE) e seus
constituintes. Além da sua utilizacdo na aromaterapia e em varias areas de
producdo industrial, também sao descritos como produtos com grande
potencial terapéutico e farmacolégico (EDRIS, 2007).

Os OE séo substancias liquidas arométicas, com compostos volateis
extraidos de flores, folhas, talos, frutas e raizes e também destiladas a partir de
resinas. Ganharam importancia como produtos terapéuticos, comesticos,
aromaticos e perfumes. Em sua constituicdo complexa, inclui a presenca de
compostos como terpenos (predominantemente), e outros constituintes
quimicos de diferentes classes como alcoois e aldeidos terpénicos, cetonas,
fenilpropandides, alcanos e alcoois alifaticos entre outros (SVOBODA; DEANS,
1995; EVANS, 2000; TAIZ, ZEIGER, 2002; BURT, 2004; EDRIS, 2007,
DUNNING, 2013).

Varios processos sdo utilizados para a extracdo dos 6leos essenciais
como a destilacdo a vapor e, por serem constituidos de substancias complexas
de baixo peso molecular, possuem varias atividades farmacoldgicas como
antifangica, anticancerigena, antibacteriana, antimutagénica, antinociceptiva e
anti-inflamatéria. Existe uma grande diversidade quimica de alcoois primarios e
secundarios originados de OE, dos quais sdo produzidos varios compostos
usados na industria alimenticia (SCOTT, 2000; RAUT; KARUPPAYIL, 2014;
MARTINO et al., 2015).

Os alcodis superiores sdo compostos por alcodis alinfaticos e
aromaticos, encontrados naturalmente em plantas aromaticas ou produzidos
pelas leveduras durante o metabolismo fermentativo, constituidos por alcodis
de cadeia simples ou ramificadas, com numero de carbono maior que dois e
peso molecular e ponto de ebulicdo superior ao do etanol. Podem ser formados
a partir do metabolismo de carboidratos como o piruvato ou através do
catabolismo de aminoacidos aromaticos de cadeia ramificada pela via de

Ehrlich. Os alcodis alinfaticos incluem propanol, isobutanol, alcool amilico ativo,
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alcool isoamilico e o 2-feniletanol (BIDAN, 1975; NYKANEN; NYKANEN, 1977;
LAMBRECHTS; PRETORIUS, 2000; HAZELWOOD et al., 2008).

3.3 2-Feniletanol

O 2-feniletanol (2-FE) € um alcool aromatico caracterizado por uma
delicada fragrancia de pétalas de rosas e muito utilizado como aromatizante
nas industrias de alimentos, cosméticos e perfumes. Possui fomula molecular
CgH10O e sua formula estrutural estd representada na Figura 1.9
(HAZELWOOD et al., 2008; HUANG; LEE; CHOU, 2001).

Figura 1.9 - Formula estrutural do 2-Feniletanol

OH

O 2-FE é um liquido incolor encontrado em 6leos essenciais de uma
variedade de espécies vegetais como Rosa damascena Mill. Rosa galica L.,
Hyacintus orientalis L., Pinus halepensis Mill., Dianthus caryophyllus L., Citrus
aurantium var. sinensis dentre outras. Possui grande interesse biolodgico devido
a sua propriedade antimicrobiana, na qual exerce efeito inibidor sobre o
crescimento de micro-organismos e bactérias gram-negativas e gram-positivas
(LILLY; BREWER, 1953).

Foram identificados varios compostos extraidos de Rosa damascena e
dentre eles o constituinte majoritario com 78,38% foi o 2-FE. O extrato
etandlico das partes aéreas de R. damascena apresentou atividade depressora
no SNC em camundongos, efeitos hipnéticos, anticonvulsivantes,

antidepressivos e analgésicos. O extrato hidroalcoolico de R. damascena nao
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mostrou atividade mecanica, porém o extrato etanolico apresentou efeito
antinociceptivo (HEIM; TAGLIAFERRO; BIBILYA, 2002; SCHIBER et al., 2005;
NYEEM et al., 2006; LOGHMANI-KHOUZANI; SABZI-FINI; SAFARI, 2007).

Compostos derivados de Oleos essenciais como o 2-FE possuem
desvantagens de instabilidade no processo de preparacdo e armazenamento, e
devido a sua baixa solubilidade em agua tém limitado suas aplicacdes. Os
Oleos essenciais podem ainda se oxidar, decompor - se ou evaporar quando
expostos ao ar, luz ou calor. Uma forma de estabilizagdo e uso desses 6leos ou
substancias derivadas deles é pela sua inclusdo em moléculas hospedeiras
adequadas. Tem sido demonstrado que além de melhorar a solubilidade, a
inclusdo com ciclodextrinas (CDs) também reduz a volatilidade, oxidacdo e
decomposicao térmica, de modo que os seus campos de aplicacdo podem ser
ampliados consideravelmente (AMANN; DRESSNANDT, 1993; WU; HUANG;
Ql, 2006).

3.4 Ciclodextrinas

As ciclodextrinas (CDs) nativas (Figura 1.10), sdo oligossacarideos
ciclicos néo toxicos derivados da degradacdo enzimatica do amido e
constituidas por seis, sete ou oito unidades de glicoses unidas por ligacfes
a1,4 e chamadas de a-ciclodextrinas (a-CD), B-ciclodextrinas (B-CD) e y-
ciclodextrina (y-CD), respectivamente. O encapsulamento em CDs € uma das
tecnologias mais aplicadas nos sistemas de protecao e liberagdo controlada de
substancias e uma das principais estratégias para manter a integridade
estrutural e atividades biol6gicas de moléculas ativas (CIOBANU; LANDY;
FOURMENTIN, 2013; KURKOV, S. V.; LOFTSSON, 2013; HADARUGA et al.,
2014; REINECCIUS; YAN, 2016).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=H%26%23x00103%3Bd%26%23x00103%3Brug%26%23x00103%3B%20DI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25550747
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Figura 1.10 - Representagcdo das estruturas quimicas das a, B e y-

ciclodextrinas
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Fonte: Andreaus, et al., (2010)

Forma estrutural das CDs € de um cone truncado com uma superficie
externa hidrofilica e uma cavidade interior hidrofébica, permitindo que eles
encapsulem substancias e formem complexos de inclusdo em solucéo e estado
sélidos (Figura 1.11). A liberacdo desses componentes complexados podem
ser influenciadas por fatores ambientais especificos, como temperatura e
umidade relativa (REINECCIUS; YAMAMOTO et al.,, 2012; YANG; XIAO; JI,
2015).

Devido as CDs apresentarem um papel importante no desenvolvimento
de farmacos pouco sollveis em agua, as mesmas proporcionam ao farmaco
aumento de solubilidade, devido a propriedade de formacédo de complexos de
inclusdo, atuando como carreador hidrofilico desses farmacos. A aplicacdo
farmacéutica mais importante inerente as ciclodextrinas sdo o aumento da
solubilidade, estabilidade, seguranca e biodisponibilidade de farmacos
(BREWSTER; LOFTSSON, 2007).
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Figura 1.11 - Representacao da forma estrutral de ciclodextrinas
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Varios estudos de caracterizacdo de complexos de inclusdo tem sido
realizados entre farmacos e CDs. Estas moléculas hospedeiras ocupam um
espaco importante devido a producado econémica em larga escala, que permite
sua utilizacdo em nivel industrial. Como caracteristicas inerentes a estas
moléculas destacam-se a baixa toxicidade e a possibilidade de serem
empregadas para consumo humano como auxiliares na formulacdo de drogas,
alimentos e de cosméticos. A B-CD é a mais utilizada devido ao seu baixo
custo e tamanho da cavidade ser apropriada para acomodar uma grande
variedade de farmacos (SZEJTLI, 1998; GRILLO et al., 2007).

A B-CD podem ser encontrada em numerosas formas de dosagem
orais comercializadas, bem como em formula¢gbes tdpicas, medicamentos
bucais e retais. As -CD ndo podem ser administradas por vias parenterais,
devido sua baixa solubilidade aquosa e efeitos adversos (por exemplo,
nefrotoxicicade) porém é essencialmente ndo téxico quando administrado por
via oral (BELLRINGER et al., 1995).
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Capitulo 2

Prospeccdao cientifica e tecnoldgica do estudo das
atividades bioldgicas e aplicacdes do 2-Feniletanol



RESUMO

O 2-Feniletanol (2-FE) € um alcool aromatico, derivado de 6leos essenciais,
com um aroma leve e duradouro de rosas. Muito utilizado na industria
alimenticia, cosmética e farmacéutica. O objetivo do estudo foi realizar uma
busca literaria do 2-FE utilizando informacdes disponiveis em bancos de dados
cientificos e tecnolégicos. A busca foi baseada em artigos cientificos e pedidos
de depodsitos de patentes e suas aplicagbes em varias areas dentre elas
Biotecnologia e aplicacdo em microbiologia e Farmacologia e Farméacia e
utilizou-se para isto as palavras-chave 2-Feniletanol e associada com o0s
termos antinociceptivo, antioxidante, neuropatia e anti-inflamatorio no idioma
inglés, espanhol e portugués. Os critérios de inclusdo foram artigos com
resumos e textos completos sobre atividades biotecnoldgicas e farmacoldgicas
e os pedidos de deposito de patentes nos periodos de janeiro de 2005 a agosto
de 2017, utilizando as bases de dados cientificos Science Direct, Pub Med,
Web of Science e Scopus e tecnologicas European Patent Office (EPO), World
Intellectual Property Organization (WIPO), United States Patent and Trademark
Office (USPTO), Derwent Innovations Index® (DII), Banco Latinoamericano de
Patentes (LATIPAT) e Instituto Nacional de Propriedade Intelectual (INPI).
Foram selecionados 561 artigos e 172 patentes sendo encontrado publicacdes
envolvendo o 2-FE e sua utilizacdo como aromatizante, conservante,
antioxidante, anti-inflamatério e biocombustivel. O numero de artigos
publicados foi bem reduzidoonde se faz necessario uma compreensdo maior
da importancia do 2-FE para o crescimento farmacolégico econémico e
tecnologico e os dados tecnoldgicos apresentaram o emprego na inddstria de

alimentos, cosméticos.

