MINISTERIO DA EDUCAGAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO
NUCLEO DE PESQUISAS EM PLANTAS MEDICINAIS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM FARMACOLOGIA

FLAVIANO RIBEIRO PINHEIRO NETO

AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA DO a-FELANDRENO EM
MODELO EXPERIMENTAL DE HIPERNOCICEPGAO ONCOLOGICA

TERESINA-PI
2019



FLAVIANO RIBEIRO PINHEIRO NETO

AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA DO a-FELANDRENO EM
MODELO EXPERIMENTAL DE HIPERNOCICEPGAO ONCOLOGICA

Dissertagao apresentada ao Programa de
Pos-Graduagdo em Farmacologia do
Centro de Ciéncias da Saude/Nucleo de
Pesquisas em Plantas Medicinais da
Universidade Federal do Piaui, como
requisito parcial para obtencao do titulo de
mestre em farmacologia.

Orientadora: Profa. Dra. Fernanda Regina
de Castro Almeida

Examinada em: 02 de maio de 2019



Universidade Federal do Piaui
Biblioteca Setorial do CCS3
Servico de Processamento Técnico

F654a

Pinheiro Neto, Flaviano Ribeiro.

Avaliacdo da atividade antinociceptiva do o-felandreno em modelo
experimental de hipernocicepgao oncologica / Flaviano Ribeira Pinheiro Neta.
— Teresina, 2019.

108 f.

Dissertagdo (Mestrado) — Universidade Federal do Piaui, Programa de
Pos-Graduacdo em Farmacologia, 2019,

“Orientacdo: Profa. Dra. Femanda Regina de Castro Almeida”

Bibliografia

1. Monoterpenos. 2. a-Felandreno. 3. Sarcoma-180. 4. Dor Oncologica. |.
Titulo.

CDD 615.32

Elaborada por Fabiola Nunes Brasilino CRB 3/ 1014



BANCA EXAMINADORA

Prof?. Dr?. Fernanda Regina de Castro Almeida
(Orientador)

Prof. Dr. Joubert Aires de Sousa

(Examinador Externo)

Prof. Dr. Dalton Dittz Junior

(Examinador Externo)

Prof. Dr. Paulo Michel Pinheiro Ferreira

(Examinador Externo)

TERESINA-PI
2019



AGRADECIMENTOS



AGRADECIMENTOS

Inicialmente, agradego a Deus por me possibilitar chegar ao fim de mais uma

jornada.

Agradeco a minha familia, minha mae, Mirtes Alves dos Santos, meu pai,
Francisco de Assis Silva Pinheiro, minha avd paterna, Teresinha de Jesus Silva
Pinheiro, avés maternos, Maria Mirtes dos Santos e Gervasio Alves dos Santos, meu
tio, Jorge Silva Pinheiro e meus irmaos, Fabio Daniel Alves Pinheiro, Francisco de
Assis Veras Carvalho, Gustavo Santiago Alves Pinheiro e Maria Isadora da Silva
Pinheiro por todo o apoio, amor, incansaveis oragdes, ensinamentos e por estarem

presentes em minha vida.

A todos os professores do mestrado em Farmacologia, muito obrigado por todo

o conhecimento que adquiri durante todo o tempo de formagao no mestrado.

Um agradecimento mais que especial a Profa. Dra. Fernanda Regina de Castro
Almeida, minha orientadora, por toda paciéncia, pelo enorme conhecimento que me
foi proporcionado. Obrigado ndo sé pelo que aprendi como farmacologista, mas pelos

conselhos também. Tenho certeza que vou carrega-los comigo por toda minha vida.

Ao prof. Dr Paulo Michel Pinheiro, obrigado por abrir as portas do
LABCANCER, pela sua disponibilidade e por me coorientar durante toda a execugao

desse projeto. O senhor foi umas das pegas fundamentais para esse estudo.

A minha namorada, Vitéria Santos Sampaio, pelo amor, atencdo, carinho,
paciéncia, e por estar sempre ao meu lado, me apoiando durante esses anos. Esse

periodo se tornou bem mais facil de ser vivido com vocé ao meu lado.

A ilha de exceléncia chamada LAFDOR — Laboratério de Farmacologia da Dor,
Carlos Anténio Filho, Marluce Damasceno, Celyane Alves, Mateus Rocha, Laercio da
Silva, Willian Amorim, Boris Timah Acha, Ana Rita — em especial ao “chefe” Everton
Lopes — obrigado por todo o tempo e dedicagdo durante a construgao desse projeto.
Muito obrigado por serem a melhor equipe que um pds-graduando poderia desejar.

Sem a ajuda de vocés seria impossivel ter chegado ao fim.

Aos meus amigos de turma Ingredy Lopes, Isabela Noleto, Jéssica Lindoso,
José Vitor, Joselma Lacerda, Lorena Braz, Lorranya Feitosa, Lucas Solyano, Mariana



Sousa, Mickael Laudrup, Monique Luana, Rai Emanuel, Rodolfo Ritchelle, Suylane
Sobral, vocés foram incriveis, excelentes pessoas e profissionais. Vou lembrar para
sempre de todos os momentos que tivemos nesses anos. E ndo poderia esquecer dos
amigos, Dianna Rezende, Sara Raquel e, em especial, Rodrigo Lopes e lan Jhemes,

por toda ajuda oferecida e pela amizade proporcionada. Muito obrigado.

A toda equipe de funcionarios do NPPM — Nucleo de Pesquisa em Plantas

Medicinais, agradeco por toda atengao e ajuda. Obrigado a todos.

Flaviano Ribeiro Pinheiro Neto



RESUMO

Avaliagao da atividade antinociceptiva do a-felandreno em modelo
experimental de hipernocicepg¢ao oncolégica

A dor oncolégica € um tipo de dor que ostenta uma neurobiologia enigmatica e
multifatorial. Por causa da natureza complexa e etiologia da dor do cancer, diversos
agentes farmacéuticos sdo usados como parte do regime de tratamento desse tipo de
dor. Nesse contexto, a pesquisa farmacolégica para o desenvolvimento de novos
agentes terapéuticos vem se tornando cada vez mais necessario. Os 6leos essenciais
(OE), em especial, os metabdlitos secundarios, como monoterpenos, s&o extraidos
de plantas, que apresentam as mais variadas caracteristicas bioldgicas, dentre eles
ressaltamos o a-Felandreno (a-Fel) que, na literatura, destacou-se por apresentar
importantes atividades biolégicas, como aumentar efetivamente a imunidade através
de modulagdo de resposta imune celular e humoral em animais, atividade
antimicrobiana, antitumoral, anti-inflamatério, e antinociceptivo. O objetivo desse
estudo foi investigar o possivel efeito antinociceptivo do a-Fel em modelo animal de
dor oncoldgica. Para indugao da dor oncoldgica, foi inoculado células de sarcoma-180
na regido subaxilar. Os animais foram avaliados quanto aos parametros de alodinia e
hiperalgesia mecanicas, utilizando os filamentos von Frey. As avaliagbes
antinociceptivas foram divididas em 3 tratamentos: cotratamento — 7 grupos: sham
(NaCl 0,9% sem inoculagao de células), veiculo (NaCl 0,9% com Tween 80 a 2% v.0),
controle positivo para avaliagdo da nocicepgao (Pregabalina 10 mg/kg, v.0), controle
positivo para avaliacdo de atividade antitumoral (5-Fluoracil - 5-FU, 25 mg/Kg, i.p) e 3
doses de a-Fel (12,5; 25 e 50 mg/kg v.0), no qual teve inicio 24 h apds a inoculagéo.
Tratamento agudo, no 8° dia pds-inoculagéo do tumor nos tempos (0, 60, 120, 180 e
240 min) e subagudo 16° ao 24° dia, nos seguintes grupos: sham (NaCl 0,9% sem
inoculagao de células), veiculo (NaCl 0,9% com Tween 80 a 2% v.0), controle positivo
para avaliagdo da nocicepg¢ao (Morfina 10 mg/kg, v.0), e 4 doses de a-Fel (6,25; 12,5;
25 e 50 mg/kg v.0), em que nas avaliagdes direta no tecido peritumoral e indireta na
pata traseira direita, o a-Fel capaz de diminuir a hipernocicepgéo provocada pelo
tumor de S-180. Em seguida, foi investigado peso relativo dos 6rgaos dos animais no
cotratamento e pds-tratamento subagudo, bem como o peso bruto dos tumores para
investigar possivel atividade antitumoral, no qual o a-Fel reduziu em até 74,6% o
tamanho do tumor no cotratamento e em até 82,74% no pés-tratamento subagudo.
Nesse contexto, para determinar possiveis mecanismos de acao, foram realizados
testes para determinagao antioxidante, superéxido dismutase (SOD), malondealdeido
(MDA) e glutationa redutase (GSH), no qual o a-Fel aumentou a concentragcao de
espécies reativas de acido tiobarbiturico (TBARS) e GSH. Posteriormente, verificou-
se a participagcao do a-Fel na via GABAérgica e opidide através de bloqueador
especifico (Bicuculina e naloxona), que foram capazes de reverter o efeito
antinociceptivo do a-Fel, sugerindo participacdo nessas duas vias, corroborando com
a docagem molecular dos receptores opioides (u, 6, K), no qual foi possivel observar
a ligacao do a-Fel nos receptores opidides. E por fim, verificou-se a capacidade do a-
Fel em modular citocinas, através de ensaio imunoenzimatico (ELISA), no qual
observou-se que o a-Fel reduziu os niveis de TNF- q, IL-1B, IL-4 e IL-6.

Palavras-chave: Monoterpenos. a-Felandreno. Sarcoma-180. Dor Oncolégica.
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ABSTRACT

Evaluation of the antinociceptive activity of a-Felandreno in an oncologic
hypernociception experimental model

Oncologic pain is a type of pain that has an enigmatic and multifactorial neurobiology.
Because of the complex nature and etiology of cancer pain, various pharmaceutical
agents are used as part of the regimen for treating this type of pain. In this context,
pharmacological research for the development of new therapeutic agents has become
increasingly necessary. Essential oils (OE), especially the secondary metabolites,
such as monoterpenes, are extracted from plants that exhibit the most varied biological
characteristics, among them we highlighted a-Felandreno (a-Fel) which displayed
important biological activities such as; increase effective immunity by modulating
cellular and humoral immune responses in animals, antimicrobial activity, antitumor,
anti-inflammatory, and antinociceptive. The Purpose of this study was to investigate a
possible antinociceptive effect of a-Fel in animal model of cancer pain. Cancer pain
was induced by inoculating sarcoma-180 cells into the subaxillary region of animals.
The animals were evaluated for mechanical allodynia and hyperalgesia using von Frey
filaments. Antinociceptive evaluations were conducted regarding three treatments
(cotreatment: 7 groups: sham NaCl 0.9% without cell inoculation), vehicle (0.9% NaCl
with 2% Tween 80), positive control for nociception evaluation (Pregabalin 10 mg / kg,
po), positive control for evaluation of antitumor activity ( 5-Fluoracil-5-FU, 25 mg / kg,
ip) and 3 doses of a-Fel (12.5, 25 and 50 mg / kg) 24 h after inoculation), Acute
treatment on 8" day post-inoculation of the tumor at the times (0, 60, 120, 180 and 240
min) and subacute on the16!" to 24" day in the following sham groups (NaCl 0.9%
without inoculation of cells), vehicle (NaCl 0,9% com Tween 80 a 2% po) positive
control for nociception evaluation (Morphine 10 mg / kg, po), and 4 doses of a-Fel
(6.25, 12.5, 25 and 50 mg / kg, kg po),in which a-Fel was capable of decreasing the
hypernociception caused by the S-180 tumor in direct evaluations of peritumoral tissue
and indirect evaluation of animal right hind paw. The relative weight of organs of animal
which underwent cotreatment and subacute treatment as well as the gross weight of
tumors was evaluated to investigate possible antitumor activity where a-Fel reduced
up to 74.6% of tumor size during cotreatment and up to 82.74% during subacute
treatment. In this context to determine possible mechanism of action, levels of
antioxidant superoxide dismutase (SOD), malondealdehyde (MDA) and glutathione
reductase (GSH) were measured, in which a-Fel increased the concentration of
reactive thiobarbituric acid (TBARS) and GSH species. Nextly,the participation of a-
Fel in the GABAergic and opioid neural pathways was verified using a specific blocker
(Bicuculline and naloxone), which reversed the antinociceptive effect of a-Fel,
suggesting its participation in these two pathways corroborating the molecular docking
of opioid receptors (u, ©, K), in which it was possible to observe a-Fel binding at the
opioid receptors. Finally, the ability of a-Fel to modulate cytokines was verified using
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and it was observed that a-Fel reduced
levels of TNF-a, IL-13, IL-4 and IL-6.

Keywords: Monoterpenes. a-Phellandrene. Sarcoma-180. Oncologic Pain.
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1 INTRODUGAO

1.1 Classificacoes e conceitos gerais sobre dor.

De acordo com a Associagédo Internacional para o Estudo da Dor (IASP), a dor
€ definida como “uma experiéncia sensorial ou emocional desagradavel que esta
associada a uma leséo tecidual real ou potencial, ou descrita nos termos de tal lesdo”
(IASP, 2017), ou seja, como um modo de defesa, iniciado por impulsos potencialmente
nocivos. Contraditoriamente a outros estimulos sensoriais, a dor € fundamental para
a sobrevivéncia (GIORNO et al., 2016).