Palavras-chave: 2-feniletanol; 6leos essenciais; alcool aromatico; antioxidante;

anti-inflamatorio.



Abstract

2-Phenylethanol (2-FE) is an aromatic alcohol, derived from essential oils, with
a light and long lasting aroma of roses. Very used in the food, cosmetic and
pharmaceutical industries. The objective of the study was to perform a 2-FE
literary search using information available in scientific and technological
databases. The search was based on scientific articles and applications of
patent deposits and their applications in several areas among them
Biotechnology and application in microbiology and Pharmacology and
Pharmacy and the keywords 2-Phenylethanol and associated with the terms
antinociceptive, antioxidant, neuropathy and anti-inflammatory in English,
Spanish and Portuguese. The inclusion criteria were articles with abstracts and
full texts on biotechnological and pharmacological activities and patent filing
applications from January 2005 to August 2017, using the scientific databases
Science Direct, Pub Med, Web of Science and European Patent Office (EPO),
the World Intellectual Property Organization (WIPO), the United States Patent
and Trademark Office (USPTO), the Derwent Innovations Index® (DlIl), the
Latin American Patent Bank (LATIPAT) and the National Institute of Intellectual
Property ( INPI). A total of 561 articles and 172 patents were selected, and
publications containing 2-FE have been found and their use as a flavoring,
preservative, antioxidant, anti-inflammatory and biofuel. The number of
published articles was very small, where a greater understanding of the
importance of 2-FE for the economic and technological pharmacological growth
is necessary and the technological data presented the employment in the food
industry, cosmetics.

Keywords: 2-phenylethanol; essencial oils; aromatic alcohol; antioxidant; anti-
inflammatory.
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1 INTRODUCAO

O 2-Feniletanol (2-FE) é uma substancia aromatica volatii com um
aroma leve de rosas e muito utilizado na modulacdo de varias esséncias com
aplicacao na industria alimenticia e cosmética. Essa substancia quimica possui
varias denominac¢des sendo conhecida também como &lcool 2-feniletilico,
alcool B-feniletilico, benzil carbinol, B-hidroxi-etil-benzeno (ETSCHMANN et al.,
2002; XU et al., 2007). Apresenta férmula molecular CgH100 e sua formula

estrutural esta representada na Figura 2.1.

Figura 2.1 - Férmula estrutural do 2-Feniletanol

OH

O 2-FE é encontrado em 6leos essenciais extraidos a partir de flores e
frutos, tendo na sua producéo varias limitacdes devido ao clima, regido, custo e
eficiéncia na producédo. Para que a rapida ascensao e demanda seja atendida,
0 2-FE pode ser produzido através de sintese quimica (XU et al., 2007; MEI et
al., 2009).

O 2-FE é obtido por extracdo a partir de Oleos essenciais de flores,
porém esse processo rende baixas taxas de recuperacdo e alto custo de
producdo. Pode ser sintetizado pela via de Ehrlich em microrganismos e
estudos anteriores mostram a utilizacdo de leveduras, através de mutagénese
ultravioleta, no intuito de otimizar as condi¢cdes de cultura ou engenharia
metabdlica utilizando o aminoacido aromatico L-fenilalanina como substrato
para uma concentracdo maxima de 2-FE (CUI et al, 2008; MEI et al, 2009; HUA
et al. 2010; KIM; CHO; HAHN, 2014).
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Devido as restricdes na extracao e cultivos de plantas, foram realizadas
tentativas de obtencéo utilizando metabolitos secundarios como flavorizantes
por meio de cultivo de células e utilizacdo de biotecnologia para a producao em
larga escala desses compostos (HAVKIN-FRENKEL; BELANGER, 2008).

A utilizacdo de fungos filamentosos como Aspergillus niger, Polyporus
tuberaster e Ischnoderma benzoinum tem proporcionado bons rendimentos.
Ischnoderma benzoinum por sua vez, metabolizam a L-fenilalanina, levando a
formacao de 2-FE e alcool benzilico (LOMASCOLO et al., 1999; ETSCHMANN
et al., 2002; LOMASCOLO et al., 2003).

Leveduras como as Saccharomyces cerevisiae, Hansenula andmala e
varias cepas de Kluyveromyces possuem capacidades de producéo de 2-FE a
partir da utilizacdo do substrato L-fenilalanina. Pichia fermentans L5, uma cepa
isolada do solo, também possui capacidade de producédo do 2-FE (STARK et
al., 2003).

Ehrlich demonstrou em primeira mao que estes alcoois sao formados a
partir de aminoacidos correspondentes por meio da acao de enzimas. A partir
desta descoberta foi criada a chave de sequéncia para a via de Ehrlich:
transaminase, descarboxilase e &lcool desidrogenase (BIDAN, 1975;
HAZELWOOD et al, 2008).

Os aminoé&cidos assimilados na via de Ehrlich como a valina,
metionina, isoleucina e fenilalanina sdo absorvidos de forma lenta ao longo do
tempo de fermentacdo. Na producao de 2-FE pela via de Ehrlich (Figura 2.2)
ocorre a transaminacao do aminoacido fenilalanina e sua conversdo em um a-
cetoacido, o fenilpiruvato. Em seguida este sofre uma descarboxilacdo pela
descarboxilase do gene de fenilpiruvato (ARO10) formando o fenilacetaldeido
que por sua vez sofre um processo de reducdo por intermédio da alcool-
desidrogenase de S. cerevisiae (ADH2) (JONES; PIERCE, 1964; KIM; CHO;
HAHN, 2014).
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Figura 2.2 - Via de Ehrlich na formacéo do 2-Feniletanol a partir do aminoacido

Fenilalanina
Via de Ehrlich
G6P
‘ [ o e e mfes  Feplalanina \
A Transaminagdio 3
F6P aroG
l E4P weep, DHAP ===+ Chiquimato =»=T* Fenilpiruvato
thtd
1 Descarboxilagiio 1 AROIO
1 Fenilacetaldeido
GAP Redugtio 3 ADH?2
i \  2-Feniletanol /
l, G6P - glicose-6-fosfato
F8P — frutose-6-fosfato
GAP - gliceraldeido fosfato
PEP E4P - eritrose -4-fosfato
. PEP - fosfoenolpiruvato
Pps pps - fesfoenclpiruvato sintase
trktA - franscetolase A
H aroG - gene de S. cerevisiae
PlruvatO ARO10 - gene de S. cerevisiae
ADH2 - dlcool desidrogenase
DHAP - 3-deoxy-D-arabino-heptulosonate-7-phosphate synthase

Fonte: Adaptado de Kim; Cho; Hahn (2014)

A rota também pode alterar a via da glicolise, por meio da acdo da
transcetolase A de E. coli (tktA) que pode condensar frutose-6-fosfato (F6P) e
gliceraldeido-fosfato (GAP) em eritrose-4-fosfato (E4P), que por intermédio do
gene aroG ou por acado de fosfoenolpiruvato sintase (pps) produz 3-deoxy-D-
arabino-heptulosonate-7-phosphate synthase (DHAP sintase), entrando na via
do Chiquimato e produzindo fenilpiruvato para utilizacdo na via de Ehrlich
(DICKINSON et al., 2003).

O 2-FE ainda continua sendo alvo de muitas pesquisas no intuito que
sua producdo em larga escala possa ser utilizada na industria alimenticia e
desenvolvimento de novas pesquisas. Dessa forma, sabendo-se da utilizacéo
do 2-FE em varias areas tecnologicas, o presente trabalho teve como objetivo
realizar uma revisao cientifica e tecnologica do 2-FE em relacdo a sua ampla
utilizacdo, sumarizando as pesquisas ja desenvolvidas, utilizando informacdes

disponiveis em bancos de dados cientificos e tecnolégicos.
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2 METODO DE PESQUISA E CRITERIOS DE SELECAO

A prospeccéo cientifica e tecnologica do 2-FE foi baseada em artigos
cientificos e pedidos de depdésitos de patentes e suas aplicacbes em varias
areas dentre elas Biotecnologia e aplicacdo em microbiologia e Farmacologia e
Farmécia. A busca na literatura cientifica foi realizada utilizando as palavras-
chave 2-Feniletanol e suas associacdes com o0s termos p-ciclodextrina,
antinociceptivo, antioxidante, neuropatia e anti-inflamatorio e 2-Feniletanol e B-
ciclodextrina com 0s termos antinociceptivo, antioxidante, neuropatia e anti-
inflamatorio nos idiomas inglés, espanhol e portugués.

As bases de dados pesquisadas foram o Science Direct, Pub Med,
Web of Science e Scopus. Em seguida, os artigos foram selecionados de
acordo com os seguintes critérios de inclusdo do estudo: artigos com resumos
e textos completos que retratavam varias atividades dentre elas suas
aplicacOes biotecnoldgicas e farmacoldgicas. Para a remocédo de duplicatas, foi
utilizado o programa EndNote® X7 (Thomson Reuters; New York; USA). O
espaco de tempo delimitado para o estudo foram os artigos publicados de
janeiro de 2005 a agosto de 2017.

As buscas pelas patentes foram realizadas nas bases de dados
tecnolégicas European Patent Office (EPO), World Intellectual Property
Organization (WIPO), United States Patent and Trademark Office (USPTO),
Derwent Innovations Index® (DIl), Banco Latinoamericano de Patentes
(LATIPAT) e Instituto Nacional de Propriedade Intelectual (INPI) utilizando
como delimitacdo, os pedidos de depdsito de patentes nos periodos de janeiro
de 2005 a agosto de 2017. O periodo de coleta dos dados cientificos e
tecnoldgicos se deram nos meses de junho e agosto de 2017 e os resultados

foram tratados utilizando o programa GraphPad Prisma (verséo 6.0).
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3 RESUTADOS E DISCUSSAO

3.1 Prospeccao cientifica

De acordo com o numero de artigos publicados nas bases de dados, o
termo 2-Feniletanol apresentou um total de 561 artigos e distribuidos nas bases
de dados com um total de 35 no Science Direct, 62 artigos no Web of Science,
436 no PubMed e 28 no Scopus. Quando realizada a busca ao 2-Feniletanol
associado com outros descritores, um numero considerado foi encontrado. No
que se referiu ao 2-Feniletanol e Antioxidante totalizou-se 45 artigos, divididos
nas bases de dados Science Direct com um total de 06 artigos, Web of Science
com 08 artigos, PubMed com 14 e Scopus com 13 artigos publicados (Tabela
2.1).

Em relagcdo ao descritor 2-Feniletanol e Anti-inflamatério foram
encontrados 35 artigos divididos nas bases de dados Science Direct com 28
artigos, Web of Science com 01 artigo, PubMed com 5 e Scopus com 01 artigo.
Em relagcdo aos descritores 2-Feniletanol e B-ciclodextrina e sua associagéo
com os demais termos, ndo foram encontrados nenhum resultado (Tabela 2.1).

Depois de uma reavaliacdo dos artigos, a escala de tempo do nimero
de publicacdes foi observada (Figura 2.3). No decorrer dos anos é visivel uma
oscilacdo entre o niumero de publicagcbes em relacdo aos anos mostrando uma
elevacdo de 10% no ano de 2006 e 2008, seguido de um crescimento de 12%
no ano de 2009 e mantendo-se nessa media em 2014 com 10%. Agosto de
2017 apresenta uma parcela significativa de artigos (7%) mostrando um
interesse elevado dos grupos de pesquisa sobre esse composto isolado.
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Tabela 2.1 — Numero de artigos cientificos publicados nas bases de dados Science Direct, Web of Science, Pub Med e Scopus por

palavras-chave no periodo de 2005 a 2017

Palavras-chave Science Direct Web of Scopus
Science
2-phenylethanol 35 62 28
2-phenylethanol and antinociceptive - - -
2-phenylethanol and neuropathy - - -
2-phenylethanol and antioxidant 07 08 13
2-phenylethanol and Anti-inflammatory 28 01 01

2-phenylethanol and B-cyclodextrin

2-phenylethanol and B-cyclodextrin and antinociceptive
2-phenylethanol and B-cyclodextrin and neuropathy
2-phenylethanol and B-cyclodextrin and antioxidante
2-phenylethanol and B-cyclodextrin and Anti-

inflammatory

Fonte: Do préprio autor (2017)
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Figura 2.3 - Evolugéo anual das publicagbes referente ao 2-FE nas bases de

dados Sience Direct, Web of Science, PubMed e Scopus
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3.2 Aplicacdes biotecnoldgicas e farmacolégicas do 2-FE

3.2.1 Principais utilizacdes biotecnoldgicas

A maioria dos artigos fazem associacdes do 2-FE com sua utilizacdo na
indUstria alimenticia, perfumaria e cosméticos (ATSUMI et al, 2008;
ETSCHMANN et al, 2002). Embora ele possa ser sintetizado quimicamente, a
legislacdo dos Estados Unidos e Europa restringem sua utilizacdo de sintese
guimica apenas nos setores da industria, cosméticos e perfumaria (XU et al,
2007). A Figura 2.4 mostra Paises como a China (CN) com 54 artigos,
Alemanha (DE) com 40 artigos, Estados Unidos (US) com 36 artigos, Espanha
(ES) com 26 artigos e lItalia (IT) com 24 sdo detentores dos maiores numeros
de publicagéo e isso pode ser devido ao fato de esses paises possuirem um
maior investimento em tecnologia, embora outros paises demonstrem também

o interesse pela utilizagéo do 2-FE.
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Figura 2.4 - Numero de publicagdes nos paises referente ao 2-FE nas bases

de dados Sience Direct, Web of Science, PubMed e Scopus
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Dentre as avaliagbes com o 2-FE na base de dados Web of Science e

Scopus, foi possivel observar que os artigos poderiam ser classificados quanto

aos temas Biotecnologia e aplicagdo em Microbiologia e Farmacologia e

Farmacia. A Figura 2.5 mostra dentro dos temas Biotecnologia e aplicacdo em

Microbiologia e Farmacologia e Farmacia um numero considerado de artigos

cientificos totalizando 53 e 34 artigos respectivamente.
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Figura 2.5 - Numero de publicagbes do 2-FE referentes aos temas
Biotecnologia e Aplicacdo em Microbiologia na base de dados Web of Science

e Scopus
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Quando se fala na sua aplicagcdo em Biotecnologia e Microbiologia,
pode-se enfatizar sua producdo em larga escala. O 2-FE pode ser usado na
producdo de vinhos, proporcionando-lhe aroma com notas doces e florais
consideradas como caracteristicas positivas (WONDRA; BEROVIC, 2001). A
utilizacdo do 2-FE também se destaca na quimica de polimeros e como um
alcool potencialmente valioso para a proxima geracdo de biocombustiveis e
devido a sua producdo ser a partir de aminoacidos, a busca por novas
tecnologias para sua producdo em larga escala é grande.

Zhang e colaboradores (2014), destacam o estudo de uma nova estirpe
de bactérias identificadas como Enterobacter sp. CGMCC 5087, que produz 2-
FE através da via do fenilpiruvato, capaz de utilizar monossacarideos
renovaveis como fonte de carbono e de NH4Cl como fonte de azoto (nitrogénio)

para produzir 2-FE.

3.2.2 Aplicagbes Farmacologicas

O uso do 2-FE pede ser também destacado nos campos de pesquisa

em Farmacologia e Farmacia. Os estudos mostraram a presenca de 2-FE (40 a
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61%) como componente majoritario no oleo essencial de flores de Magnolia
virginiana, a qual exibe atividades contra linhagens de células de carcinoma de
pulmdo e de mama (FARAG; AL-MAHDY, 2013).

Estudos com metabdlitos secundéarios presentes em plantas mostrou
varias atividades antioxidantes e protecdo contra danos oxidativos celulares
(MAGANHA et al., 2010). Muitos desses metabdlitos sdo compostos volateis,
produzidos em tecidos vegetais em fases especificas como florescimento e
maturacdo, dos quais apenas uma pequena proporcdo deles gerem uma
‘marca biolégica de sabor”, ajudando no reconhecimento necessario do
alimento (GOFF; KLEE, 2006).

Na Tabela 2.2, mostra uma compilacdo dos estudos envolvendo 2-FE
apresentando varias utilizacdes, dentre elas como componente ativo no
controle de bactérias patogénicas de origem alimentar, composto majoritario
em plantas podendo ser explorado como fonte natural para controle de
espécies de ervas daninhas invasoras, componente encontrado em compostos
com atividades antioxidantes e apoptotica contra células cancerigenas do colon
e inducao na diferenciacdo de células leucémicas, como também sua utilizacdo
em anti-microbianos, anti-sépticos, desinfetantes e conservante em produtos
farmacéuticos.

De acordo com a Figura 2.6, os dados mostram que as publicacdes
ocorreram a partir de 2008 com apenas 2% de artigos publicados, porém
ocorreu um aumento nos anos subsequentes, mostrando um apice de 20% em
2013 e um leve declinio nos anos posteriores. Em 2016, apresentou uma
porcentagem de 8% e 2017 apresentou a porcentagem de 5% até agosto de
2017, podendo ter um aumento devido o composto apresentar um interesse no

desenvolvimento nesta area de estudo.
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Tabela 2.2 - Publicacdes referente ao descritor 2-Feniletanol e Antioxidante e 2-Feniletanol e Anti-inflamatorio nas bases de dados
Science Direct, Web of Science, Pub Med e Scopus no periodo de 2005 a 2017

Ano/Autor Titulo Periodico Principais resultados
Serreliet  Evaluation of natural occurring Food Research  Os vinhos de Nuragus possui atividade antioxidante. Os dados
al.,, 2017 bioactive compounds  and International obtidos podem ajudar os produtores de vinho Nuragus a
antioxidant promover este vinho monovarietal como um complemento
activity in Nuragus white wines associado a dieta mediterranea. Dentre 0s principais
componentes volateis estdo o 2-feniletanol (12,3-40,0%) na
sua composigao.
Yu etal.,, Identification of antibacterial Natural Product Determinacdo da composi¢do quimica e isolamento de
2015 and antioxidant constituents of Research substancias com propriedades antioxidantes e antibacterianas
the essential oils of do O6leo essenciai de Cynanchum chinense e Ligustrum
Cynanchum  chinense and c?mpactum. Trinta e oito cbomponen]:[es foram identificaddos em
; Oleos essenciais e com base no fracionamento guiado por
Ligustrum compactum bioatividade, o 2-Feniletanol foi isolado e identificado como
um dos componentes ativos, apresentando alta atividade
antioxidante, no controle de bactérias patogénicas de origem
alimentar.
Loizzo et  Phenolics, aroma profile, and  Journal of Food Foi avaliada a atividade antioxidante e perfil de aroma em
al, 2013 in vitro antioxidant activity of Science Saracena, produzida a partir do vinho de uvas brancas.

Italian dessert passito wine
from Saracena (Italy)

Através de microextracdo em fase sélida com cromatografia
gasosa e espectrometria de massas (GC-MS), foram
identificados dentre os compostos fendlicos a presenga de
alcoois superiores, dentre eles 0 2-Feniletanol.




Ano/Autor Titulo Periddico Principais resultados
. Phytotoxic effects of volatile oil Allelopathy Foram investigados os constituintes volateis e atividade
Dallaliet  fom verbena spp. on the Journal antioxidante de partes aéreas Verbena officinalis L. e Verbena
al., 2014 germination and radicle growth supina L. apresentando na constituicdo do Oleo essencial,
of wheat. maize. linseed and substancias como o 2-feniletanol. O Oleo essencial de V.
' ! . officinalis mostrou atividade antioxidante e aleloquimicos
Can?ryt fgras§ | antd phenolic dessas espécies podem ser utilizados no controle de espécies
content or aerial parts de ervas daninhas.
Castro et  Saccharomyces cerevisiae Journal of O estudo sugere uma avaliagdo no metabolismo de
al., 2012  Oxidative Response Evaluation Agricultural and Saccharomyces cerevisiae, no perfil de compostos com
by Cyclic Food Chemistry capacidade antioxidante em um vinho sintético durante a
Voltammetry and Gas fermentagdo, abordando uma conduta bioanalitica e
_ classificagdo de amostras através de caracteristicas
ghroTatogtraphy Mass eletroquimicas e bioquimicas. Durante o processo foi
pectrometry verificado que o acido acético, 2-Feniletanol e acetato de
isoamila contribuem de forma significativas durante a
fermentagdo alcoolica, mostrando um padréo similar aos
vinhos normais.
Amir etal.,, Essential Oil Composition and Latin American O estudo caracteriza a presenca de 50 substancias existentes
2012 Bioactivities of Mimusops elengi Journal of no Oleo essencial de flores de Mimusops elengi. A
Flowers Pharmacy identificagao foi feita por GC capilar e GC/MS, dos quais 0 2-

Feniletanol é o constituinte majoritario. O 6leo apresentou
atividade antibacteriana, antibacteriana e anti-inflamatéria e
inibicdo seletiva de COX-1.