Quando os impulsos deletérios, como calor intenso, estimulos quimicos e
mecanicos sao reconhecidos pelo sistema nervoso, a dor aguda €& gerada,
conscientizando o individuo de que a situagao em questao € nociva, desencadeando
acdes apropriadas para evitar situagdes prejudiciais. Entretanto, modificagdes da via
da dor desencadeada por injurias teciduais e nervosas geram processos de
hipersensibilidade, identificada como dor espontanea (sem impulso constante, mas
o organismo sente dor), alodinia (estimulo indolor capaz de produzir dor) e
hiperalgesia (mediante a estimulos dolorosos, o organismo sente dor de maior
intensidade), de maneira que a dor nao sirva mais como sinal de alerta e se torne dor
cronica, tornando os transtornos somaticos persistentes, possibilitando a instituicao

de alteragdes psicoldgicas, como tensdo, ansiedade e depressao (GARLAND, 2012).

A dor inflamatéria participa substancialmente para desencadear dor aguda e
cronica, através de desordens na integridade tecidual. Atualmente, entende-se que
circunstancias patoloégicas, como queimaduras, artrite, doengas autoimunes, lesdes,
operagbes, infecgdes e vasoconstriccdo, estdo visceralmente ligadas a dor
inflamatdria (HUNG et al., 2012). A inflamacéo é fundamental para a resposta imune
e é iniciada por dano tecidual ou contagio por patdogenos. A acado vascular, que
estimula a vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular, € crucial para
desencadear processos inflamatérios (SHUI et al., 2017). A inflamagao é um elemento
do corpo em resposta a impulsos internos e externos. Quando o equilibrio fisiolégico
€ perturbado, ocorre a expressao de produtos indutores de inflamagao como citocinas,
quimiocinas e espécies reativas de oxigénio (EROs), que induzem a mobilizagédo e a

infusdo de leucdcitos no local da lesao, instaurando, assim, o processo inflamatério,
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aliado ao desenvolvimento de dor (VENDRAMINI-COSTA et al.,, 2015). Rapida
solugdo de processos inflamatérios tem valor significativo para minimizar dano

tecidual relativo a inflamacao, evitando que se torne cronica (ANUFORO et al., 2018).

Os anti-inflamatdrios nao esteroidais (AINEs), que ndo sao seletivos, ligam-se
as isoformas da cicloxigenase-1 (COX-1) e com cicloxigenase-2 (COX-2),
possibilitando, entéo, a inibicdo das prostaglandinas (PGs). Os AINEs mais seletivos
sao destacados como inibidores da COX-2. Eles sdo capazes de aliviar a dor, inibindo,
exclusivamente, a acdo da COX-2, que €& marcada por regulagdes relativas a
inflamacado. Contraditoriamente a COX-1, que € constitutiva, desempenha,
principalmente, papel fisioldogico de manutencdo da homeostase (OLADOSU; TU;
HELLMAN, 2018). Os AINEs tradicionais e os inibidores especificos da cicloxigenase
COX-2, como os coxibs, revelam exercer uma fun¢cdo poderosa na analgesia (CATA
et al., 2017).

A dor croénica, por sua vez, € uma condicao critica que afeta em torno de um
terco dos seres humanos na vida adulta no mundo e esta correlacionada a diversas
patologias, como disturbios inflamatérios e somatossensoriais. Além disso, esta
associada a dilemas sociais e econdmicos, podendo provocar uma reducao drastica
da qualidade de vida (LOBO et al, 2016). A dor neuropatica, um tipo de dor crénica,
€ provocada por um vasto conjunto de agentes causadores de disturbios dor. Contudo,
todas as situacdes relativas a essa dor estdo descritas na literatura como uma lesao
e/ou doenca que afetam o sistema nervoso somatossensorial, perifericamente ou
centralmente, nas quais a dor € determinada por um sistema de classificacdo que a
caracterizara como de natureza neuropatica. Esta classificagao € baseada em sinais
clinicos e dependera estritamente de recursos, habilidades e experiéncias disponiveis

para a avaliagdo do paciente (FINNERUP et al., 2016).

A dor neuropatica é referida como um sintoma e esta relacionada a
patogéneses complexas e caréncia de tratamentos eficientes. Neuralgias
relacionadas a traumas (cirurgia, amputagdo), transtornos metabdlico (diabetes,
uremia), infecgdes (herpes zoster, HIV), efeitos colaterais (quimioterapia), doengas
vasculares (artrite nodosa) e desnutricdo sdo considerados fatores determinantes

para o inicio da dor neuropatica periférica. De maneira equivalente, a lesao da medula
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espinhal, a esclerose multipla e o cancer sao os principais originadores da dor

neuropatica central (YAN et al., 2017).

Entre o rol dos tipos de dor, destaca-se, também, a dor oncolégica,
ostentadora de uma neurobiologia enigmatica e multifatorial (GOUVEIA et al., 2018a).
Esta dor é caracterizada como uma manifestacdo multidimensional com paralelos
psiquiatricos e cognitivos. O alivio ineficaz desta neuropatia demonstra uma
pertinéncia particular em pacientes idosos com cancer e aponta maiores riscos de
fragilidade psicobiolégica (CALTAGIRONE; SPOLETINI; SPALLETTA, 2010).

O tratamento medicamentoso desta nocicepg¢ao, segundo a Organizagao
Mundial de Saude (OMS), baseia-se no esquema de etapas: analgésicos simples,
AINEs, opioides fracos e opioides fortes (BIALAS et al., 2018). Atualmente, os
opidides constituem a classe de medicamentos mais utilizados e eficazes para o alivio
de dor. Entretanto, o uso recorrente pode levar a um quadro de dependéncia.
Atualmente, o vicio em drogas opidides € um problema de saude e socioeconémico
gradativo, que acarreta na eclosdo de situagdes documentadas, sobretudo, pelo
aumento de mortes por sobredosagem (FIELDS; MARGOLIS, 2015).

Os receptores de opidides sao ligados a proteina G (GPCR) e exercem suas
funcbes através da ativagdo de proteinas de ligacdo GTP adenilil ciclase (AC)
inibidoras (Gir o). Sistemas ndo opioides, como a dopamina, o acido gama
aminobutirico (GABA), o oxido nitrico (NO), os receptores de N-metil-D-aspartato
(NMDA) e os receptores de glutamato, também desempenham um papel importante
no desenvolvimento dos efeitos adversos dos opidides (BHALLA; ANDURKAR, 2016)

Os receptores opidides enddégenos tornaram-se conhecidos a partir do uso do
opio em condutas clinicas e praticas recreativas. A morfina que € o composto mais
ativo do 6pio, além de ter agao direta e ser o mais potente no abrandamento da dor,
€ o produto farmacéutico com maior utilizagdo para debelar a dor na abordagem
clinica atual, apesar da vasta quantidade de efeitos adversos. Entre estes efeitos, o
abuso e a dependéncia continuam sendo os principais contratempos para estabelecer
terapias para tratamento de dor com base em opidides. A heroina é o derivado da

morfina que detém os atributos viciantes ainda mais fortes e, como principal droga
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ilicita de abuso, representa um problema de saude publica em todo o mundo (LUTZ;
KIEFFER, 2013)

O fendbmeno da tolerancia tem inicio a partir do primeiro dia de tratamento, e
desenvolve-se por longos periodos ou apds a substituicdo por outro opidide, porém
de maneira incompleta, podendo estar relacionada a uma agao especifica de um
receptor, exemplo uy2 para fentanil, y1 para morfina e NMDA para metadona
(KRAYCHETE; SAKATA, 2012).

Nos Estados Unidos, nas ultimas duas décadas, houve um aumento drastico
na taxa de prescrigdo de substancias opidides. Provocando, com isso, um aumento
associado a morbidade e a mortalidade relacionadas aos opidides (AUSTIN;
SHANAHAN; ZVARA, 2018). Segundo dados do Centro de Controle e Prevengéo de
Doengas (CDC), 2017 de 1999 a 2017, mais de 700 mil pessoas morreram de
overdose de drogas e cerca de 68% das 70.200 mortes por overdose de drogas em
2017 envolveram um opidide. O Brasil segue em uma tendéncia similar. Houve um
crescimento na venda de opidides no pais devido a um aumento de 1.601.043 a 9 045
94 de prescrigdes no periodo de 2009 a 2015, correspondendo a uma elevagao de
465% de prescri¢goes dentro de um periodo de 6 anos (KRAWCZYK et al., 2018).

A dor é um problema de saude publica que apresenta um desafio para a
terapéutica. Seu controle € uma prioridade cada vez maior, impulsionando estudos e
novas descobertas terapéuticas de abordagens farmacologicas que reduzam os

efeitos adversos provenientes de longos tratamentos (PALHARES et al., 2017).

1.2 Neurofisiologia da dor

A sinalizagao de dor € um processo fisioldgico que ocorre por nocicepg¢ao, um
mecanismo sensorial que possibilita que os animais percebam e previnam estimulos
possivelmente prejudiciais aos tecidos (BURRELL, 2017). Este processo somente é
concebivel devido as agbes dos nociceptores, um grupamento especializado de
neurénios sensoriais que medeiam a dor e inervam demasiadamente os tecidos
periféricos, incluindo a pele, articulagbes, vias respiratorias e trato gastrointestinal.
Varios subtipos de nociceptores existem e podem responder a estimulos mecanicos,
quimicos e térmicos nocivos (PINHO-RIBEIRO; VERRI; CHIU, 2017).
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O corno dorsal da medula espinhal é a localizagao da primeira sinapse nas vias
da dor (HEINRICHER et al., 2009), como mostra a figura 1. Os neurdnios sensoriais
periféricos que inervam a pele fornecem aos animais detalhes importantes sobre seu
ambiente. Para os humanos, a atividade desses neurdnios € responsavel por nosso
senso de toque e evoca uma série de respostas emocionais do prazer a dor (GHITANI
et al., 2017).

Figura 1: Vias espinhais e supraespinhais da dor
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Ao interagir com o meio ambiente, os organismos vivos precisam reconhecer e

reagir a estimulos prejudiciais para evita-los. Para isso, os nociceptores tém um limiar
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alto e, em regra, respondem apenas a estimulos de energia para potencialmente ou
realmente danificar o tecido. Alguns nociceptores sao finamente mielinizados (fibras
A), mas a maioria n&o é (fibras C). Estes aferentes de condugéo lenta representam a
maior parte dos neurénios sensoriais no sistema nervoso periférico (WOOLF; MA,
2007).

O mecanismo fisiolégico da nocicepgao € constituido por cinco processos:
transducédo, transmissdo, condugéo, percepgdo e modulagdo.(RISCH; POINTEAU,
POQUET, 2017), como mostra a figura 1. A transdugao € a primeira etapa desse
processo e refere-se a conversao de um estimulo nocivo (térmico, mecanico ou
quimico) em atividade elétrica nos terminais periféricos das fibras sensoriais dos
nociceptores, através da agcao de mediadores quimicos, como bradicinina, histamina,
serotonina (5-HT) e prostaglandinas (PG), responsaveis por ativar os nociceptores
locais. Essa etapa comega quando os nociceptores s&o ativados por um estimulo
nocivo, que causa a abertura de canais idnicos (sodio, potassio e calcio) criando
impulsos elétricos que viajam através dos axbnios para a medula espinhal, tronco
cerebral, tdlamo e cortex (PINHO-RIBEIRO; VERRI; CHIU, 2017).

Os terminais nervosos expressam diferentes subtipos de nociceptores. Dentre
eles, destacam-se os canais de sodio e o receptor potencial transiente do receptor
vanildide 1 (TRPV1). Os canais de sédio sao responsaveis pela geracao e propagagao
de potenciais de acdo em células excitaveis em resposta a despolarizagdo da
membrana. Podem ser citados como exemplos, Nav 1.7, Na v 1.8, e Na v1.9. Em um
esquema simplificado, os canais de sddio tém os seguintes estados distintos: repouso,
ativado e inativado, (respectivamente: fechado, aberto e fechado). Eles existem como
inativados rapidamente (em milissegundos), inativados lentamente (segundos) e se
recuperando da inativagao (refratario), o qual € um periodo em que o canal ndo esta
disponivel para abrir em resposta a uma despolarizagéo (DIB-HAJJ et al., 2009). Ja o
TRPV1, também conhecido como receptor da capsaicina, faz parte da familia de
canais idnicos de liberagao transitéria (TRP) que ajuda o corpo a sentir calor (IMMKE;
GAVVA, 2006). Ele é ativado por intermédio da fosforilagdo por proteinas quinases,
as proteinas quinases Il dependentes de calcio e calmodulina (CaMK |l quinase) e a
clivagem do fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) pela fosfolipase C (SHARMA; VIJ;
SHARMA, 2013).
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Conducgao é o norteamento da mensagem através das vias neuro-anatémicas
para o sistema nervoso central, onde a mensagem € processada. A condug¢ao dos
impulsos dolorosos corre ao longo das fibras AB que sao fibras neurdnios de ordem
primaria de condugéo rapida, baixo limiar mecénico, realiza sinapses com neurénios
do corno dorsal da medula e tronco encefalico. Fibras Ad realiza conducgdes
intermediarias, responde a estimulos térmicos (frio e calor) e mecanicos de alta
intensidade e fibras C neurdnios de segunda ordem do corno dorsal efetua condugao
lenta para o corno dorsal da medula espinhal, onde formam sinapses com

interneurdnios excitatérios ou inibitérios | (GHITANI et al., 2017).

Transmissao é a comunicagcdo de informagdes de um neurdnio para outro
através de sinapses. Uma vez que o estimulo nocivo tenha sido traduzido na periferia,
ele deve ser transmitido através de um potencial de agao (PA) para o sistema nervoso
central (SNC). Os canais de sodio e potassio dependentes de voltagem estao

envolvidos na geracao desse processo (BELL, 2018).