89



Ano/Autor Titulo

Periddico

Principais resultados

Yamamoto Synthesis of novel phospholipids

et al., that

2011 bind phenylalkanols and

hydroquinone

via phospholipase D-catalyzed

transphosphatidylation

New
Biotechnolog

y

Kodym et  Physical and chemical properties Acta Poloniae

al., 2006 and stability
Of sodium cefazolin
eye drops determined
With HPLC method

in buffered

Pharmaceutic
a - Drug
Research

O estudo concentrou-se no processo de transfosfatidilacdo de
fenilalcoois funcionais, por enzima lipolitica usada para
hidrolisar ligagbes fosfodiester nos fosfolipidios (PLD) a partir
de Streptomyces sp. utilizando dentre outros componentes
encontrados no 6leo de oliva, o 2-Feniletanol. O 6leo de oliva
apresenta atividades antioxidantes, apoptética contra células
cancerigenas do colon e inducdo na diferenciacdo de células
leucémicas.

O estudo mostra o uso de 2-Feniletanol na estabilidade e
conservagdo de medicamentos, além de promover outras
atividades conferindo a formulacdo do colirio ceftazidime,
atividade antimicrobiana, quando numa concentracdo de 0,4
mg/ml, com eficacia contra cepas de bactérias Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,
Candida albicans ATCC 10231 e Aspergillus niger ATCC
16404 e Listeria monocytogenes.

Fonte: Proprio autor (2017)

90
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Figura 2.6 - Evolucdo anual das publicacbes referente ao 2-Feniletanol e

Antioxidante e nas bases de dados Sience Direct, Web of Science, PubMed e

Scopus
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A Figura 2.7 mostra que o uso do 2-FE associado a anti-inflamatorios

teve um aumento no numero de publicacdo a partir de 2008, chegando a 25%

em 2012, houve uma queda em 2013 e voltou a crescer em 2014 e 2015. Em

maio de 2016 foram contabilizados 6% no nimero de publicacbes e acredita-se

gue este numero possa aumentar devido ao interesse nos estudos deste

composto associados com anti-inflamatorios.
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Figura 2.7 - Evolucdo anual das publicactes referente ao e Anti-inflamatorio
nas bases de dados Sience Direct, Web of Science, PubMed e Scopus
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3.3 Prospeccéo Tecnoldgica

Para mais informacdes a reviséo tecnoldgica foi realizada em bases
de dados de patentes depositadas no periodo de junho de 2005 a agosto de
2017. Os critérios de inclusdo para a selecédo de patentes foram: as publicadas
em Inglés, Espanhol ou Portugués, com as palavras chaves 2-Feniletanol,
antinociceptivo, anti-inflamatério, antioxidante e neuropatia, no titulo, resumo e
no texto completo. Foram encontradas patentes com o termo 2-phenylethanol
com um total de 100, 70 e 6 nas bases de dados DIl, WIPO E USPTO
respectivamente. No que se refere ao campo de aplicacdo em Biotecnologia e
aplicacdo em Microbiologia e aplicagdo em Farmacologia e Farmacia, as
Tabelas 2.3 e 2.4 sumarizam as patentes encontradas. Pode-se observar
também uma quantidade de patentes significativa na area biotecnoldgica,

mostrando seu uso promissor nesse campo (Figura 2.8).



Tabela 2.3 - Patentes relacionadas as aplicacfes tecnoldgicas do uso do

Microbiologia
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2 Feniletanol usadas em Biotecnologia e aplicacdo em

Numero da CIP  Inventor ou Titulo Inovacéao Ano
patente depositario
CN101016517-A C12N Cui zZ Saccharomyces CWY132 for brewing A invengcdo descreve o uso de Saccharomyces 2008
CN100494343-C C12P Yang X and its application in the preparation CWY132 na fabricacdo de cerveja. As vantagens
Wang K Zhu ©of 2-phenylethanol by the s&o o periodo curto de fermentagdo e elevada
Y fermentation microorganism temperatura de fermentagéo. A invencdo pode ser
Zhu T gsada_ na producdo de élcpol por fermen_tagéo, 0
[41] mvestl(nento,d_e produgao € pouco, o rendimento é
alto e é propicio a produtora industrial.
W02008098227-A C12N Liao JC A novel recombinant microorganism A invencédo descreve o0 uso de um microorganismo
US2009081746-A1 C12P Atsumi S useful for producing an alcohol, for recombinante que produz o 2-feniletanol a partir de 2008
AU2008212799-A C10L  Smith KM, example 1-propanol, isobutanol, 1- um metabolito que compreende o 2-ceto-acido.
EP2118266-A2 Shen RC butanol, 2-methyl-1-butanol, 3-methyl-
KR2009117739-A Cann AE 1-butanol and 2-phenylethanol
CA2678261-Al Connor MR
CN101688175-A Cann A
MX2009008416- Connor M
Al Liao J
JP2011510611-W Shen RP
RU2009133805-A Smith K
MX303600-B Shota A
CN103540559-A Atsumi SH
US8975049-B2 [22]

BR200807235-A2
US2015376656-Al
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Numero da CIP  Inventor ou Titulo Inovagéo Ano
patente depositario
Mei J Natural preparation of 2- A invencdo descreve o preparo natural de 2- 2008
CN101157940-A C12N Chen H phenylethanol, involves inoculation of feniletanol, envolvendo o uso de Saccharomyces
C12P Ying G Saccharomyces cerevisiae, adding L- cerevisiae como biocatalisador, por acréscimo de
C12R Wang H phenylalanine, carrying out table L-fenilalanina como substrato produzido por
YiY oscillation or stirring of air and catalisadores ou zymotechnics, onde o solvente é
Chen J transforming the medium into organic o0 &cido oleico ou polipropileno. O método é util
solvent and obtaining 2-phenylethanol para a preparacdo de 2-feniletanol natural
[41] (reivindicada)
JP2011030530-A  A23L Sugiyama M Lactic acid producing bacteria capable A invencéo descreve o uso de bactérias produtoras 2011
C12N Kumagai T of generating 2-phenylethanol used in de acido lactico capaz de gerar 2-feniletanol, pela
C12P [35] the composition to provide increased mutacdo em bactérias e selecdo de cepas
fragrance to the food product by resistentes, analogas a bactérias que produzem a
introducing mutations into bacteria fenilalanina a partir do &cido lactico. O método é
and selecting phenylalanine util para a geracdo de 2-feniletanol, que € utilizado
analogous to resistant strain na composicdo da fragrancia em produtos
alimentares (todos reivindicados), detergentes e
cosméticos.
W02011037598- C12N Liao JC A novel recombinant photo- A invengdo descreve um microorganismo 2011
Al Atsumi S autotrophic microorganism comprising fotoautotréfico recombinante que produz o 2-
[19] the expression of feniletanol a partir de diéxido de carbono, utilizados

heterologous/superexpression of the
endogenous carbon-fixing enzyme
useful for the production of alcohol, for
example 1-propanol, and 2-
phenylethanol from carbon dioxide as
a source of carbono

na producdo de biocombustiveis. O alcool é
produzido a partir de um metabdlito contendo 2-
cetodcido, que compreende a expressdo de um
heter6logo ou a super-expressao de uma enzima
de fixacdo de carbono enddgeno.
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Numero da CIP  Inventor ou Titulo Inovagéo Ano
patente depositario
CN102392055-A C12P Rong S Preparation of 2-phenylethanol A invencdo descreve a preparacgao de 2-feniletanol
Zhang X comprises selection of active dry (reivindicada). O método oxida e degrada o alcool 2012
Guan S yeast capable of oxidising to degrade pela levedura e converte em 2-feniletanol; reduz a
Ding B the alcohol; uses L-phenylalanine as possibilidade de contaminag¢do microbiolégica no
Chen Y the substrate and alcohol as the sole processo de bioconversdo e a possibilidade de
[05] source of carbon for fermentation impureza organica no caldo de fermentagdo com 2-
feniletanol; melhora a taxa de utilizacéo da fonte de
carbono; tem producdo de baixo custo; e é
adequado para a preparacao a escala industrial
CN102816708-A C12N LIU X, New strain of Saccharomyces A invencdo descreve 0 uso de cepas de 2013
C12P TANG Y, cerevisile WHH6 useful for the Saccharomyces cerevisiae WHH6 na obtencdo do
C12R LIUT preparation of 2-phenylethanol 2-feniletanol (reivindicada).
[40]
JP2014204715-A A23L Wakabay Manufacture of seasonings containing A inven¢do descreve a producdo de um tempero 2014
Ashi N, a flavoring substance for food com sabor produzido por cultura de levedura,
Tanaka H, beverages involves the cultivation of contendo fontes de azoto organico escolhido a
Hishiya N yeast, which has the_ ability to prod_uce partir de; extrato _ de levedura e de soja. A
Nishitani\’( a flavor substance in culture medium substancia aromatizante é escolhida a partir de
containing sources of organic nitrogen methionol e 2-feniletanol.
[74] and amino acids
KR2014026778-A C12N Hahn JS, New yeast aldehyde dehydrogenase A invencdo descreve a descoberta de um novo 2014
KR1419591-B1 C12P Kim BS gene ALD3, useful in the production of gene da aldeido desidrogenase de levedura ALD3,
[48] 2-phenylethanol used in cosmetics e sua utilidade na producdo de 2-feniletanol