A transmissao sinaptica excitatoria no sistema nervoso central (SNC) é
mediada, principalmente, pelo glutamato. Os receptores de glutamato sdo compostos
por duas familias principais: receptores ionotropicos e receptores metabotrépicos de
glutamato. Os receptores de glutamato ionotrépicos (iGIuRs) sdo formados por canais
idnicos, ativados quando o glutamato se liga ao receptor. Os iGIuRs séo constituidos
pelo receptor NMDA (N-metil-D-aspartato), AMPA (acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolproprionico) e cainato (KA) (ZHUO, 2017). Os receptores inotropicos agem
em milissegundos para mediar a maioria das neurotransmissées sinapticas. Por outro
lado, os receptores de glutamato metabotrépicos (MGIuR' e mGIuR®) respondem de
forma muito mais lenta e tém efeitos fisiolégicos mais duradouros (SCHEEFHALS;
MACGILLAVRY, 2018). Os receptores do grupo | (mGlu1 e mGlu5) sdo acoplados a
proteinas do tipo G « q € estimulam a fosfolipase C, levando a uma elevagao do Ca?*
intracelular e a ativagao da proteina quinase C (SUH; CHANG; ROCHE, 2018).

Percepg¢ao € um fendmeno cerebral multifatorial na origem da experiéncia
dolorosa. Ela refere-se a decodificacao/interpretacdo do impulso aferente no cérebro
que da o inicio a experiéncia sensorial especifica do individuo (MEGAT; PRICE,
2018). O limiar e a tolerancia a dor de um paciente sdo subjetivos e influenciam a


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/posterior-horn-of-spinal-cord
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/synapse
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/interneuron
https://www.sciencedirect.com/topics/veterinary-science-and-veterinary-medicine/action-potential
https://www.sciencedirect.com/topics/veterinary-science-and-veterinary-medicine/central-nervous-system
https://www.sciencedirect.com/topics/veterinary-science-and-veterinary-medicine/central-nervous-system
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/metabotropic-glutamate-receptor
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/metabotropic-glutamate-receptor-1
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/metabotropic-glutamate-receptor-5
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/phospholipase-c
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/protein-kinase-c

19
PINHEIRO-NETO, F.R. Avaliacédo da atividade antinociceptiva do a-Felandreno em modelo experimental de

hipernocicepgéo oncoldgica
percepcao de dor do individuo, podendo, portanto, ser influenciada pela genética,

género, cultura, saude fisica/mental e idade (ELLISON, 2017).

Modulagdo é um mecanismo de regulagdo de mensagens nociceptivas. E o
ultimo processo na nocicepgao, consistindo na alteragdo (aumento ou supressao) do
impulso sensorial. Nesta etapa ocorre a liberagao de opiaceos enddgenos que limitam
a liberacdo de neurotransmissores do neurdnio primario e hiperpolarizacdo do

neurdnio secundario, como mostra a figura 1 (HUDSPITH, 2016).

Os receptores opidides estdo no sistema nervoso central (SNC), localizados
em regides responsaveis por regular a resposta relacionada ao emocional, estresse,
aprendizagem e memoéria (TORRES-BERRIO; NAVA-MESA, 2019). O sistema
opidide enddégeno é constituido pelos peptideos opioides B-endorfina, encefalinas,
endomorfinas e dinorfinas e receptores de superficie celular que sao subdivididos em
trés tipos: u (MOR), &6 (DOR), k (KOR) (ZATORSKI et al., 2018). Os opidides
enddgenos desempenham um papel importante no sistema nervoso central no que
diz respeito ao controle do estresse, cognigdo, humor e percepcdo da dor
(BOTTCHER et al., 2017).

Os receptores opidides (RO) sao receptores acoplados a proteina G (GPCR)
Gi / Go. Com um dominio de sete transmembranas, eles foram inicialmente
identificados no cérebro de ratos durante o inicio da década 90, e descobriu-se que
estes subsistemas opidides tém funcdes especificas com diferentes afinidades para

determinados tipos de peptideos opidides (VAIDYA et al., 2018).

A ativacao de receptores opioides promove uma modulagéao inibitoria direta nos
neurdnios que participam do processo de transmissao da dor na medula espinhal.
Ap0s ser ativada por um agonista, como a endorfina, que € um peptideo enddgeno -
opidide, ou por agonistas exdégenos, como morfina e fentanil, as subunidades Ga e
GBy dissociam-se uma da outra e, posteriormente, a dissociacdo provoca a inibicao
da atividade neural (AL-HASANI; BRUCHAS, 2011) por meio do fechamento de canais
de calcio sensiveis a voltagem, seguido da abertura de canais de potassio,
subsequente hiperpolarizacao celular; e inibicao da producdo de AMP ciclico através
da inibicdo da enzima adenilato ciclase (MCDONALD; LAMBERT, 2016)
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As vias nociceptivas estdo sujeitas a modulagdo de uma infinidade de
neurotransmissores, incluindo vias colinérgicas, dopaminérgicas, serotoninérgicas e
adrenérgicas. A acetilcolina (Ach) também atua como um dos neurotransmissores
mais importantes no SNC e periférico. Os neurénios colinérgicos controlam os ramos
simpatico e parassimpatico do sistema nervoso autbnomo no nivel ganglionar. Os
receptores de acetilcolina (AchRs) regulam, excepcionalmente, a transmissao
nociceptiva no nivel da medula espinhal, através de receptores pré e pds-sinapticos.
A elevacgao dos niveis de Ach na medula espinhal provoca a analgesia, porém diminui
localmente os niveis de Ach (mediante a bloqueio dos receptores), aumenta a

sensibilidade nociceptiva, induz a hiperalgesia e a alodinia (NASER ; KUNER, 2018).

A dopamina é frequentemente demostrada na literatura como a substéncia
quimica do prazer, pois esta fortemente relacionada aos sistemas de recompensa do
cérebro, intermediando respostas cerebrais a opioides, alimentos, imagens
agradaveis ou qualquer sensacao prazerosa (CHAKRAVARTHY et al., 2018). Existem
pelo menos 5 tipos de receptores: D1, D2, D3, D4 e D5. O passo inicial para a
biossintese da dopamina € a hidroxilacao de Tirosina para L-DOPA, por meio da acéo
da tirosina hidroxilase (TH). Em seguida, através da agao da dopa-descarboxilase,
converte-se em dopamina (DA). A dopamina pode sofrer uma hidroxilase através da
acao da dopamina [-hidroxilase e transformar-se em noradrenalina (NA),
posteriormente convertida em adrenalina (AD) pela feniletanolamina N-metil
transferase (VERLINDEN, 2018).

A neurotransmissao central da serotonina no cérebro e na medula também esta
implicada na modulacao dos sinais de transmissao. O receptor 5-HT atua em conjunto
com outros mediadores proé-inflamatorios, contribuindo para a dor induzida por leséo
e inflamacgao, o que desencadeia o disparo de fibras aferentes nociceptivas primarias
(fibras A & e C), resultando em um aumento no potencial excitatério e melhora na
percepgao da dor (FOUQUET et al., 2018).

Evidéncias sugerem que a agao através da serotonina no SNC pode facilitar ou
inibir a transmissao da dor, dependendo do subtipo de receptor ativado e também de
alguns fatores ambientais e estados patoldgicos. Existem pelo menos 15 diferentes
tipos e subtipos de receptores 5-HT no SNC. Todos eles, exceto os receptores 5-HT3,

sao acoplados a proteina G. O receptor 5-HT1A, o mais difundido de todos os
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receptores 5-HT, esta presente pré-sinapticamente em neurdnios serotonérgicos na
regido da rafe e no pds-sinaptico. A ativagdo do receptor 5-HT1A pode modular a
neurotransmissao da dopamina e inibir os efeitos recompensadores/reforcadores das
drogas de abuso (HALEEM, 2018).

Os receptores adrenérgicos parecem desempenhar um papel importante na
modulagao da dor. Estudos anteriores demonstram que receptores alfa-adrenérgicos
estdo envolvidos na mediacdo da analgesia noradrenérgica e sugerem uma
modulag¢ao da dor independente do opioide.(CARROLL; MACKEY; GAETA, 2007). Do
mesmo modo, os receptores B2 e B3 adrenérgicos sdao GPCRs implicados na
transmissdao da dor e podem provocar dor aumentando a excitabilidade dos
nociceptores aferentes primarios, nos quais também podem influenciar o aumento de

dor através da ativacéo de células imunorreguladoras (ZHANG et al., 2018).
1.3Dor Oncoldgica.

O manejo da dor € um dos pilares do cuidado oncolégico paliativo, dado o
impacto provocado na qualidade de vida. Infelizmente, a dor € um aspecto comum da
experiéncia de muitas pessoas quando enfrentam o cancer. Segundo estimativas da
Organizacao Mundial de Saude (OMS), a dor é sentida por aproximadamente um tergo
dos que recebem tratamento de cancer ativo e por mais da metade das pessoas com
doenca mais avangada (algumas estimativas chegam a 90% neste grupo (WEBB;
LEBLANC, 2018).

Pesquisas realizadas no campo médico humano indicam uma prevaléncia de dor
de 28% entre pacientes com cancer recém-diagnosticado, acima de 50% em
pacientes com doenca existente e até 80% em pacientes com tumores avangados e
doenca paraneoplasica (BLACKBURN et al., 2018).

Varios estudos mostram que a dor do tipo oncolégica (DTO) ndo é uma entidade
unica, e sim heterogénea, devido a variabilidade dos episddios entre os individuos.
Dois subtipos foram determinados: espontanea e previsivel. A primeira é de causa
idiopatica e sua duragdo pode ser mais longa. A dor previsivel geralmente € um
episddio de curta duracéo, ocorrendo quando ha evento identificavel, por exemplo, o
movimento em pacientes com metastases 6sseas ou degluticdo em pacientes com
mucosite oral (MERCADANTE; CUOMO, 2016).
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A dor oncolégica € uma combinagao de dor nociceptiva e neuropatica, e para
caracteriza-la € necessario esclarecer sua etiologia e identificar a sindrome, que
possibilita a avaliacdo diagndstica para etiologias especificas, determinando o
progndéstico da dor ou da prépria doenga e as possiveis intervengdes terapéuticas
(SELVAGGI; ABRAHM, 2006).

Nesse contexto, dores musculares e dos tecidos moles sdao comuns em
sarcomas de tecidos moles localmente extensos ou metastaticos de tecido muscular,
adiposo ou fibroso. A dor muscular também pode ser causada por céibras, por lesao
neural, por exemplo, radiculopatia ou plexopatias ou por disturbios metabdlicos (por
exemplo, desidratagao, hipocalemia ou hipocalcemia) (PORTENOY; AHMED, 2018).

Uma plexopatia € uma manifestacdo que combina fraqueza, deficiéncia
sensorial e anormalidades reflexas, com ou sem dor, que envolve multiplas raizes
nervosas que inervam o membro afetado (STONE; DEANGELIS, 2016). Os plexos
neurais sao redes de fibras nervosas entre a medula espinal e as por¢cdes mais
proximais dos nervos periféricos. O termo plexo significa “entrelagamento de fios”.
Existem trés plexos neurais: o cervical, braquial e lombossacral ou pélvico. As
plexopatias braquiais sao, indiscutivelmente, as lesées mais comuns encontradas no
plexo (WILBOURN, 2007).

O plexo braquial € uma das estruturas anatémicas mais complicadas do sistema
nervoso periférico (ARNOLD et al., 2012), estendendo-se da axila até a base do
pescoco ou da medula espinhal. E descrito como tendo cinco componentes: 1°- cinco
raizes (C5-T1); 2°- trés troncos: superior, médio e inferior; 3°- seis divisdes: trés
anteriores e trés posteriores; 4°- trés corddes: lateral, posterior e medial; e 5°- cinco
nervos terminais, consistindo na mediana, radial, ulnar, axilar e musculocutaneo
(SIMMONS, 2013).
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Figura 2: Plexo Braquial
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Plexopatias neoplasicas sao relativamente incomuns e, as vezes, deixam de ser
notadas, especialmente em pacientes sem historico de cancer (ABE et al., 2017). Em
geral, é caracterizada por dor proeminente, um sintoma de desenvolvimento mais
rapido, que com frequéncia € acompanhada pela sindrome de Horner, e raramente
associada a potenciais de fasciculagdo. Os tumores no apice do pulmdo comumente
invadem a porg¢ao inferior do plexo, porém metastases de outros tipos de malignidades
ou infiltragdo direta dos nervos ou bainhas nervosas também podem ocorrer em
qualquer nivel do plexo (SIMMONS, 2013).

As radiculopatias sdo doengas das raizes nervosas localizadas no aracnoide e
dividem-se em dois tipos: a radiculopatia cervical e lombossacral, com as respectivas
sindromes clinicas cervicobraquialgia e lombociatalgia (PARDO-FERNANDEZ;
GARCIA-SOBRINO; COSTA-ARPIN, 2015). A radiculopatia estd associada a um

processo patolégico que atinge a raiz nervosa por um mecanismo compressivo, Como
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hérnia de disco, ou nao-compressivo, de origem infecciosa, vascular, tumoral e
desmielinizante (VADUVA et al., 2011).