(reivindicado), Aumentando a eficiéncia e
reduzindo o custo na producéo de 2-feniletanol.
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Numero da CIP  Inventor ou Titulo Inovagéo Ano
patente depositario
KR2014079199-A C12G ShimmMB, New strains of Saccharomyces A invenc&o descreve o uso de novas cepas de 2014
KR1497434-B1 C12N  Jeonyw, Cerevisiae JY230, useful for the gaccharomyces cerevisiae JY230 na produgdo
Ahn JH, pLOdUCtr:OI” of 2-phenylethanol and 2= ge 2.feniletanol e 2-fenetilacetato; e para a
Lee gy Phenethylacetate preparacdo de bebidas alcodlicas, incluindo o
[63] vinho medicinal, licor e, vinho de fruta
proporcionando  bebida  alcodlica  com
excelentes caracteristicas de aroma.
WO02014169106- C12N Costa MA, A modified plant that encodes an A invencdo descreve modificacdo de uma 2014
Al Lewis NG, ©nzyme associated with the espécie de planta, que possui pelo menos um
Davin LB Plosynthesis of compounds such as  ngjinycledtido exégeno, para a codificagéo de
[50] g(r)cr)nn;)?)lgilt?onr:Sh%)ng;y%ptljsedofm atIT;I pelo menos uma enzima associada com a
ohenol, propenylphenol and  2- biossintese de 2-feniletanol, utilizado para
phenylethanol. caracterizacao de aroma/sabor.
PL408170-Al C12N Mierzejewsk New strains of yeast Saccharomyces A invengcdo descreve uma nova cepa de 2015
C12P al cerevisiae - AM1 deposited in the |eyvedura Saccharomyces cerevisiae AM1-D e
C12R Mularska A Culture Collection at the International 5 g5 ytilizagdo na producio de 2-feniletanol
[17] Institute of Biotechnology of Industrial - o5 pintransformacéo de L-fenilalanina.

Microorganisms agro- number -
KKP2055p for use in the production of
2-phenylethanol



https://apps.webofknowledge.com/OneClickSearch.do?product=DIIDW&search_mode=OneClickSearch&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage&colName=DIIDW&SID=3DRyRaQFkhK5Rn9zK6h&field=AU&value=SHIM+M+B
https://apps.webofknowledge.com/OneClickSearch.do?product=DIIDW&search_mode=OneClickSearch&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage&colName=DIIDW&SID=3DRyRaQFkhK5Rn9zK6h&field=AU&value=JEON+Y+W
https://apps.webofknowledge.com/OneClickSearch.do?product=DIIDW&search_mode=OneClickSearch&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage&colName=DIIDW&SID=3DRyRaQFkhK5Rn9zK6h&field=AU&value=AHN+J+H
https://apps.webofknowledge.com/OneClickSearch.do?product=DIIDW&search_mode=OneClickSearch&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage&colName=DIIDW&SID=3DRyRaQFkhK5Rn9zK6h&field=AU&value=LEE+J+H

Tabela 2.4 - Patentes relacionadas as aplica¢des tecnoldgicas do uso do 2-Feniletanol usadas em Farmacologia e Farmacia
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NUm da patente CIP Inventor ou Titulo Inovacao Ano
depositério
US2005131258A1 CO07C Rode CV, Preparation of 2-phenylethanol useful in, A invencdo descreve a preparacdo de 2- 200
US6979753-B2 Kshirsagar for example, antiseptic creams and feniletanol dtil como substancia quimica em 5
IN232572-B VS, deodorants involves hydrogenation of fragrancia de perfumes e desodorizantes,
WO?2005063662- Rane VH catalytic transfer of styrene oxi_d_e in the como bacteriostatico e agente antifl]ng!co, em
Al Chaudh ar’l prt:slenf[:e ch:l Eegerogengous transition metal forrgulta(;()es, (_:osmtét_lcas e n? fabrlcotcie
catalyst and hydrogen donor. produtos quimicos tais como estireno, acetato
AU2003300713-A1 RV, Vasant de fenil éster, acido fenil acético,
IN200400399-P1 . RC, fenilacetaldeido, o acido benzdico, e éter bis-
V|kaS SK, fenilo.
Vilas HR
[30]
US2008096850-A1 A61K Syverson RE, Inhibition of toxin production in toxic shock A invencao descreve a inibicdo da producdo 200
A61P Proctor RA  Syndrome from a Gram positive bacterium da toxina 1 (TSST-1) pela sindrome de choque g
[01] located around the woman's vagina upon toxico a partir de bactérias Gram-positivas. E
exposure to a formulation comprising realizada a exposicdo das bactérias Gram-
carrier and active ingredient e.g. positivas a uma formulacdo vaginal liquida
hexachlorophene and acetaminophen contendo, por exemplo, 2-feniletanol, alcool
benzilico, acido trans-cinamico ou
acetaminofeno.
CN104498539- C12P Cai B, Preparation of 2-Phenylethanol A invencdo descreve a preparagdo de 2- 2015
A C12R Guan S, comprises the addition of activated feniletanol a partir de ativado de levedura de
Li Q, beer yeast in the biological conversion cerveja em um meio de cultura de converséao
Rong S, medium, using L-phenylalanine as bioldgica, tendo a L-fenilalanina, glicose,
Tian X substrate, glucose as carbon source, antioxidante para se obter 2-Feniletanol. O
[65] addition of antioxidant, leading to método aumenta a taxa de producdo e

fermentation

encurta o periodo de converséo bioldgica.
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NUm da patente CIP Inventor ou Titulo Inovacgéo Ano
depositario

RU2558329-C1 CO07C Chernysheva A method of producing 2- (4- A invencdo descreve o método de producdo de 2015

Co7C GA, Kryukov hydroxyphenyl) ethanol (n-tyzole) alcool possuindo um efeito estimulante,
YUA, imunomodulador, cardioprotetor, anti-

Malykhin V'V ca,nceriggno e anti.—inflamatc')rio. A r_ealiza(;éo do

Muradov KK: meétodo inclui a nitracdo de 2-feniletanol, com

Plotnikov MB, hidrolise subsequente do composto diazo.

Sysolyatin SV
[59]
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Figura 2.8 - Numero de patentes encontradas com o termo 2-Feniletanol nos
campos Biotecnologia e aplicacdo em Microbiologia, Farmacologia e

Farmacia e Antioxidante e Anti-inflamatorio

10+ Ml Biotecnologia e Microbiologia

[ Farmacologia e Farmacia

[ Antioxidante e Anti-inflam atério

N° de Patentes depositadas

As patentes selecionadas na Figura 2.8, mostraram que o 2-FE possui
uma importancia relevante na areas de biotecnologia e microbiologia, sendo
Seu uso muito expresso na industria cosmética, alimenticia e quimica. Mas o 2-
FE etanol também possui uma discreta utilizacdo em areas de farmacologia e
farmécia, tendo destaque como conservante de medicamentos e uma acao,
mesmo que em poucos estudos, antioxidante bem evidenciada e acdo anti-
inflamatoria pela associacdo e aumento de eficacia em composicdes

farmacéuticas. A Figura 2.9 sumariza as mais diversas aplicagdes do 2-FE.
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Figura 2.9 - Aplicacdes do 2-Feniletanol
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anticancerigena e anti-inflamatéria

J

Dentre os paises com maior nimero de depositos de patentes sobre
0 2-Feniletanol, merece destaque os Estados Unidos, China e Japéo, Coreia do
Sul, México, Australia, Canad4, india, Espanha, Alemanha, Brasil, Federac&o
Russa, Singapura, Hong Kong, Israel, Filipinas, Franca, Nova Zelandia,
Argentina, Eslovaquia, Italia, Polénia e Africa do Sul (Figura 2.10).
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Figura 2.10 - Distribuicdo de pedidos de depdésitos de patentes sobre o 2-

Feniletanol
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No que diz respeito a Classificacdo Internacional de Patentes (CIP) nos
pedidos de depdsitos encontrados, as principais aplicacdes do 2-FE tem
destaque nos codigos C12N, A61K e C12P (Figura 2.11). A classificagdo C12N
obteve o maior nimero de patentes, e refere-se a utilizacdo de micro-
organismos ou enzimas, suas composi¢fes, propagacao, conservagdo ou
manuten¢ao de micro-organismos como também o uso de engenharia genética
ou de mutacdes, utilizacbes de meios de cultura para a obtencdo de compostos
quimicos.

Sugiyama e Kumagai (2011) destacam o uso de bactérias produtoras
de acido lactico capaz de gerar 2-FE utilizado na composicéo para proporcionar
aumento de fragrancia ao produto alimentar, através da introducdo de
mutacdes em bactérias. Outra invencéo destaca o uso de um micro-organismo
fotoautotréfico recombinante que produz um alcool selecionado (2-FE) a partir
de diéxido de carbono, utilizado na produgdo de biocombustiveis (LIAO;

ATSUMI, 2001).
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Figura 2.11 - Distribuicdo do numero de pedidos de depdésitos de patentes do

2-Feniletanol de acordo com os cédigos de classificagéo internacional

60 A

40 A

20 18

N°de Patentes depositadas

Céd de Classificagcdo de Patentes

Em segundo lugar, esta o codigo de classificacdo A61K que se refere a
reparacoes para finalidades médicas, odontoldgicas ou higiénicas, dentre eles
meétodos especialmente adaptados para dar aos produtos farmacéuticos formas
fisicas determinadas ou aspectos quimicos. O 2-FE tem destaque como
conservante para estabilizacdo a longo prazo de medicamentos utilizados no
tratamento de doenca do trato gastrointestinal de animais (WANG et al., 2009).

Um terceiro lugar é ocupado pelo codigo de classificacdo internacional
C12P, que trata do uso do 2-Feniletanol em processos de fermentacdo ou
processos que utilizem enzimas para sintetizar uma composi¢ado ou composto
guimico desejado ou para separar isdbmeros 6pticos de uma mistura racémica.
Hahn e kim (2014), prop6em o uso do gene da aldeido desidrogenase (ALD3)
na producdo de 2-feniletanol, Gtil em produtos cosméticos.

Merecem destaque também, os demais codigos de classificacédo
internacional, demonstrando a ampla aplicagdo do 2-FE. Jia e colaboradores
(2009) mostram que a remocdo de substancias, como o 2-FE, atuam como
inibidores da fermentacédo, permite processos de fermentacdo mais eficazes e

eficientes, e producéo de etanol com custo menor.


https://apps.webofknowledge.com/OneClickSearch.do?product=DIIDW&search_mode=OneClickSearch&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage&colName=DIIDW&SID=3CPG6x82edx9dqguv8v&field=AU&value=WANG+Q
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4 CONCLUSOES PARCIAIS

A revisdo literaria proporcionou uma visdo geral do numero de
publicacdes envolvendo o 2-FE, mostrando sua utilizacdo como substancia
utilizada na industria de cosméticos e alimentos, aplicacdo em larga escala na
industria, como biocombustivel e também apresentar atividades antioxidantes e
anti-inflamatério como componente ativo e de conservacdo de medicamentos.
Porém, estudos precisam ser realizados em relacdo a sua utilizacdo nos
campos da industria farmacéutica e aplicacdo de suas atividades bioldgicas e
farmacoldgicas no estudo de doencas.

Tendo em vista que a inovacdo é um fator chave para a industria, a
prospeccédo tecnolégica mostrou que os depdsitos patentérios referentes ao 2-
FE sdo bem menores que o numero de artigos cientificos publicados. Isso
reflete no interesse de divulgacdo de dados na comunidade cientifica serem
mais relevantes nos grupos de pesquisas do que sua utilizagdo como um

componente tecnoldgico em potencial.
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4 DISCUSSAO

O desenvolvimento da dor neuropatica, apds uma injuria do nervo, se
da& com o aumento do nivel de varios citocinas tais como fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), interleucina-lbeta (IL-1B), interleucina -6 (IL-6),
juntamente com o 6xido nitrico (NO) a partir das células gliais, macréfagos
dentre outros (CLARK; OLD; MALCANGIO, 2013).

Varios estudos demonstram um papel importante dos canais de sédio
operados por voltagem (NaV) nas vias de dor. NaV1.1 est4 envolvido com a
dor mecanica e nao-térmica, enquanto NaV 1.6 esta envolvido com dor termica
e vias de dor multiplas, e alem do envolvimento de NaV por vias de dor aguda,
eles também possuem papel fundamental nas vias de dor cronica (DEUIS et
al., 2013; OSTEEN et al., 2016; CARDOSO; LEWIS, 2017).

A dor neuropética causa um aumento na expressao de canais de sédio,
aumentando a corrente dos mesmos, levando a descargas espontaneas das
fibras Ad e C (HONG, et al.,, 2004; HONG; WILEY, 2005). A sensibilizacao
periférica também esta associada ao aumento dos canais de calcio tipo T, que
sdo regulados positivamente nos ganglios da raiz dorsal quando submetidos a
lesdo do nervo e ativados por CA?" intracelular, elevando a substancia P (SP),
e liberacdo de glutamato exacerbando a transmissao de dor (LUO et al., 2001;
MATTHEWS; DICKENSON, 2001; JAGODIC et al., 2008; WEN et al., 2010;
YUE et al., 2013).

Durante o teste agudo de von frey, o 2-FE ndo apresentou efeito,
porém as avaliacbes feitas com o 2-FECD apresentaram um efeito
discretamente evidenciado na média de resposta de 46,6% na maior dose
testada. Este efeito pode ser devido a uma diminuicdo da sensibilizacdo da via
nociceptiva através de uma possivel atividade anti-inflamatéria pela reducao
dessas citocinas pro-inflamatérias, bem como na diminuicdo da liberacédo de
calcio e sbdio levando a uma queda na liberacédo de substancia P e glutamato e

diminuicao nas descargas espontaneas das fibras Ad e C.
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Outro teste intimamente ligado a neuropatia é o da temperatura. Os
canais TRP sao considerados importantes mediadores do sistema
somatossensorial, incluindo sinalizacdo de dor. Canais i6nicos da familia TRP
atuam como termodetectores moleculares, proporcionando o inicio da
sinalizacdo para o SNC (JORDT; MCKEMY; JULIUS D, 2003; BELMONTE;
BROCK; VIANA, 2009).

TRPMS8 é um canal de cation expresso em células ganglionares da raiz
do nervo trigemeo e rais dorsal, que responde a temperatura de resfriamento.
TRPMS8 possui papel critico na hipersensibilidade ao frio na dor neuropéatica
ocasionada por constricdo do nervo ciatico e fortemente agravada pela
ativacdo de TRPM8 no ganglio da raiz dorsal. Existem varias hipoteses para o
mecanismo de alodinia e hiperalgesia a frio. Estes incluem sensibilizacao
central e periférica, ou desinibicdo central pela sensibilizacdo de nociceptores
C ou fibras Ad (SU et al., 2011; JENSEN; FINNERUP, 2014; BASSO; ALTIER,
2017).

No teste de alodinia a frio, provocado pela acetona, os grupos tratados
com 2-FE apresentaram efeitos significativos pelo aumento dos escores dos
parametros avaliados. Porém, quando comparados ao grupo 2-FECD as doses
testadas também apresentaram eficacia na média de resposta de 31,8% na
menor dose, 11,4% na dose intermediaria e 12,7% na maior dose. Pode-se
deduzir que a complexacdo do 2-FE proporcionou ao composto uma maior
biodisponibilidade e com isso evidenciando o efeito anti-alodinico a frio
diminuindo a sensibilizacdo do neurbnio. Os testes com alodinia a frio
demonstrou que o 2-FE tem uma preferencia evidenciada pelos receptores do
tipo TRPM8, diminuindo possivelmente essa sensibilizagédo central e periférica,
observada em nociceptores C ou fibras Ad.

A morfina, utilizada aqui como analgésico de referéncia, tem seus
efeitos associados principalmente aos receptores opiddes [, que possui acao
analgésica. Porém, a sua maior afinidade € com o subtipo p1, que medeiam a
analgesia, além de ligar-se a receptores K, que medeiam a analgesia periférica
e aos receptores O envolvidos na analgesia supraespinhal e espinhal
(PFEIFFER et al., 1986; STEIN et al., 1991; KRISTENSEN; CHRISTENSEN;
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CHRISTRUP, 1995; ZHANG et al., 1998; GUTSTEIN; AKIL, 2005; WANG et al.,
2010).

Tendo em vista o dano estrutural do nervo, um fator bem estabelecido
nos eventos neuropatico é a ativacdo direta de receptores além de uma
mediacdo inflamatdria proporcionando a redugéo do limiar nociceptivo, levando
ao desenvolvimento da hiperalgesia. A neuroplasticidade periférica ocorre a
partir da liberacdo de mediadores inflamatérios (citocinas, prostaglandinas,
bradicinina, histamina, serotonina, ions H") por tecidos danificados ou células
inflamatérias, com ativacdo de cascatas intracelulares que culminam na
reducdo do limiar excitatério e podem causar percep¢ao da dor com estimulo
nao nocivos (alodinia) ou aumento da resposta ao estimulo agressivo
(hiperalgesia) (KEHLET; JENSEN; WOOLF, 2006).

Muitos dos mediadores atuam diretamente nos terminais nociceptivos
gue inervam os tecidos inflamados. Estes neurbnios expressam receptores
para TNFa, IL-1B, NGF, IL-6, histamina, bradicinina e prostanoides. E sabido
gue durante 0s eventos neuropaticos, a sensibilidade ao frio fica mais
evidenciada. TRPM8 tem sua ativacdo ao toque aumentada em eventos
neuropaticos. Camundongos knockout para TRPM8 apresentaram diminuicdo
da sensibilidade a frio, levando a confirmacdo que esses canais ibnicos TRP
possuem um papel importantissimo nos eventos de dor cronica (FACER, 2007;
KNOWLTON et al., 2011; MCMAHON; BENNETT; BEVAN, 2016).

O tratamento crénico com o 2-FE nao apresentou efeitos no teste de
alodinia mecéanica pelos filamentos de von frey, porém nos teste de alodinia
térmica, o 2-FE apresentou efeito anti-alodinico significativo frente aos escores
testados, porém o 2-FECD apresentou eficacia na média de resposta de 77,5%
na menor dose, 41,1% em sua dose intermediaria e 67,8% na maior dose
testada. Pode ser observado também que durante o tratamento de oito dias
antes da cirurgia de constricdo do nervo ciatico, os parametros avaliados de
alodinia mecanica e térmica ndo apresentaram qualquer alteracdo. Isso mostra
gue 2-FE e 2-FECD néo possui efeito cumulativo de resposta, devido néo ter
apresentado nenhum efeito protetor antes da cirurgia.

A avaliagdo neuropatica 24h e 4° dia ap0s a cirurgia, com a instalacao

da neuropatia demonstrou que o efeito do 2-FE e 2-FECD € bem evidente ap0s
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a neuropatia instalada e que o composto complexado, teve seus efeitos mais
proeminentes devido a uma liberagdo controlada e estabilidade da molécula e
com uma menor dose utilizada reverteu a alodinia mecanica e térmica. Na
avaliacdo ap6s 24h de cirurgia, a eficacia de 2-FECD em relacdo a 2-FE
apresentou na alodinia mecanica, médias de resposta anti-alodinica de 97,9%
na menor dose, 128% na dose intermediaria e 135% na menor dose.

No teste de alodinia térmica, a eficacia de média de resposta anti-
alodinica do 2-FECD em relacdo ao 2-FE foi de 44% para a menor dose
avaliada, 78% para a dose intermediaria e 64% na maior dose. Ja nos testes
apos o 4° dia de neuropatia instalada, a eficacia apresentada nos testes de
alodinia mecanica de 2-FECD em relacdo a 2-FE nas médias de resposta anti-
alodinica foram de 117,9% na menor dose, 5,6% para a dose intermediaria e
27,3% na maior dose testada.

Para os testes de alodinia térmica, as médias de resposta anti-
alodinica para 2-FECD em relacdo a 2-FE foram de 62,6% na menor dose,
164,3% para a dose intermediaria e 56,5% para a maior dose. O que pode-se
aferiraos resutados do 2-FE e 2-FECD nestes teste de alodinia mecanica e a
frio € que tanto 2-FE quanto 2-FECD, dependendo da instalacdo da neuropatia,
possuem uma afinidade para receptores encontrados na fibra Ad, porém uma
afinidade maior para os receptores encontrados nos neurbnios sensoriais de
diametro médio e pequeno dentro dos ganglios trigeminais de raiz dorsal.