Um estudo publicado por Holtz et al (2017) demonstrou que dos 423 entrevistados:
56,9% tinham idade entre 40 e 59 anos; 87,5% eram do sexo feminino; 44,7% tinham
tratamento exclusivamente privado; 41,5% publico e 13,8% custeado por ambos;
48,9% dos entrevistados tinham cancer de mama; enquanto 5,9% tinham cancer
colorretal; 5,7% cancer de colo do utero e 39,5% outros tipos de canceres. Um total
de 15,1% dos entrevistados relatou dor leve, 40,2% moderada e 44,7% intensa. A
maioria dos pacientes (82,7%) discutiu sua dor com o oncologista. Em 52,6% dos
casos, a dor foi responsavel por outro problema de saude, mais comumente a
ansiedade. Dos entrevistados, 84,6% estavam em uso de, pelo menos, um
medicamento para dor, com 38,3% deles usando mais de um medicamento. Os
tratamentos mais comuns foram paracetamol (21,3%), anti-inflamatérios (17,7%),
tramadol (13,9%) e outros (40,0%).

Numerosas recomendacgdes terapéuticas para dor neuropatica foram propostas
na ultima década, como antidepressivos triciclicos (ADTs), inibidores da recaptagao
de serotonina-noradrenalina (ISRNs), pregabalina e da gabapentina, incluindo
formulacdes de liberacao prolongada, agentes tépicos para dor neuropatica periférica,
como lidocaina; opioide fraco, como tramadol; opidides fortes, em particular de
oxicodona e a morfina, e a toxina botulinica tipo A (BTX-A), uma potente neurotoxina
comumente usada no tratamento da hiperatividade muscular focal. O tratamento para
dor depende de sua etiologia e, embora exista uma extensa variedade de tratamentos,
eles apresentam variados efeitos adversos, o que torna incessante a busca de novos
farmacos (ATTAL, 2018).

Por causa da complexidade da etiologia da dor do cancer, diversos agentes
farmacéuticos sao usados como parte do regime de tratamento. Nao opioides, como
paracetamol e anti-inflamatérios (AINEs), podem ser usados para dor leve a
moderada, e opidides sao frequentemente usados para tratar dores moderadas a
severas. Varios antidepressivos, anticonvulsivantes, adesivos de lidocaina e outros
medicamentos podem ser usados para tratar a dor neuropatica. Os pacientes podem
ter uma combinag¢ao dos medicamentos acima mencionados como parte de seu plano
de tratamento desse tipo de dor (MERCADANTE; BRUERA, 2016).
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1.4 Oleos essenciais e o a-Felandreno

Algumas plantas sao capazes de produzir aromas que possuem funcdes
importantes para sua sobrevivéncia. Dentre elas, podem ser destacadas a reprodugao
(por atrair insetos polinizadores), sinalizacdo e defesa contra agentes patoldgicos
(fungos, bactérias, fungos, animais herbivoros) (ERB, 2018). Nesse contexto, as
plantas aromaticas geralmente possuem atividades medicinais, sendo utilizadas por
grande parte da populagdo mundial para combater os mais diversos tipos de
enfermidades (SWAMY; AKHTAR; SINNIAH, 2016).

As substancias quimicas responsaveis pelo odor caracteristico das plantas
aromaticas medicinais sao os Oleos essenciais (OE) (HASSIOTIS, 2018).
Economicamente, o mercado de OE rendeu cerca de US $ 4,46 bilhdes em 2016,
segundo o Observatorio da Complexidade Econémica (SIMOES, 2018). Os OEs séo
de grande valia para as industrias, como a farmacéutica, alimenticia e cosmética por
suas caracteristicas marcantes (fragrancia, antioxidante e antimicrobiana, dentre
outras) (VALDERRAMA; RUIZ, 2018).

Os OEs possuem como caracteristica marcante a sua volatilidade, sendo
encontrados em diversas partes das plantas, como por exemplo: sementes, flores,
folhas, brotos, galhos, ervas, casca, frutos e raizes (OMONIJO et al., 2018). Dentre
outras técnicas, o método de hidrodestilagdo é o mais utilizado para obtencédo dos
OEs, devido ao seu rendimento relativamente bom. Além disso, pode-se ressaltar que
a sua caracterizagcdo € realizada em sistemas de cromatografia gasosa e
espectrometria de massas (HASHEMI et al., 2017).

Os OEs geralmente sdo armazenados em locais com fungcéo excretora, como
cavidades, canais, células epidérmicas ou tricomas glandulares (STRINGARO et al.,
2018). Em relagdo a composi¢cdo quimica dos OEs, uma gama de fatores esta
relacionada com a quantidade dos constituintes, como a localizagdo geografica da
planta, a época da coleta do material vegetal, a composicdo do solo, o0 método de
extracdo, dentre outros fatores (GARZOLI et al., 2015).

Os OEs sao compostos por duas principais classes, os fenilpropandides e os
terpenos (OMONIJO et al.,, 2017). Os fenilpropandides formam uma classe de

compostos com uma estrutura central de um grupo fenil ligado a uma cadeia de trés
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carbonos (VANHOLME; EL HOUARI; BOERJAN, 2019). E um grupo de grande
importancia farmacoldgica, com uma vasta variedade de estudos promissores e de
grande importancia biologica, como terapia para doenca de Alzheimer (KOLAJ;
IMINDU LIYANAGE; WEAVER, 2018), atividade anti-neuroinflamatoria e antioxidante
(ZHANG et al., 2019). Os terpenos séo isoprenos com cinco carbonos (C5) e, de
acordo com o numero de unidades, sao agrupados como hemiterpenos (C5),
monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), sesterpenos (C25),
tripernos (C30), dentre outros (KIYAMA, 2017).

Entre os representantes desse grupo, podem-se destacar os monoterpenos
pelas atividades bioldgicas descritas na literatura. Por exemplo, citronelol € um
monoterpeno encontrado em plantas do género Cymbopogon com atividades
antinociceptivas, anticonvulvantes, anti-hiperalgésicas (SANTOS et al.,, 2019). O
geraniol e o citrol (extraidos do capim-limao, rosas) possuem atividades antimorais,

antimicrobianas, antioxidantes e anti-inflamatérias (QUINTANS et al., 2019).

Nesse contexto, o a-Felandreno (5-isopropil-2-metil-1,3-ciclo-hexadieno), como
mostram as figuras 3 e 4, € um monoterpeno ciclico encontrado em diversas plantas,
como Schinus terebinthifolius Raddi, Solanum erianthum D. Don, Thymus
kotschyanus Boiss and Hohen, Cupressus atlantica Gaussen (SIQUEIRA et al., 2016),
Rosmarinus officinalis L.(MARTINEZ et al., 2009), Callistemon citrinus (KUMAR et al.,
2015) Curcuma lIlonga L. (SINDHU et al., 2011) e Unxia camphorata L. f.
(NASCIMENTO et al., 2014).

Na literatura, encontra-se uma série de atividades biolégicas do a-Felandreno,
como a acao anti-inflamatoéria através da inibicdo da migragdo de neutrdfilos e a
degranulacdo de mastdcitos (SIQUEIRA et al., 2016). Esse composto pode aumentar
efetivamente a resposta imune celular e humoral em animais (WU et al., 2019), a
atividade antimicrobiana (AL-BURTAMANI et al., 2005), a antitumoral (HSIEH et al.,
2015), a anti-inflamatdrio (SIQUEIRA et al., 2016) e antinociceptiva (LIMA et al., 2012).
Essas caracteristicas tornaram o a-Felandreno um excelente candidato para o

desenvolvimento do estudo proposto.
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Figura 3: Estrutura quimica do 2-metil-5-propan-2-ilciclohexa-1,3-dieno em 2D

Figura 4: Estrutura quimica do 2-metil-5-propan-2-ilciclohexa-1,3-dieno em 3D.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Investigar o possivel efeito antinociceptivo do a-Felandreno em modelo animal de dor

oncologica.

2.2 Objetivos Especificos

e Investigar o efeito antialodinico do a-Fel no modelo de indugdo de

hipernocicepg¢ao oncologica;

e Determinar a atividade antineoplasica do a-Fel em camundongos

transplantados com de sarcoma-180;

o Verificar alteragdes no peso corporal e na massa relativa de alguns 6rgaos
(figado, bacgo, rins, cérebro, pulméao e coragao) como indicadores de toxicidade,

apo6s administragdo subaguda do a-Fel;

e Avaliar a atividade antioxidante, através dos testes de superoxido dismutase
(SOD), malondealdeido (MDA) e glutationa redutase (GSH) em animais com

sarcoma-180 tratados com a-Fel;

e Verificar possiveis mecanismos de agao através de ensaio imunoenzimatico
(ELISA) para mensuragao dos niveis de TNF- a, IL-1j3, IL-4 e IL-6;

e Analisar os possiveis mecanismos de ag¢ao antinociceptiva do a-Fel em

simulagéo computacional por docagem molecular;

e Avaliar os possiveis mecanismos de agao antinociceptivo do a-Fel em modelo
modificado de dor oncolégica, por meio do bloqueio de receptores opidides e
GABA;
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Drogas, reagentes e equipamentos

Substéncias: Formaldeido (Dinamica, Brasil), a-Felandreno (Sigma, Aldrich),
Kits para determinacéao de IL-1B, TNF-q, IL-4 e IL-6 (R&D Systems, Inc, USA), Sulfato
de morfina (Dimorf®) (Cristalia, Brasil), Tiopental sédico (Cristalia, Brasil), Tween 80
(Sigma, USA), Bicuculina (Sigma, Aldrich), Xilazina (Ceva, Brasil), Cetamina (Ceva,
Brasil),Pregabalina (Lyrica®), 5-Fluoruracil (Flusan®) Cloridrato de Naloxona

(Cristalia, Brasil).

Equipamentos: Balanca digital (Plenna, USA), Balanga analitica (Modelo-
AR2140) (OHAUS, USA), Camera digital SL605 12,1 MP 5 x (Samsung, Brasil), Von
Frey manual (AVS projetos).

3.2 Animais

Camundongos Swiss fémeas, pesando de 20 a 35¢g, foram obtidas no Biotério
do Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais — NPPM/UFPI. Os animais foram
mantidos a uma temperatura de 22 £ 2 °C, com ciclo claro/escuro de 12 horas e agua
e comida ad libitum. Eles foram submetidos ao jejum de 12 horas antes da execugéo
dos protocolos experimentais e ficaram no laboratério por um periodo de 1 hora antes

dos experimentos para a adaptagcao ao ambiente.

Os procedimentos referentes a eutanasia foram realizados por overdose de
anestésico geral (tiopental sodico, 100 mg/kg, por via intraperitoneal) em
conformidade com o Art. 14, § 1° da Resolugao N° 1000, de 11 de maio de 2012 do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria, atualizada pela RN 37 de 22/02/2018 do
CONCEA. Todos os procedimentos relacionados ao uso de animais como modelo
experimental foram realizados segundo as normas estabelecidas pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacao Animal — COBEA. Os experimentos realizados foram
previamente aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo com Animais da
UFPI (CEEA/UFPI N° 148/16).
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3.3 Obtencao, preparo e administragao do a-Fel,

O oao-Fel, formula (C10H16), peso molecular (136.23 g/mol), foi obtido
comercialmente através da empresa Sigma Aldrich®. Durante as fases do
experimento, foi fracionado em aliquotas e preparado com NaCl 0,9% e Tween 80 a

2% diariamente antes da administragéo por via oral nos animais.
3.4 Preparacao dos animais.

Inicialmente realizou-se uma tricotomia total da regido toracoabdominal, como
mostra a figura 5, dos camundongos sob anestesia com cloridrato de xilazina (15
mg/kg, im.) e cloridrato de cetamina (80 mg/kg, im.), um dia antes das avaliagcbes

basais e inoculagao das células tumorais.

Figura 5: Animal Tricotomizado

X Local de
¥ avaliacéo direta
| —
Xilazina ‘
+
¢ w Cetamina =
’ Local de avaliagdo
- L - Indireta
Animal K

Tricotomizado

Fonte: Laboratério de Farmacologia da Dor (LAFDOR), Universidade Federal do Piaui
(UFPI)

3.5. Implantagao do tumor de células de Sarcoma-180.

O tumor Sarcoma-180 (S-180) foi utilizado com 10 dias de implantagéo na
cavidade peritoneal do animal. Em seguida, foi retirado o liquido ascitico da cavidade

abdominal e preparado uma suspensédo de células. O animal doador do tumor S-180
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foi sacrificado por deslocamento cervical. Em seguida, o liquido ascitico da cavidade
abdominal foi retirado e injetado 0,5ml nos animais receptores, em uma concentragao
de 4 x 108 células/mL, na regido axilar esquerda dos camundongos figura 6
(MAGALHAES et al., 2010).

Figura 6: Implantacédo do tumor de células de Sarcoma-180
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Pool de células . .
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+
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® 4 &
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Orgdos e Tumor

Inoculagdo no animal
Tricotomizado:
Subaxilar

3.6 Tratamento

O tratamento para avaliagdo do cotratamento foi idealizado para mimetizar o
quadro de pacientes que estdo em fase inicial do cancer € um modelo de tratamento
ja padronizado pra estudos de atividade antitumoral. Foi realizado por 8 dias, no qual
0 1° dia é considerado o dia seguinte ao inoculo das células de S-180 (9° dia) como
mostra a figura 7. Os animais foram distribuidos em 7 grupos: sham (NaCl 0,9% com
Tween 80 a 2% v.o sem inoculagao de células S-180), veiculo (NaCl 0,9% com Tween
80 a 2% v.0), controle positivo para avaliagdo da nocicepgao (Pregabalina 10 mg/kg,
v.0), controle positivo para avaliagdo de atividade antitumoral (5-Fluoracil - 5-FU, 25
mg/Kg, i.p) e 3 doses de a-Fel (12,5; 25 e 50 mg/kg).
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Figura 7: Esquema do protocolo de avaliagéo da atividade antialodinica do
Cotratamento com a-Fel

Sham: NaCl 0,9% com Tween 80 a 2% v.o

Von frey (0,07; 0,16; 1,0 g) e pata Veiculo: NaCl 0,9% com Tween 80 a 2% v.0
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O tratamento para avalicdo aguda da atividade antialodinica foi realizado no 8°
dia pés inoculacdo, quando as avaliagcdes comportamentais, foram feitas nos tempos
de 0, 60, 120, 180 e 240 min., como mostra a Figura. 8, distribuidos em 7 grupos:
sham (NaCl 0,9% com Tween 80 a 2% v.o sem inoculagéo de células S-180), veiculo
(NaCl 0,9% com Tween 80 a 2% v.0), controle positivo para avaliagdo da nocicepgao
(Pregabalina 10 mg/kg, s.c), e 4 doses de a-Fel (6,25; 12,5; 25 e 50 mg/kg v.0).