Além dos eventos neuropaticos terem envolvidos varios mediadores
inflamatoérios nos mecanismos de dor, o0 estresse oxidativo também é um fator
importante envolvido nos eventos neuropéticos. E sabido que as EROs tém
participacdo na sensibilidade central e na geracédo de dor neuropatica (KIM et
al., 2004; PARK et al., 2006; GUEDES et al., 2008).

Apds a lesdo do nervo periférico, grandes quantidades de radicais
livres liberados tem um efeito grave na lesdo neuronal. Devido a isso a inibicdo
do estresse oxidativo torna-se um importante mecanismo na prevencao da
degeneracéo neuronal, devido a acdo de substancias antioxidantes terem a
capacidade de retardo e protecdo mesmo em doses minimas inibindo a

oxidacdo de substratos oxidaveis. Nosso organismo possui um sistema de



168

defesa para a protecéo/reparo de danos causados pelas ROS (BARBOSA et
al., 2010; BIRBEN et al., 2012).

As mitocondrias tém papéis fundamentais em uma variedade de
funcdes celulares, incluindo o metabolismo energético, a homeostase do calcio,
a sintese lipidica e a apoptose. Dessa forma, a respiragdo celular pode ser
elevada em condi¢des de dor neuropatica, com elevacdo de ROS derivada de
mitocondrias neuronais e microgliais. Com isso, as substancias com acéao
antioxidante e portanto, eliminadoras de ROs, podem reduzir a hiperalgesia e
alodinia, provocadas pela ligadura parcial do nervo ciatico em camundongos
(SCHWARTZ et al., 2008; MAO et al., 2009; SCHWARTZ et al. 2009; KIM et
al., 2012; YOWTAK et al., 2011).

O mecanismo anticonvulsivo e antinociceptivo da pregabalina é devido
a inibicdo da subunidade 026 de canais de calcio dependentes da tensao e,
consequentemente, reduz a liberacdo de neurotransmissores, incluindo
glutamato, noradrenalina e substancia P. A alta biodisponibilidade (cerca de
90%) e a baixa interacdo da pregabalina com outros farmacos tornam-na um
candidato com importancia relevante em combinacdo com a terapia da dor
neuropatica (AJRAJ, 2007; GAJRAJ, 2007; TAYLOR; ANGELOTT; FAUMAN,
2007).

Testes com micoorganismos sao faceis, rapidos e podem ser usados
um grande numero de células com as mesmas caracteristicas genéticas
(SOARES; ANDREAZZA; SALVADOR, 2005). As células leveduriformes de S.
cerevisiae sdo caracterizadas como um dos melhores modelos unicelulares do
sistema eucariotico no estudo do estresse oxidativo. Seu metabolismo é
semelhante ao dos eucaridticos superiores com um mecanismo de ativacado
metabdlica préprio. Dessa forma, ensaios com essas células permitem uma
avaliacdo antioxidante com varios compostos de forma répida, econémica e
reprodutivel (HENRIQUES et al., 2001; GUARIENTI et al., 2010).

As células apresentam certa tolerancia aos danos oxidativos
provocados pelos radicais livres, devido ao sistema de defesa antioxidante
presente promovendo um equilibrio entre oxidantes e antioxidantes. O
mecanismo oxidante possuem duas vias, a hdo-enzimatica que envolvem as

acOes de sequestro de radicas livres impedindo a oxidacdo de proteinas,
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lipidios e do DNA. Estas sdo produzidas pelas células, por exemplo, a GSH,
coenzima Q (presente na cadeia de transporte de elétrons) e tiorredoxinas.
(HALLIWELL, 1997).

A via enzimatica, por sua vez, é composta pela superéxido dismutase
(SOD), catalase, glutationa peroxidase (GPx) dentre outros que agem
catalizando a reducdo de radicais livres pela transferéncia de elétrons
(TOLEDANO et al, 2003.). A SOD age convertendo o anion superoxido (O2e-)
em H202 e oxigénio, por um processo de dismutacéo catalisada por metais de
transicdo como o cobre e manganés. As isoformas de SOD encontradas em S.
cerevisiae, uma Cu, Zn-SOD (SOD1), localizada no citosol, espago
intermembranoso e nos demais compartimentos celulares e a outra Mn-SOD
(Sod2) encontrada na matriz mitocondrial, possuem papel importante na
dismutagdo do 02" (TOLEDANO et al., 2007).

A perda de SOD1 (SOD1A) leva a consequéncias mais dramaticas do
gue a perda de SOD2 (SOD2A). Em condicdo de crescimento aerobio, S.
cerevisiae deficiente de SOD1A possui crescimento celular comprometido,
perda de capacidade de sintetizar aminoacidos importantes como lisina e
metionina, baixo crescimento em substratos respiratérios como glicerol e
etanol, alta taxa de mutacdo, e rapida perda de viabilidade em fase
estacionaria. S. cerevisiae deficiente de SOD2A também apresenta baixa taxa
de crescimento em substratos respiratorios. A dupla mutacdo intensifica a
deficiéncia de ambos os fenétipos (SODASOD2A), comprometento a
dismutacdo do 02" de forma mais severa (LONGO et al., 1996; CORSON et
al., 1999; DE FREITAS et al., 2000; SRINIVASAN et al., 2000; SEHATI et al.,
2011).

O pré, pés e co-tratamento com 2-FE e 2-FECD respectivamente
apresentaram excelentes atividades antioxidantes de linhagens S. cerevisiae
proficientes e deficientes de SOD1A, SOD2A e SOD1ASOD2A, em defesas
antioxidantes apés tratamento com o H 202. Pode-se inferir dessa forma que o
2-FE e 2-FECD agem na inibicdo do poder oxidativo do H202 devido a sua
capacidade antioxidante tanto no citosol como na matriz mitocondrial.

A catalase, € uma enzima, composta de heme proteina-Fe(lll) que
decompde o H202 em &gua e 02 (HALLIWELL, 2007). As S. cerevisiae
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possuem dois tipos de catalases, a citosélica expressa pelo gene Cttl e a
peroxissomal, expressa pelo gene Catl. Quando ocorre a mutacdo de uma
dessas catalases ou das duas, o crescimento exponencial ndo é alterado
diante méo. Porém na fase estacionaria, as linhagens contendo muta¢cdes na
catalase citosodlica, denomonada de CttlA, ou na catalase peroxissomal,
denominada de CatlA, levam a uma sensibilidade aumentada ao H,O, quando
comparado ao tipo selvagem (TOLEDANO et al., 2003; HERRERO et al.,
2008).

As linhagens mutadas em CttlA e tratadas com o 2-FE e 2-FECD
apresentaram um queda na taxa de inibicAo de crescimento pelo H202,
mostrando que também que possui acdo modulatéria na resposta de inibicdo
do processo oxidativo do H,O,. A importancia dessa levedura para o estudo de
doencas humanas esta bem estabelecida pelo seu genoma conservado e por
sua biologia celular. 60% dos genes de leveduras possuem homologos
humanos, e mais de 25% desses genes relacionados a doencas humanas
possuem homologos proximos na levedura (KHURANA; LINDQUIST, 2010;
KACHROO et al., 2015).

Da mesma forma que as células de mamiferos, as células produtoras
de EROS nas S. cerevisiae sdo as mitocondrias. As analises de defeitos
mitocondriais seriam letais em células de mamiferos, como por exemplo em
knock-out em SOD2, porém, em S. cerevisiae, a capacidade fermentativa
dependendo da fonte de carbono permite essa analise em células com esses
defeitos mitocondriais (KHURANA; LINDQUIST, 2010).

Tem sido proposto que a Catl possui a funcado fisiolégica de
remocao de H202 formado durante a B-oxidacéo de lipidios (ANU et al., 2003).
A deficiéncia das S. cerevisiae para sod1ACat1A, levam a uma maior
disponibilidade de H202 por falta de catalase para detoxifica-lo, como também
a presenca de O2-, pela falta da superéxido dismutase. O O2 « ~ pode reagir
com H202 como indutor de estresse oxidativo, gerando OHe, que € um radical
altamente prejudicial aos organismos vivos (SHARMA et al., 2012).

As linhagens tratadas com 2-FE e 2-FECD tiveram inibicdo do
crescimento evidentes, podendo estar agindo de forma ndo enziméaticas, como

as vitaminas e os polifendéis, como também quelando ROS, por interacao direta,
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substituindo algumas defesas ou mesmo reforgcando-as, por acao direta na
expressdo dessas enzimas em nivel molecular. O 2-FE e 2-FECD
apresentaram excelentes atividades protetoras, antioxidantes e reparadoras de
instabilidade genética frente aos danos provocados pelo H202 em linhagens
proficientes e deficientes de defesas enziméticas antioxidantes.

Levando em consideragdo que o material genético de S. cerevisiae tem
um genoma semelhante aos de mamiferos, se torna interessante a analise da
atividade antioxidante em animais com neuropatia, ja que é sabido que a
atividade inflamatéria estd4 intimamente ligada aos eventos oxidantes nas
células. Nas células selvagens, o 2-FE 2 2-FECD apresentou um poder
antioxidante evidente, porém avaliando as células mutadas para a auséncia
das enzimas da maquinaria antioxidante, seu efeito também mostrou
significancia, levando a indicacéo que tanto composto livre quanto complexado
agem como potentes varredores de ROS, ja que sua acao foi evidenciada na
ausencia dessas enzimas.

Um fator importante também € que a complexacdo apresentou
vantagens quando comparadas ao 2-FE devido a sua massa no complexo ser
significativamente menor, assim levando a crer que a biodisponibilidade, e
controle da liberacdo do composto proporcionaram maior controle e efeitos
promissores.

O acumulo de evidéncias mostram que a reducédo de ROS através de
administracdo de compostos antioxidantes atenuam a nocicepcdo em varios
modelos de dor neuropatica (PARK et al., 2013; KIABI et al., 2013; KIM et al.
2012). Citocinas inflamatorias (IL1-B, IL-6 de TNF-a) e ROS sdo mediadores
inflamatérios que agem sensibilizando/ativando neuronios nociceptivos
primarios (SALVEMINI et al., 2011). Durante os eventos inflamatorios, ROS e
espécies reativas de nitrogénio (RNS) modulam a fagocitose, expresséo
génica, apoptose e 0 estresse oxidativo promove a ativacdo de fatores de
transcricdo redox, como o NF-kB e AP-1, que possuem papel crucial na
inducao de citocinas inflamatdrias moléculas de adesao intercelular-1 (ICAM-1)
(CHEN et al., 2004).