Figura 8: Esquema representativo de avaliagdo aguda com a-Fel
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v" Morfina: 10 mg/kg, s.c

v' a-Fel: 6,25; 12,5; 25 e 50 mg/kg v.o
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A avaliagdo do poés-tratamento subagudo foi idealizada para mimetizar a dor
em paciente com estagio avangado com cancer. Teve inicio no 16° dia pds inoculagéao
e estendeu-se até o 24° dia, como mostra a figura 9. Para essa avaliagéo, os animais
foram distribuidos em sete grupos: sham (NaCl 0,9% com Tween 80 a 2% v.0 sem
inoculacao de células S-180), veiculo (NaCl 0,9% com Tween 80 a 2% v.0), controle
positivo (Pregabalina 10 mg/kg, v.0), e 4 doses de a-Fel (6,25; 12,5; 25 e 50 mg/kg
Vv.0).

Figura 9: Esquema representativo de avaliagdo do pos-tratamento subagudo com a-
Fel com tumor de S-180 instalado
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3.7 Avaliagao da alodinia oncolodgica.

Os animais dos diferentes protocolos de tratamento foram submetidos a
avaliagao nociceptiva mecanica pelos filamentos de von Frey (CHAPLAN et al., 1994),
no qual a mensuragao da alodinia mecanica foi separada em duas etapas, uma etapa
visando uma avaliacdo direta onde filamento toca a regido peritumoral no sitio de
inoculagao das células tumorais (regido subaxilar) de S-180 e uma avaliagao indireta

na pata traseira direita dos animais.

Inicialmente, os animais foram acondicionados em caixas de polipropileno sob
uma plataforma fenestrada de arame elevada para permitir o acesso a regiao toraxica
e plantar das patas traseiras como mostra a Figura.10. A avaliagao direta foi realizada
através da aplicagao dos filamentos de diferentes forgas (0,07; 0,16 e 1 g) na area
onde ocorreu a inoculacédo das células tumorais. O filamento toca nesta area por 10

vezes, cada toque com intervalo de 1-2 segundos em pontos diferentes da regiao
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estabelecida. A resposta foi considerada positiva quando os animais levantaram,
retrairam ou lamberam o local (resposta de retirada). Assim, foi mensurado o numero
de respostas de retirada por filamento ou o “escore de sensibilidade mecanica”
(CATTARUZZA et al., 2013). A segunda etapa consistiu na avaliagao de dor periférica,
no qual a resposta de alodinia mecanica foi avaliada na pata traseira direita dos
animais de acordo com a metodologia de Chaplan et al., (1994). O seguinte protocolo
foi desenvolvido e padronizado para determinar um modelo experimental de
hipernocicepg¢ao oncoldgica, possibilitando avaliar a capacidade do objeto de estudo.
As avaliagbes comportamentais foram realizadas no cotratamento e tratamento agudo
e pos-tratamento subagudo todos em dias intercalados.

Figura 10: Avaliagdo da alodinia por Von Frey

Score de sensibilidade mecéanica Limiar de sensibilidade mecénica

Indireta
* Direta : Tecido peritumoral | pireta < Indireta: Pata traseira direita L—l

* VVon Frey: (cattaruzza et al., 2013).
* 0,07: Baixa |
. 0,16: Meédiat Intensidade e

do Estimulo
* 1,0: Alta ] = Intervalos2s

“up-down’”,

Fonte: Laboratdrio de Farmacologia da Dor (LAFDOR), Universidade Federal do Piaui
(UFPI)

3.8 Avaliagao da atividade antitumoral em camundongos com S-180

No 8° dia, de tratamento (16° dia de experimento) os animais foram
eutanasiados, posteriormente os dérgaos (rins, bacgo, figado, estdbmago, cérebro,
pulmdo) e tumores dissecados para avaliagdo da massa relativa e da atividade
antitumoral figura 6. O percentual de inibigdo do crescimento tumoral (IT) foi calculado

utilizando a formula:

* \on Frey: (CHAPLAN et al., 1994), &
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IT (%) = [(A-B) /A] x 100

No qual: A = média pesos tumores grupo controle; B = média pesos tumores animais

tratados.

3.9 Avaliagao antioxidante

A avaliagdo antioxidante foi realizada no protocolo do pos-tratamento subagudo
com todos os grupos. Os seguintes testes antioxidantes, SOD, GSH e MDA através
do produto secundario da peroxidagao lipidica acido tiobarbiturico e TBARS, foram
dosados através do soro dos animais de acordo com a metodologia descrita por Das,
Samanta e Chainy, (2000), Ellman (1959) e Ohkawa, Ohishi e Yagi (1979)

respectivamente.

3.9.1 Superoéxido dismutase (SOD)

Para determinacao da atividade da enzima superoéxido dismutase foi utilizado o
método descrito por Das, Samanta e Chayne (2000) no qual 30 uL da amostra de soro
foi adicionada a 220 uL de tampéo fosfato (50 mM, pH 7,4), 15 uL de L-metionina (20
mM), 8 pL de Triton X-100 (1% v/v), 15 uL de cloreto de hidroxilamina (10 mM) e 20
puL de EDTA (50 uM) seguido de incubagao em banho-maria a 37°C por 5 minutos.
Em seguida, foram adicionados 16 uL de riboflavina (50 uM) e as amostras foram
expostas a luz durante 10 minutos. Ao fim, foi adicionado aos pogos 200 pyL do
reagente de Griess e apos 10 minutos em temperatura ambiente a densidade Optica
(absorbancia) foi medida por espectrofotometria em leitor de placas (BioTek EL800),

utilizando um filtro de 543 nm).

A curva de calibracéo foi feita tendo por padrdao o NaNO2 (nitrito de sédio) nas
concentragbes de 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,5625, 0,78125 e 0 pMol diluidos
em agua destilada. Uma unidade da atividade da enzima € definida como a quantidade
de SOD capaz de inibir em 50 % a formacéao de nitrito. Os valores foram expressos

em % de inibicdo de nitrito.

3.9.2 Glutationa reduzida (GSH)

A GSH foi determinada como descrito por Ellman (1959). A glutationa reduzida

foi quantificada no soro sanguineo. Foram adicionados a uma aliquota de 70 uL do
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soro, 1,12 mL de MeOH,210 uL de Tampao Tris (0,4 M, pH 8,9) e entdo as amostras
foram centrifugadas em 3000g/15 min a 4°C. O ensaio foi realizado na presenca de
DTNB 0,1M e a intensidade da cor foi medida a 412 nm e os valores expressos em

mmol/L.

3.9.3 Malondialdeido (MDA)

Foram necessarios 50 pyL de soro sanguineo, adicionados a 88 pL de acido
acético a 20% (pH 3,5) e 150 yL de TBA 0,5% (dissolvido em &cido acético). Em
seguida as amostras foram submetidas a fervura durante 45 minutos e imediatamente
sucedida por banho de gelo durante 15 minutos. 50 ul de dodecil sulfato de sddio 8,1%
(SDS) foram adicionados e procedeu-se com centrifugacdo a 12000 g durante 15
minutos a 25°C. A densidade Optica (absorbancia) foi medida duplicata em
espectrofotdmetro UV-Vis, utilizando filtro de 532 nm. O valor foi expresso em nmol/mL
(OHKAWA,; OHISHI; YAGI, 1979).

3.10 Ensaio Imunoenzimatico IL-18, IL-6, IL-4 e TNF-a

O ensaio imunoenzimatico foi realizado a temperatura ambiente 25 £ 5 °C
usando 100 pyL de cada componente da reacdo. A IL-1B, IL-6, IL-4 e TNF-a foram
avaliadas por meio de kit padrao (R&D Systems, Inc) conforme diretrizes do produto.
Os anticorpos, os demais substratos e as amostras foram diluidos em BSA (Albumina
Sérica Bovina Isolada 1 % em PBS pH 7,4), e homogeneizadas. As placas foram
lavadas trés vezes com solugao de lavagem PBS pH 7,4 + 0,05 % de Tween 20) entre

as etapas.

Para realizagao do ELISA, revestiu-se cada pogo da placa com a concentracao
6tima do anticorpo de captura pela incubagéo em overnight (temperatura ambiente 25
1+ 5 °C). Apos bloqueio com BSA por 1 hora, seguido de lavagem, as amostras e
padrées foram distribuidas (padrbées em duplicata) e incubados por 2 horas. Apos
lavagem, adicionou-se o anticorpo biotinilado de detecg¢ao e incubou-se por 2 horas.
Decorrido o tempo de incubacdo e sucedido de lavagem, a estreptoavidina foi
incubada durante 20 minutos (sucedido de lavagem) e entdo a reagao foi revelada
pela incubagao por 20 minutos a temperatura ambiente (e ao abrigo da luz), com o

substrato cromogeno TMB (Tetrametilbenzidina + perdxido de hidrogénio), seguida de
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adicao de inibidor da reagédo (H2S0O4 1M 50uL). A leitura foi realizada no comprimento
de onda de 450 nm em espectrofotdmetro de microplacas e os dados foram calculados
a partir da curva dos padrbées em concentragao seriada, onde os resultados foram

expressos em pg/mL.

3.13 Investigagao dos possiveis mecanismos de agao antinociceptiva do a-Fel
em modelo de dor oncolégica.

3.13.1 Participagao do sistema opidide no efeito antinociceptivo do a-Fel em
modelo de dor oncolégica.

Com a finalidade de avaliar a influéncia do sistema opidide sobre o efeito
antinociceptivo do a-Fel, grupos distintos de animais foram pré-tratados com o
antagonista opidide nao seletivo naloxona (2 mg/kg, i.p.), 20 minutos antes da
administracao de a-Fel (25 mg/kg, v.0.) ou morfina (5 mg/kg, s.c.), a qual foi utilizada
como controle positivo (MILLAN; COLPAERT, 1991). Decorrida 1 h apds a
administracao do a-Fel ou 30 minutos apds a administracdo de morfina avaliou-se os
animais através de filamento de Von Frey no local da inoculagdo do tumor e na pata

traseira direita.

3.13.2. Participacao do sistema GABAérgico no efeito antinociceptivo do a-Fel
em modelo de dor oncolodgica.

A possivel participagao do sistema GABAérgico no processo antinociceptivo do
a-Fel foi investigado. Para o efeito, os animais foram pré-tratados com bicuculina (1,0
mg / kg, i.p.), um antagonista de GABAa. Apds 15 minutos da administracédo da
bicuculina, os animais receberam a-Fel (25 mg/kg, v.0) e o veiculo. Depois de 60
minutos da administragdo os animais foram avaliados usando a técnica de filamento
de Von Frey no local da inoculagdo do tumor e na pata traseira direita. (MENDES et
al., 2000).

3.14. Docagem molecular

Esse delineamento foi realizado depois dos resultados antinociceptivos do a-
Felandreno, frente a dor oncolégica em modelos animais, para buscar investigar os
mecanismos de ag¢ao por sistema computadorizado. Desse modo, a molécula de a-
Felandreno foi desenhada e otimizada quanto a sua estrutura tridimensional para sua

conformacao de menor energia segundo parametros da mecanica classica modificada
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(alongamento da ligacao, inclinagdo do angulo, rotacéo interna e interagdées de Van
der Waal) através do software ACD/ChemSketch versao 14.0, em seguida a molécula
desenhada foi salva em formato (.mol). Entdo foram obtidos arquivos dos receptores
opidides J, K e O cristalizados a partir do Protein Data Bank. Através do software
BIOVIA Discovery Studio. Em seguida foram removidas as moléculas de agua e
cofatores presentes no complexo e os alvos foram salvos em formato (.pdb), o arquivo
(.mol) da molécula a-Felandreno foi também aberto no Discovery Studio para que

pudesse ser convertida em formato (.pdb).

Utilizando-se o software AutoDockTools foram detectadas as ligagdes rotativas,
do ligante e dos alvos, e definidas como rigidas, também foram adicionadas cargas
de Gasteiger e hidrogénios polares. Em seguida os alvos e o ligante foram salvos em
formato (pdbqgt). Na sequéncia, foram definidos o volume e a localizagdo do grid de
ancoragem para cada um dos alvos moleculares e as coordenadas no plano
cartesiano foram utilizadas para preparar o arquivo de configuragdo do AutoDock
Vina. Por fim, foi realizada a ancoragem de a-felandreno em cada um dos sitios
propostos através do software AutoDock Vina para que se possa avaliar o tipo de
interacbes possiveis entre a-felandreno e os receptores opidides, bem como a
afinidade dessas interacdes afim de propor mecanismos de sua possivel atividade

antinociceptiva.

3.15 Analise estatistica

Os resultados foram expressos com a média + EPM (erro padrdo da média). A
analise da variancia (ANOVA) de uma e duas vias seguida do teste de Tukey e para
tantos em Teste de Dunnet, foram consideradas significativas quando p<0,05. Foi

utilizado o programa estatistico GraphPad Prism versao 6.0.
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RESULTADOS
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4 RESULTADO
4.1 - Avaliagao Antinociceptiva

O painel da figura 11 mostra o efeito do a-Fel sobre a nocicepgao oncolégica
provocada por sarcoma 180 implantado na regido axilar dos camundongos. Foram
demonstrados os padrdes de respostas dos animais, no qual o tratamento inicia-se 24
horas apds a inoculagado na regido subaxilar das células de S-180. No 2° dia foram
iniciadas as avaliagbes basais que se estenderam até o 8° como a ultima avaliagao
pré-inoculacao (Veiculo 0,200 + 0,200). A inoculac&o da células de S-180 foi realizada
no 8° dia, e a partir do 12° dia observou-se resultado significativo (p<0,05) em
comparagao com veiculo em todas as doses de a-Fel (12,5; 25; 50 mg/Kg v.0) e os
controles positivo pregabalina (10 mg/Kg, v.0) e 5- Fluoracil (25 mg/Kg, i.p) que

prolongou-se até o ultimo dia de avaliacdo(16°).

O método aplicado possibilitou demostrar que a indug¢ao da hipernocicepcéo foi
aplicado com eficiéncia, através da comparacdo das médias no 12° dia de avaliagao
entre os grupos sham = 0,667 + 0,494 e veiculo= 8,00 £ 0,316, considerados
significativos (p<0,05). Este padrao de resposta € demostrado em todos os painéis da
Figura 10 (A, B e C) caracterizando uma possivel acado antinociceptiva através da

diminuicao significativa (p< 0,5) no escore de sensibilidade mecéanica.
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Figura 11: Avaliagao da nocicepcéao direta no tecido peritumoral de camundongos com tumor de S-180 no cotratamento com a-Fel.
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submetidos ao teste com filamentos de Von Frey A (0,07g), B (0,16 g), C (1,0 g) tratados com a-Fel (12,5; 25; 50 mg/Kg v.0). O grupo de animais
(n=6) também receberam veiculo (NaCl 0,9% com Tween 80 a 2% v.0), pregabalina (10 mg/Kg, v.0) ou 5- Fluoracil (25 mg/Kg, i.p) (*p<0,05
comparados com grupo veiculo; ANOVA duas vias, Teste de Tukey)
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Os dados apresentados na figura 12 representam o efeito do a-Fel sobre a alodinia
oncologica periférica provocada por S-180 implantado na regido subaxilar dos
camundongos. Os animais apresentaram uma sensibilizacdo periférica através da
avaliagao do limiar de retirada da pata a partir do 10° dia (veiculo= 4,40 + 0,75) e quando
comparado ao veiculo no 10° dia apenas o a-Fel na dose de 50 mg/kg v.o (9,67 + 0,33) e 0
antineoplasico de referéncia 5-FU 25mg/kg i.p (7,0 £ 0,68) apresentaram um aumento do
limiar de retirada de pata. A partir do 12° o controle positivo pregabalina 10 mg/kg v.o (4,67
+ 0,99) demostra também essa capacidade, no 14° dia o a-Fel na dose de 12,5 mg/kg v.o
(3,83 £ 0,65) e 25 mg/kg v.o (3,67 +0,61) manifestou esta capacidade de aumentar o limiar

de retirada estendendo-se até o ultimo dia de avaliagéo.

No grupo falso inoculados (sham) é possivel observar que os animais nao
apresentaram alodinia provocados pelas células de S-180, diferente do grupo veiculo, no
qual poéde-se constatar um aumento gradativo da nocicepgao como o passar dos dias de

avaliacao.
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Figura 12: Avaliacdo da nocicepgao indireta de camundongos com tumor de S-180 no
cotratamento com a-Fel.
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Legenda: Cada ponto representa a média * o erro padrao da média o (E.P.M) do limiar de retirada
de pata de camundongo (20-35 g) submetidos ao teste com filamentos de Von Frey, tratado com a-
Fel (12,5; 25; 50 mg/Kg v.0.) O grupo de animais (n=6) também receberam veiculo (NaCl 0,9% com
Tween 80 a 2% v.0), pregabalina (10 mg/Kg, v.0) ou 5- Fluoracil (25 mg/Kg, i.p) (*p<0,05
comparados com grupo veiculo; ANOVA duas vias, Teste de Tukey).
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A figura 13 apresenta os dados do tratamento agudo do a-Fel, no qual ocorre apos
a neuropatia estd completamente instalada nos animais, afim de verificar agao
antinociceptiva do monoterpeno frente a neuropatia instalada e por quanto tempo o

composto apresentara tal acdo apds uma unica dose.

Os dados demonstram na figura 13 que o a-Fel em todas as doses avaliadas (6,25;
12,5; 25; 50 mg/Kg v.0) apds 60 minutos apresentou atividade antinociceptiva em todos os
estimulos(0,07, 0,16 e 1,0 g) frente a avaliagdo direta na regido peritumoral em animais
com nocicepgao oncoldgica instalada, provocada por células de S-180, diminuindo
significativamente (p<0,05) o escore de sensibilidade mecanica dos animais. No painel A
no tempo 60 minutos, (sham = 0,500 * 0,224, a-Fel 6,25 mg/Kg v.o= 7,167+ 0,401; a-Fel
12,5 mg/Kg v.0 = 6,167+ 0,477; a-Fel 25 mg/Kg v.o = 4,00 £ 0,447; a-Fel 50 mg/Kg v.o =
1,5 £ 0,342, Morfina 10 mg/Kg i.p = 1,333 £ 0,333 e Veiculo = 9,833 £ 0,167).

Os padroes de resposta apresentados estendem-se até 180 minutos, com inicio de
perda de efetividade no tempo de 240 minutos, no qual as doses de 25 e 50 mg/kg v.o nos
painéis (A e B) e de 50 mg/kg v.o no painel C mantém significAncia com uma intensidade

nao tio expressiva quanto nos tempos entre 60 e 180 minutos.
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Figura 13: Avaliacdo da nocicepg¢ao direta no tecido peritumoral de camundongos com tumor de S-180 no tratamento agudo
com a-Fel.
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Legenda: Cada ponto representa a média + o erro padrdao da média o (E.P.M) do escore de sensibilidade mecanica de camundongo (20-
35¢g) submetidos ao teste com filamentos de Von Frey A(0,07g), B (0,16 g), C (1,0 g) tratados com a-Fel (6,25; 12,5; 25; 50 mg/Kg v.o. O
grupo de animais (n=6) também receberam veiculo (NaCl 0,9% com Tween 80 a 2% v.o) ou Morfina (10 mg/Kg s.c), (*p<0,05 comparados
com grupo veiculo; ANOVA duas vias, Teste de Tukey)
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A figura 14 apresenta os dados da avaliagdo indireta pos tratamento agudo com
monoterpeno a-Fel frente a neuropatia oncoldgica instalada e por quanto tempo este
apresentara esta acdo apds um Unico tratamento. E possivel observar os padrdes de
resposta de sensibilidade periférica através da avaliagcao indireta na pata traseira direita dos
animais com neuropatia instalada induzida pelas células de S-180, onde é possivel
constatar resultado significativo (p<0,05) para o tempo 60 minutos, no tratamento com a-
Fel 25 mg/Kg v.o = 5,833 + 0,401 e a-Fel 50 mg/Kg v.o = 2,667 + 0,422, em comparacao
ao Veiculo = 0,085 £ 0,015), no tempo 120 minutos, todas as doses de a-Fel apresentam
resultado significativo p(0<0,5) 6,25 mg/Kg v.0= 6,167+ 0,401; a-Fel 12,5 mg/Kg v.o = 6,667
+ 0,401; a-Fel 25 mg/Kg v.o = 6,333 £ 0,497; a-Fel 50 mg/Kg v.0 = 4,833 £ 0,477, em
conjunto com o controle positivo utilizado Morfina 10 mg/Kg i.p = 4,667 = 0,422 em
comparacgao ao Veiculo = 0,070 + 0,010), reprodutivel até o tempo 180 minutos. No tempo

240 minutos retorna a um resultado préximo ao limiar basal.

No falso inoculado (sham) é possivel constatar o comportamento normal do animal
que nao apresenta alodinia diferente do grupo veiculo no qual péde-se observar que a

hipernocicepcao estende-se da avaliacdo basal ao fim do tempo de avaliagao.
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Figura 14: Avaliacdo da nocicepgao indireta de camundongos com tumor de S-180 no
tratamento agudo com a-Fel
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Legenda: Cada ponto representa a média + o erro padrao da média o (E.P.M) do limiar de retirada
de pata de camundongo (20-35g) submetidos ao teste com filamentos de Von Frey tratado com a-
Fel (6,25; 12,5; 25; 50 mg/Kg v.o. O grupo de animais (n=6) também receberam veiculo (NaCl 0,9%
com Tween 80 a 2% v.o ou Morfina (10 mg/Kg s.c), (*p<0,05 comparados com grupo veiculo;
ANOVA duas vias, Teste de Tukey)
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Na figura 15 é possivel observar o padréo de resposta dos animais diante do pés-
tratamento subagudo com a-Fel, no qual este inicia-se apds a instalagcdo completa da
neuropatia e estendesse por 8 dias. Através desses dados pode-se avaliar todos os
padroes de resposta dos animais sem neuropatia, os padroes de resposta da instalacado da
neuropatia e como comportaram-se os animais apds os tratamentos. E possivel observar o
padrao de resposta dos animais em todos as fazes da instalagao da neuropatia, no qual do
2° ao 8° dia (Veiculo A= 0,00 £ 0,0; B=0,833 £ 0,167 e C= 1,167 £ 0,307) tem-se avaliagcao
basal dos animais sem tumor e no 9° dia ocorre a inoculacdo do tumor; do 10° dia de
avaliagao até o 16° (Veiculo A= 9,667 + 0,333; B= 10,00 £ 0,00 e C= 10,0 £ 0,0) tem-se os

dados das avaliagbes dos animais apenas como o tumor de S-180.

Entre o 18° e 24° os dados do pods-tratamento subagudo o efeito antinociceptivo do
a-Fel é evidenciado independente do grau de forga utilizada painel (A, B e C). No pos
tratamento, ao diminuir significativamente (p<0.05) o escore de sensibilidade mecanica dos
animais € que este padréao de resposta inicia-se na primeira avaliagao do pds-tratamento
no 18° dia em todas as doses avaliadas 6,25 mg/Kg v.o = 8,75 + 0,250, 12,5 mg/Kg v.o =
8, 00 £ 0,316,25,0 mg/Kg v.o = 4,167= 0,401 e 50,0 mg/Kg v.o= 3,5 £ 0,342) em conjunto
com o controle positivo pregabalina 10 mg/Kg v.0=5,167 + 1,014 em relagdo ao Veiculo=
10,00 + 0,00.

Este padrdo demostrado estende-se até 24° dia no painel A, e no painel (B e C).
Apenas as doses de 25 e 50 mg/Kg v, que apresentaram resposta antinociceptiva por todos
os dias de avaliagcdo do pos-tratamento. No grupo (sham) € possivel observar o
comportamento normal do animal semelhante da primeira avaliagao (0,333 +0,333). A
ultima no 24° dia (0,500 £0,477) nao apresentou alodinia provocados pelas células de S-
180.
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Figura 156: Avaliacdo da nocicepgao direta no tecido peritumoral de camundongos com tumor de S-180 no pos-tratamento subagudo com a-Fel.
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Legenda: Cada ponto representa a média * o erro padrao da média o (E.P.M) do escore de sensibilidade mecénica de camundongo (20-35g) submetidos ao teste
com filamentos de Von Frey A(0,07g), B (0,16 g), C (1,0 g) tratados com a-Fel (6,25; 12,5; 25; 50 mg/Kg v.o. O grupo de animais (n=6) também receberam veiculo
(NaCl 0,9% com Tween 80 a 2% v.o) ou Pregabalina (10 mg/Kg v.0), (*p<0,05 comparados com grupo veiculo; ANOVA duas vias, Teste de Tukey)
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A figura 16 apresenta os dados da avaliagdo indireta diante do pos-tratamento
subagudo com a-Fel mediante & neuropatia oncoldgica instalada. E possivel constatar que
houve um aumento significativo (p<0,05) do limiar de sensibilidade mecanica diante da
neuropatia periférica provocado pela inoculagéo de células de S-180 na regido subaxilar do
animais no pos-tratamento, na 1° avaliagdo apds o inicio do tratamento (18°dia) nas doses
de 25(3,333 + 0,422) e 50 (4,00 + 0,894) mg/kg v.o reprodutivel e até o ultimo dia de
avaliagao, a dose de 12,5 mg/kg v.o (2,920 £ 0,941) apresentou aumento significativo no
limiar a partir do 22° estendendo-se até o ultimo dia de avaliagao e a dose de 6,25 mg/kg
v.0 (2,00 + 0,726) apresentou resposta significativa apenas no ultimo dia de avaliagao (24°
dia).