Em mamiferos, o dano oxidativo € amenizado pelas linhas de defesas
enzimaticas como SOD, CAT e GSH (LUCHESE; PINTON; NOGUEIRA, 2009).
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Durante o proceso inflamatério, TNF-a e IL-B ativam neutréfilos e macréfagos,
gue por sua vez se acumulam na inflamagdo e com isso produzem citocinas
inflamatorias e ROS (VERRI et al., 2010; AKDIS et al., 2011). TNF-a e IL-1
podem induzir a producéo de H202 e anion superoxido, e estes ativarem NF-
KB e mais citocinas inflamatérias (BOWIE, 2000). Por fim, as citocinas e o
anion superoxido podem ativar diretamente neuronios nociceptivos, induzir dor
e contribuir para o aumento do dano tecidual (JIN, 2006; SALVEMINI et al.,
2011).

O sistema SOD-CAT fornece a primeira linha de defesa contra
toxicidade do oxigénio. SOD cataliza a dismutacdo do O2° em H202, que por
sua vez é convertido em H20 e O2. Geralmente, uma resposta de inducéo
simultanea nas atividades de SOD e CAT é oservada quando possivel agente
antioxidante externo é aplicado ao meio (CETINKAYA et al., 2006). Os grupos
tratados com 2-FE e 2-FECD apresentaram efeito antioxidante nas dose
intermediaria e na menor dose respectivamente, apos o quarto dia de
neuropatia instalada, e continuados por mais oito dias.

Em condi¢cdes normais, a SOD, juntamente com outros antioxidantes,
encontram-se em niveis suficientes na medula espinhal, para manter as ROS
em niveis baixos (KABU et al, 2015). Porém, apés um trauma neural 0s niveis
de enzimas antioxidantes ndo se encontram em niveis suficientes para
removerem o0s excessos de ROS produzidos, levando assim a perda de
equilibrio redox e subsequente desenvolvimento de estresse oxidativo nos
neurdnios e glia no SNC. A atividade da SOD também diminui ao longo do
tempo no tecido neural lesionado tanto central como perifericamente (WANG et
al., 2011; KAUR et al., 2016).

O uso de antioxidantes enzimaticos € sub-estimado pela necessidade
de melhor protecdo contra a degradacdo e manutencdo da atividade
enzimatica. A acdo de compostos naturais com acao antioxidante podem
amenizar os efeitos deletérios das ROS.

O complexo de inclusdo proporcionou ao 2-FE caracteristicas
marcantes como aumento da solubilidade aquosa, jA que o 2-FE é pouco
soluvel em &gua, aumentando sua estabilidade e biodisponibilidade. A

ciclodextrina, altera a farmacocinética e biodisponibilidade dos principios ativos,
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gue apesar de possuirem acdo farmacoldgica, sdo limitados em relacdo a
estabilidade e efeitos adversos indesejaveis (PEREZ-GARRIDO et al. 2009;
RODRIGUES et al., 2011).

As EROS promovem lesbes em moléculas como acidos nucléicos,
lipidios e proteinas, alterando a integridade e metabolismo das membranas
celulares (SMITH et al, 2009). As membranas bioloégicas que sofrem
peroxidacdo lipidica tem suas funcdes como fluidez e seletividade idnica
alteradas, causando a liberacdo de produtos nocivos como o malondialdeido,
gue por sua vez podem causar alteracoes nas atividades das enzimas e
proteinas ligadas as membranas, oxidando-as e por fim prejudicando suas
atividades transportadoras e receptoras (HALLIWELL, 2012).

Neste estudo, 0 2-FE e 2-FECD durante as trés etapas de tratamento,
mostrou elevada ac¢ao antioxidante e eliminadora de ROS devido a diminuig&o
nos niveis de TBARs, pela possivel protecdo contra a peroxidagéo lipidica. A
reducdo dos niveis de TBARs provavelmente indicam que 2-FE e 2-FECD
possam ser novos agentes de protecdo do SNC e nervo ciatico, contra as
acOes do estresse oxidativo resultante da lesao do tecido nervoso.

A diminui¢do da peroxidacdao lipidica pode ser justificada também pelo
aumento da GSH devido esta reduzir hidroperdxidos existente no meio pelo
sistema de GPx e GST, o que pode ser confirmado pelo aumento da
concentracdo de GSH nos grupos 2-FE e 2-FECD quando tratados oito dias
antes e continuados oito dias apds a cirurgia e no grupo tratado apés vinte
guatro horas da cirurgia e continuado por oito dias consecutivos.

O grupo tratado a partir do quarto dia de neuropatia instalada,
apresentou efeito apenas na menor dose quando tratados pelo 2-FE e nas
doses menor e intermediaria quando tratados com 2-FECD. A utilizacdo da
ciclodextrina como facilitador na liberacdo € um ponto positivo para melhor
acao do 2-FE, porém como citado anteriormente, os efeitos deletérios das
EROs podem sobrepujar a acdo antioxidante, mesmo sendo por via nao
enzimatica.

A GSH pode eliminar os radicais livres, reduzir os peréxidos e conjugar-
se com componentes eletrofilicos atravées de reacgfes enziméticas e nao

enzimaticas. A acdo antioxidante pode promover interacdo de forma segura
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com EROs e controlar as cascatas deletérias. Um fator importante € que existe
varios tipos de antioxidantes enddgenos e exdgenos como compostos
fitoquimicos, vitaminas e enzimas (GUEDES et al., 2009; RAHMAN, 2007).
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5 CONCLUSOES PARCIAIS

No teste agudo, o 2-FE ndo apresentou aumento no limiar de retirada
da pata (g) na LPNC no teste de Von Frey (hipersensibilidade mecanica),
porém o 2-FECD apresentou efeito antialodinico mecanico.

Por outro lado, no teste de alodinia térmica (acetona), 2-FE e 2-FECD
reduziram os escores avaliados nos animais com LPNC.

No testecrbnico, o 2-FECD aumentou o limiar nociceptivo dos animais
com neuropatia por LPNC e na sensibilidade ao frio por acetona diminuiu os
escores avaliados, mostrando ser vantajoso a complexacéo do 2-FE.

O complexo de inclusdo mostrou resultados bastante promissores
devido ao efeito ser ligado a uma dose mais baixa.

O 2-FE e 2-FECD promoveram atividade antioxidante em células
leveduriformes normais e mutadas, levando a crer que as substancias atuaram
diretamente sobre as ROS.

Por outro lado, 2-FE e 2-FECD aumentaram GSH e reduziram TBARS,
porém os efeitos apresentados sobre a SOD sO revelaram significancia apos

um periodo maior de evento neuropatico.
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APENDICE

» Informacdes acerca da patente deste trabalho.

Os resultados presente neste trabalho estado sob pedido de deposito

de patente intitulado:

“COMPLEXO DE INCLUSAO CONTENDO O ALCOOL AROMATICO 2-
FENILETANOL E B-CICLODEXTRINA E SEU USO NO TRATAMENTO DA
DOR AGUDA E NEUROPATICA”
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CONCLUSOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos até o momento, foi possivel concluir

que:

v A revisao literaria proporcionou uma visao geral do nimero de publicacdes
envolvendo o 2-FE e sua utilizagdo em cosméticos, alimentos e na
industria, porém nenhum estudo foi encontrado sobre sua aplicacdo em

atividades bioldgicas e farmacolégicas.

v' A prospeccao tecnoldgica mostrou que os depésitos patentarios referentes
ao 2-FE sdo bem menores que o numero de artigos cientificos publicados
mostrando que a relevancia no estudo do 2-FE é enorme devido este ndo
apresentar nenhum resultado no quesito atividade farmacologica e sua

utilizacéo do ponto de vista tecnolégico e mercadologico.

v' 2-FE e 2-FECD promoveram antinocicepcdo quando avaliado em modelos
de nocicepcédo quimica, ndo apresetaram alteragdes na atvidade motora. 2-
FE apresentou alteracdessobre a capacidade locomotora, porém 2-FECD
nao revelou esta alteracdo. Dessa forma, o 2-FECD mostrou-se uma

molécula promissora como uma futura droga analgésica.

v' 2-FE néo possui efeito alodinico mecanico agudo, mas o 2-FECD mostrou
uma sigificancia aguda no aumento no limiar de retirada da pata. Por outro
lado, no teste de alodinia térmica (acetona), 2-FE e 2-FECD reduziram os

parametros de escores avaliados nos animais com LPNC.

v Durante a analise dos tratamentos cronicos, o 2-FE e 2-FECD aumentaram
tanto o limiar de retirada da pata ao estimulo mecanico quanto estimulo ao
frio. Porém o complexo de inclusdo mostrou resultados bastante
promissores devido ao efeito ter sido por doses mais baixas possivelmente

pela liberagéo controlada, estabilidade do composto.
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v O 2-FE e 2-FECD promoveram atividades antioxidantes em células
leveduriformes normais e mutadas, levando a crer que a substancia livre e
complexada tiveram efeitos diretos sobre as ROS. Da mesma forma 2-FE e
2-FECD resultou em aumento da atividade da glutationa reduzida (GSH) e
diminuicdo da concentracdo de espécies reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS), porém os efeitos apresentados em superoxido dismutase (SOD)

s6 revelaram significancia apds um periodo maior de evento neuropatico.
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PERSPECTIVAS

A partir dos resultados obtidos até o momento, tém-se como
perspectivas a continuagcdo da investigacdo da acdo da atividade
antinociceptiva e neuropatica do 2-Feniletanol livre e complexado com

ciclodextrina:

v Nos possiveis mecanismos de acdo com o uso de ferramentas
farmacoldgicas especificas.

v Nos mecanismos de agcdo na neuropatia diabética e neuropatia por
quimioterapicos em camundongos.

v Nos mecanismos de acdo na atividade neuropatica pela quantificacdo de
citocinas e interleucinas no ganglio e medula espinhal.

v Nos mecanismos de acdo pela marcacdo neuronal de células

especificas em astrécitos e microglia.