Assim como nas analises anteriores, € possivel demostrar o padrao de resposta dos
animais no grupo falso inoculados (sham) e constatar o comportamento normal do animal
que nao apresenta hipernocicepcao provocada pelas células de S-180 da primeira
avaliacao (9,333 + 0,422) a ultima avaliagao (9,667 + 0,333) diferente do grupo veiculo que
foi observado uma nocicepgao evidenciada desde a 1° avaliagdo pos-inoculagéo (10° dia=
3,00 + 0,447) ao fim do tempo de avaliagcao (24° dia= 0,043 + 0,009).
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Figura 16: Avaliagcao da nocicepcéo indireta de camundongos com tumor de S-180 no
pos-tratamento subagudo com a-Fel.
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Legenda: Cada ponto representa a média * o erro padrao da média o (E.P.M) do limiar de retirada
de pata de camundongo (20-35g) submetidos ao teste com filamentos de Von Frey tratado com a-
Fel (6,25; 12,5; 25; 50 mg/Kg v.0). O grupo de animais (n=6) também receberam veiculo (NaCl 0,9%
com Tween 80 a 2% v.0) Pregabalina (10 mg/Kg v.0), (*p<0,05 comparados com grupo veiculo;
ANOVA duas vias, Teste de Tukey)
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Na tabela 1 &€ possivel observar a massa relativa dos principais érgéos dos animais
no qual ndo se constata diferenga significativa entre veiculo e as doses do a-Fel ou do
grupo sham e a-Fel. Entretanto, os resultados apresentam uma diferenca significativa

(p<0,05) no peso do coragéao e dos rins do grupo 5-FU em relagao ao grupo veiculo e sham.
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4.2 Avaliagao da massa relativa.

A tabela 1 apresenta os dados da massa relativa dos 6rgaos dos animais utilizados na avaliagao do cotratamento com

a-Fel.

Tabela 1: Massa relativa dos Orgao Cotratamento

Figado Baco Rins Coracéo Pulmdes Cérebro

Média E.P.M Média E.P.M Média E.P.M Média E.P.M Média E.P.M Média E.P.M

Veiculo 425,00 15,09 37,67 1,224 116,10 3,653 50,67 4465 66,81 11,120 140,40 9,852

Pregabalina 10 449,70 21,16 33,96 3,744 104,80 3,720 42,18 5,065 5544 8,582 150,90 7,117

mg/Kg v. o

Sham 422,00 19,75 39,08 3,853 110,30 10,730 48,31 5,938 54,09 6,189 143,60 14,490

a-Fel 25mg/Kg 434,70 10,13 33,12 2,387 94,88 7,931 42,33 3,056 59,68 8,067 155,10 10,800
V. 0

a-Fel 50 mg/Kg 446,60 17,43 32,01 4,795 117,80 10,170 42,88 4995 5452 2866 146,20 10,090
V. 0

5-FU 25 mg/Kgi. 503,90 30,23 31,68 3,723 60,35* 6,893 151,60 16,900 47,99 3,273 178,40 9,416

p

Os numeros representam a média e o erro padrdo da média da massa relativa em miligramas para cada 10g de peso corporal do animal.

EPM: Erro padrdo da média.
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Na figura 17 observa-se os dados do peso relativo dos animais no cotratamento com
a-Fel. Segundo os dados apresentados, os animais ndo apresentaram diferencas
estatisticas consideradas relevantes, com exce¢do do grupo 5-FU, em que os animais
apresentaram uma diminui¢ao significativa (p<0,05) do peso inicial (30,667 + 0,540) e o

peso final (23,00 + 1,317) apds o tempo de tratamento.

Figura 17: Peso relativo dos Animais Cotratamento.
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Legenda: Os dados representam a média * o erro padrdo da média o (E.P.M) do peso relativa dos
animais antes e apés tempo de avaliagdo do cotratamento com a-Fel (12,5; 25; 50 mg/Kg v.0). O
grupo de animais (n=6) também receberam veiculo (NaCl 0,9% com Tween 80 a 2% v.0),
Pregabalina (10 mg/Kg v.o ou 5- Fluoracil (25 mg/Kg, i.p) (*p<0,05 comparados com grupo veiculo;
ANOVA duas vias, Teste de Tukey)
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Na figura 18, tem-se a representacdo dos dados da massa dos tumores dos animais
apos o cotratamento com a-Fel. Por meio dos dados do peso bruto dos tumores dos animais
que receberam o cotratamento, foi possivel observar diferenca significativa (p<0,05) entre
as doses, 25 mg/kg v.o (0,4643 + 0,021) de a-Fel que apresentou um reducao de 68,25 %,
50 mg/kg v.o (0,3442 £ 0,059) de a-Fel que demostrou um reducao de 76,48%.e o controle
positivo 5- FU 25 mg/Kg, i.p (0,1388 £ 0,042) que representou 90,51% de inibi¢do tumoral

em relagao ao grupo veiculo (1,463 + 0,647).

Figura 18:Massa dos Tumores Cotratamento.
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Legenda: Os dados representam a média £ o erro padrao da média o (E.P.M) da massa dos
tumores apds tempo de avaliagéo cotratamento com a-Fel (25; 50 mg/Kg v.0). O grupo de animais
(n=6) também receberam veiculo (NaCl 0,9% com Tween 80 a 2% v.0), Pregabalina (10 mg/Kg v.0)
ou 5- Fluoracil (25 mg/Kg, i.p), (*p<0,05 comparados com grupo veiculo; ANOVA uma via, Teste de
Dunnet)
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Na tabela 2 é possivel observar a massa relativa dos principais 6rgaos dos animais,
no qual demonstra-se nos dados que nao ha diferenca significativa entre veiculo e as doses

do a-Fel ou do grupo sham e a-Fel.
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A tabela 2 apresenta os dados da massa relativa dos 6rgados dos animais utilizados na avaliagdo do pos-tratamento

subagudo com a-Fel.

Tabela 2:Massa relativa dos 6rgéos pos-tratamento subagudos.

Figado Baco Rins Coragéo Pulmdes Cérebro
Média E.P.M Média E.P.M Média E.P.M Média E.P.M Média E.P.M Média E.P.M
Veiculo 511,30 18,38 62,177 3,210 103,60 3,058 53,27 6,641 51,55 6,2240 134,10 4,578
Pregabalina 10 mg/Kg 461,90 12,83 59,08 3,868 93,19 3,056 40,80 1,301 5525 4,6260 132,80 2,773

V. 0

Sham 453,90 31,30 3538 4,766 108,50 5972 46,19 3,673 58,16 4,5110 149,30 5,782
a-Fel 25 mg/Kgv.o 467,40 13,46 58,31 5788 110,20 10,400 43,61 2,823 54,39 0,7216 144,00 6,094
a-Fel 50 mg/Kgv.o 471,20 12,40 50,45 5936 107,20 3,875 42,39 3,078 54,62 4,0270 129,00 2,618

Os numeros representam a média e o erro padrao da média da massa relativa em miligramas para cada 10g de peso corporal do animal.

EPM: Erro padrdo da média.
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Na figura 19 observam-se os dados do peso relativo dos animais na avaliagdo do poés-
tratamento subagudo com a-Fel. Diante dos dados apresentados, tem-se que os animais
nao apresentaram diferencgas estatisticas consideradas relevantes entre o peso inicial dos
animais e o peso final do pés-tratamento subagudo estipulado.

Figura 19: Peso relativo dos animais pos-tratamento subagudo.
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Legenda: Os dados representam a média * o erro padrdao da média o (E.P.M) do peso relativo dos
animais antes e apds tempo de avaliagdo do pds-tratamento subagudo com a-Fel (25; 50 mg/Kg
v.0). O grupo de animais (n=6) também receberam veiculo (NaCl 0,9% com Tween 80 a 2% v.0) ou
Pregabalina (10 mg/Kg v.0) (*p<0,05 comparados com grupo veiculo; ANOVA duas vias, Teste de
Tukey)
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A figura 20 representa os dados da massa dos tumores dos animais apos o pos-
tratamento subagudo com a-Fel. Foi possivel observar uma diferenga significativa (p<0,05)
no peso bruto dos tumores entre os grupos a-Fel 50 mg/kg v.o (0,371 £ 0,20) no pés-
tratamento subagudo e uma reducgéo de 82,74% em relagdo ao peso bruto dos tumores do
grupo veiculo (2,150 £ 0,385), fato esse nao observado no grupo -Fel 25 mg/kg v.o (1,133
1 0,320) e controle positivo Pregabalina 10 mg/Kg v.o (2,012 + 0,385).

Figura 20: Massa dos tumores pés-tratamento subagudos.
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Legenda: Os dados representam a média + o erro padrdo da média o (E.P.M) da massa dos
tumores apds tempo de avaliagdo do pos-tratamento subagudo com a-Fel (25; 50 mg/Kg v.0). O
grupo de animais (n=6) também receberam veiculo (NaCl 0,9% com Tween 80 a 2% v.0) ou
Pregabalina (10 mg/Kg v.0) (*p<0,05 comparados com grupo veiculo; ANOVA uma via, Teste de
Dunnet)
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4.3 Investigagao da atividade antioxidante

A avaliacdo antioxidante foi realizada através do soro dos animais utilizados no
protocolo de pés-tratamento subagudos com o monoterpeno a-Fel, como mostra a figura
21. Os dados mostram que o monoterpeno na dose de 25 mg/kg v.o (5,632 + 0,216) e 50
mg/kg v.o (8,309 £ 0,73) reduziu os niveis de TBARS constatadas através dos niveis de
malondealdeido, em relagédo ao veiculo (12,87 + 1,348), assim como no controle positivo
pregabalina 10 mg/Kg v.o (7,255 £ 1,432).

A dose de 25 mg/kg v.o (5,882 £ 0,265) aumentou os niveis de glutationa reduzida
(GSH), em conjunto ao controle positivo pregabalina 10 mg/Kg v.o (3,842 + 0,617).
Entretanto, a dose de 50 mg/kg v.o (2,572 + 0,15) ndo demostrou essa capacidade em
relacdo ao veiculo (2,431 £ 0,104). Superdxido dismutase (SOD) em nenhuma das doses
apresentou alteragao significativa. Desse modo, torna-se pertinente novas investigacoes se

diferentes doses podem ser capazes de inferir os niveis de SOD.

O grupo falso inoculado sham apresentou os seguintes dados (TBARS =9,573 +
0,216), (GSH= 5,466 *+ 0,242) e (SOD= 0,563 + 0,045).

Figura 21: Efeito antioxidante do a-Fel em soro sanguineo de camundongos como
neuropatia induzida S-180.

o
£
1 >
w
=3
1 O

" I sham

M veiculo

- a-Fel 25 mg/kg v.o

- a-Fel 50 mg/kg v.o

Il Pregabalina 10mg/kg v.o

o
o
1
o
*
Pt

GSH (mmoliL)
~

o
N
M

% inibicdo do NO,
o
IS
MDA (pM/L)
~

o
o
1
o
o

Legenda: Os dados representam a média + o erro padrao da média o (E.P.M). Os grupos de
animais (n=6) também receberam veiculo (NaCl 0,9% com Tween 80 a 2% v.o ou Pregabalina (10
mg/Kg v.0). (A) niveis de superdxido dismutase (SOD), (B) concentracao de espécies reativas de
acido tiobarbiturico (TBARS) e (C) concentragao de glutationa reduzida (GSH). Cada barra
representa o E.P.M (p*<0,05 comparado com o grupo veiculo; ANOVA uma via, Teste de Tukey)
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4.4 Investigacao de possiveis mecanismos de agao

Os resultados da Figura 22 mostram os dados do tratamento com o monoterpeno a-
Fel na presenca do bloqueador dos receptores opioide Naloxona e compara com o
tratamento apenas com o monoterpeno e controle positivo morfina. Os resultados na figura
22 revelaram que o grupo tratado apenas com a naloxona mostrou valores semelhantes
com os do veiculo, e o grupo tratado somente com a-Fel apresenta resultado compativel
ao controle positivo morfina, e que grupo tratado com a-Fel na presenga de naloxona
apresenta diferenga significativa (p<0,05) em relagcdo ao tratado apenas com o
monoterpeno. O mesmo ocorre no grupo controle positivo morfina na presenga de
naloxona. O resultado demonstrado no painel (A=0,07 g) Veiculo= 9,833 + 0,166 Naloxona
2mg/kg i.p= 9,833 £ 0,166, a-Fel 25 mg/kg, v.0= 2,0 + 0,447, a-Fel 25 mg/kg, v.o/ Naloxona
2mg/kg i.p=7,33 £ 0,42, Morfina 10 mg/kg i.p= 1,33 £ 0,33 e Morfina 10 mg/kg i.p/ Naloxona
2mg/kg i.p= 8,5 + 0,223 e reprodutivel no painel (B=0,16g) e painel (C=1,0g) que avaliam o

escore de sensibilidade mecanica direta no tecido peritumoral do tumor de células S-180.

No painel (D) que avalia sensibilidade periférica através do limiar de retirada de pata
, Veiculo= 0,085 £ 0,015 Naloxona 2mg/kg i.p= 1,133 + 0,084, a-Fel 25 mg/kg, v.0= 5,33
0,98, a-Fel 25 mg/kg, v.o/ Naloxona 2mg/kg i.p= 1,13 £ 0,217, Morfina 10 mg/kg i.p= 6,50 £
0,61 e Morfina 10 mg/kg i.p/ Naloxona 2mg/kg i.p= 1,30 £ 0,161 descartando a existéncia

do efeito antinociceptivo da naloxona.

A naloxona associada a morfina reverteu significativamente (p<0,05) o efeito
analgésico da morfina. O mesmo efeito foi demonstrado quando a naloxona foi associada
com o a-Fel (25 mg/kg, v.0.), mostrando a participacdo dos sistemas opidide no efeito

antihipernociceptivo do a-Fel na hipersensibilidade induzida por tumor de células S-180.
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Figura 22: Avaliagdo do envolvimento do sistema opidide no efeito antinociceptivo do a-
Fel em camundongos transplantados com sarcoma 180
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Legenda: Os dados representam a média + o erro padrao da média o (E.P.M). Efeito do a-Fel (25
mg/kg, v.0.) e da acdo da naloxona (3 mg/kg, i.p.) no escore de sensibilidade mecénica 0,07; 0,16
e 1,0g (A, B e C) e no limiar de retirada de pata (D) de camundongo n=6. Onde (+) indica presenga
e (-) auséncia do tratamento. Os dados representam a média £ E.P.M. (p*<0,05 comparado com o
grupo veiculo; ANOVA uma via, Teste de Tukey
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4.5 Docagem molecular do a-Fel e Morfina nos receptores opidides

Os resultados da tabela 3 demonstram a energia livre de ativagao das ligagcdes da

morfina e a-Fel no receptor opidide.

Tabela 3: Resultados referentes a ancoragem do a-Fel e da morfina nos receptores y, 0,
K.

Alfa-felandreno Morfina
Receptor p (mi) -6.0 kcal/mol -8.4 kcal/mol
Receptor & (delta) -7.4 kcal/mol -7.0 kcal/mol
Receptor K (kappa) -6.6 kcal/mol -8.9 kcal/mol

Fonte: Software AutoDock Vina, 2018

Os resultados apresentados pelo a-Fel nos testes in vivo foram sugeridos pela
docagem molecular, na qual foi avaliada a energia livre de ativagcao do a-Fel e da Morfina
para efeito de comparagao, frente aos receptores opidides p, 8, K. Na tabela 3 sao
demostrados os resultados das energias livres de ativagdo de cada molécula diante da
ligacdo com cada subtipo dos receptores opidides. Como demonstrado, a morfina
apresentou uma energia livre de ativagao menor que zero, o mesmo acontecendo com o o-

Fel, sugerindo o seu efeito opidide
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A figura 23 demostra conformacéao tridimensional da ancoragem do a-Fel e morfina nos
receptores opidide. A ancoragem do a-Fel no receptor p (mi) no painel (A) bem como os tipos
de ligagao que séo responsaveis pela interagao dessa substancia com este receptor, que
séo ligagdes de Van Der Waals, ligagbes pi e pi-Alquila em seguida a ancoragem da

morfina no receptor y (mi) onde ocorre ligagdes do tipo alquila, pi-alquila, pi-pi e pi-enxofre.

O painel B apresenta a ancoragem do a-Fel no receptor & (delta), no qual ocorre o
mesmo padrao de ligagdo demostrado na ancoragem no receptor p (mi), em seguida
ancoragem da morfina no receptor & (delta) temos a presencga de ligagdes do tipo alquila,

pi-alquila, forgas de Van Der Waals e ligagdes do tipo pi-sigma.

O painel C representa a ancoragem do a-Fel no receptor k (kappa) que apresenta
ligacdes do tipo alquila, pi-alquila, pi-pi, forcas de Van Der Waals, ligagdes do tipo pi-sigma
e pi-enxofre. Um padrdo semelhante a ancoragem molecular da morfina no receptor ©
(delta), em seguida ocorre a ancoragem da morfina no receptor kK (kappa) que apresenta
ligacdes do tipo alquila, pi-alquila, forcas de Van Der Waals e ligagdes do tipo pi-sigma e

pi-enxofre.

Figura 23:Ancoragem molecular do a-Fel e morfina.
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Os resultados da figura 24 mostram os dados do tratamento com o monoterpeno a-
Fel na presenga do bloqueador do receptor GABAAa especifico bicuculina e compara como
o tratamento apenas com o monoterpeno. Os resultados mostram no (A=0,07 g) veiculo=
9,833 + 0166, Bicuculina 1 mg/kg, i.p.= 9,50 = 0,223, a-Fel 25 mg/kg, v.0o= 1,66 +0,21, a-
Fel 25 mg/kg, v.o/ Bicuculina 1 mg/kg, i.p= 7,88 + 0,60 reprodutiveis no painel(B=0,169) e
painel (C=1,0g) que avaliam o escore de sensibilidade mecanica direta no tecido

peritumoral do tumor de células S-180.

No painel (D) que avalia sensibilidade periférica através do limiar de retirada de pata
pbde-se observar que veiculo= 0,08 + 0,15, Bicuculina 1 mg/kg, i.p.=1,03 = 0,15, a-Fel 25
mg/kg, v.0o=5,66 +0,80, a-Fel 25 mg/kg, v.o/ Bicuculina 1 mg/kg, i.p= 1,56 + 0,50 destacando
que a bicuculina associada ao a-Fel (25 mg/kg, v.0.), reverteu significativamente (p<0,05)
o efeito antinociceptivos do a-Fel mostrando a participacédo do sistema GABAérgico no
efeito antihipernociceptivo do a-Fel na hipersensibilidade induzida por tumor de células S-
180.
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Figura 24: Participag¢ao do sistema GABAérgico no efeito antinociceptivo do a-Fel em
camundongos transplantados com sarcoma 180
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Legenda: Os dados representam a média £ o erro padrao da média o (E.P.M). Efeito do a-Fel (25
mg/kg, v.0.) contra a agao Bicuculina (1 mg/kg, i.p.) no escore de sensibilidade mecénica 0,07; 0,16
e 1,0g (A, B e C) e no limiar de retirada de pata (D) de camundongo n=6. Onde (+) indica presenga
e (-) auséncia do tratamento. Os dados representam a média £ E.P.M. (p*<0,05 comparado com o
grupo veiculo; ANOVA uma via, Teste de Tukey

4.6 Reagcao Imunoenzimatica (ELISA)

Na figura 25 tem-se os dados da reagédo imunoenzimatico (ELISA) das respetivas

citocinas TNF- q, IL-1B, IL-4 e IL-6. No plasma dos animais cotratados com a-Fel apés
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inoculagdo das células de S-180. Os resultados da figura 24 demonstraram que o
cotratamento com a-Fel (25 e 50 mg/kg v.0) reduziu de forma significativa (p<0,05) as
concentragdes de TNF-a(A) (a-Fel 25: 133,9 + 12,80 pg/mL, a-Fel 50: 135,4 £ 10,26 pg/mL)
em relagdo ao grupo controle (Veiculo:396,7 + 49,53 pg/mL), o controle positivo
(pregabalina: 135,5 + 12,7 pg/mL também apresentou reducgao significativa dos niveis de
TNF-a ao contrario do (5-Fluoracil: 281,9 £ 21,86 pg/mL), grupo (sham:50,77 + 2,33pg/mL).

Os resultados da dosagem de IL-1B (B) apresentaram um padrdo semelhantes as
dosagens de TNF-a onde (a-Fel 25: 234,1 + 16,65 pg/mL, a-Fel 50: 264,3 + 8,75 pg/mL)
em relagdo ao grupo controle (Veiculo:447,6 + 26,60 pg/mL), o controle positivo
(pregabalina: 220,6 + 9,65 pg/mL também apresentou reducao significativa dos niveis de
IL-18 diferentemente dos niveis do (5-Fluoracil: 495,2 + 19,83 pg/mL), grupo (sham:100,4
+ 2,97 pg/mL).

A IL-4 (C) apresentou os seguintes resultados (a-Fel 25: 115,8 + 2,62 pg/mL, a-Fel
50: 108,5 + 3,11 pg/mL) uma redugao significativa (p<0,05) em relagdo ao grupo controle
(Veiculo:261,6 6,07 pg/mL), em conjunto com o controle positivo (pregabalina: 117,5 + 1,92
pg/mL os niveis do (5-Fluoracil: 244,2 + 6,58 pg/mL) foram semelhantes aos do grupo

veiculo, grupo (sham:58,18 + 0,99 pg/mL).

Os seguintes resultados foram demostrados na dosagem de IL-6 (D) reducao
significativa (p<0,05) no grupo (a-Fel 25: 95,31 + 4,41 pg/mL, a-Fel 50: 100,6 £ 4,13 pg/mL)
em relacdo ao grupo controle (Veiculo:231,8 + 6,58 pg/mL). O controle positivo
(pregabalina: 95,79 * 4,49 pg/MI) também apresentou reducgao significativa dos niveis de
TNF-a ao contrario do (5-Fluoracil: 210,7 + 7,66 pg/mL), grupo (sham:50,77 + 2,33pg/mL)
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Figura 25: Niveis de Citocinas (TNF-a, IL-183, IL-4 e IL-6)
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Legenda: Os dados representam a média + o erro padréo da média o (E.P.M). Os grupos de
animais (n=6) também receberam veiculo (NaCl 0,9% com Tween 80 a 2%, v.o, Pregabalina
(10 mg/Kg v.0) ou 5- Fluoracil (25 mg/Kg, i.p). (A) niveis de TNF-a em pg/mL, (B) concentragéao
de IL-1B em pg/mL, (C) concentragéo de IL-4 em pg/mL e (D) niveis de IL-6 em pg/mL.
(p*<0,05 comparado com o grupo veiculo; ANOVA uma via, Teste de Tukey)
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DISCUSSAO
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5 DISCUSSAO

Diferentes estudos trazem o potencial antinociceptivo do a-Fel (LIMA et al.,
2012) frente a nocicepgao quimica induzida por acido acético, formalina, capsaicina e
glutamato em camundongos, e em modelo de carragenina. Os estudos sugerem
também a participacdo do sistema colinérgico (receptores muscarinicos) e
adrenérgico (receptores alfa-2). No estudo de Santos. (2015) o a-Fel inibiu a alodinia
e a hiperalgesia mecanica induzidas pela injecao intraplantar de ACF, um modelo de
dor inflamatéria crénica, da 1° avaliagao até a ultima no 10° dia, o qual demostrou
atividade antiedematogénica ao inibir, de forma significativa, o edema de pata induzido
por ACF em ratas, reduziu a migragado de neutréfilos e o edema nas patas de ratas
com inflamacao induzida por ACF. O a-Fel via oral livre ou em complexos de incluséo
com [-ciclodextrinas apresentou também atividade antinociceptiva, reduzindo a
sensibilidade térmica e mecéanica em modelo de neuropatia induzida por compressao

do nervo ciatico em camundongos (PIRES Y M S, 2018).

Os estudos anteriores demonstraram que o a-Fel apresenta um comprovado
perfil farmacoldgico anti-inflamatério e analgésico em modelos de dor aguda e crénica
do tipo neuropatica. Entretanto faltam informagdes sobre seu efeito na dor crbénica do
tipo oncolégica. Este estudo mostrou que o a-Fel pode atenuar os efeitos
hipernociceptivos pela presengca de tumores e compressdes teciduais resultantes

tumor primario ou metastase.

A dor é um dos primeiros sintomas do cancer em 20% a 50% dos pacientes.
Tem-se que as razdes para o manejo inadequado desse tipo de dor em paciente com
cancer € a incapacidade de identificar os mecanismos subjacentes desta neuropatia
(BECHAKRA et al., 2018). A dor neuropatica é definida como dor apds lesao neural;
pode ser um resultado de lesdes evidentes em grandes estruturas nervosas
provenientes do tumor primario ou da malignidade provocado com a progressao da
doenca (ING, 2017).

Inimeras terapias farmacoldgicas sao utilizadas para esse tipo de tratamento,
como AINE’s, antidepressivos, anticitocinas e opioides. Estes ultimos estdo na
categoria de narcoticos que melhor atuam no sistema nervoso central para aliviar a

dor. Como a morfina, s&o analgésicos muito potentes, mas devido aos efeitos


https://www.sinonimos.com.br/inumeras/
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/opiate
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/narcotic
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/central-nervous-system

74
PINHEIRO-NETO, F.R. Avaliagdo da atividade antinociceptiva do a-Felandreno em modelo experimental de

hipernocicepgéo oncoldgica

adversos da depressao respiratdria, vicio, dependéncia e constipacdo, possuem um
uso restrito (SUBEDI et al., 2019). Mantém-se ent&do um desafio clinico: a necessidade

de buscar novas opgdes terapéuticas para o alivio da dor.

O presente estudo teve inicio por meio da avaliagdo de atividade
antinociceptiva, utilizando modelo de hipernocicepgao oncoldgica com células de S-
180 na regido subaxilar. O modelo de indugdo de hipernocicepg¢éo foi desenvolvido
durante a idealizagdo e execucgao deste estudo, que utilizou célula de S-180 para
inducédo de neoplasia nos animais e o método Von Frey para avaliar a sensibilidade
direta e indireta provocada pelo tumor, resultando em um modelo eficiente para

determinar o potencial terapéutico de uma substancia na anti-alodinia oncoldgica.

Os sarcomas constituem um amplo grupo de neoplasmas malignos de origem
mesenquimatosa (HUI, 2016) que surgem em tecidos derivados do mesénquima
embrionario (BECKINGSALE; SHAW, 2017). Eles sdo formas relativamente raras de
cancer e, geralmente, sdo divididos em sarcomas Osseos e de tecido mole
(NAGARAJU et al., 2017). Essas neoplasias sao tipicamente classificadas de acordo
com o tecido mesenquimatoso normal que mais se assemelham, compreendendo
mais de 70 tipos que diferem em caracteristicas patoldgicas e clinicas (ABESHOUSE
et al., 2017).

O S-180, também conhecido como tumor de Cocker, foi isolado de células de
um tumor espontaneo localizado na regiao axilar de camundongo Swiss macho (Mus
musculus). Descoberto em 1914, pelo Dr. W. H. Woglom, no laboratério Crocker, nos
Estados Unidos, e mantido por transplantes sucessivos desde entédo, sendo exclusivo
de camundongos, ndo acometendo humanos. Por este motivo, € usado para testes
experimentais em todo o mundo (ZUCKERBERG, 1973).

O modelo utilizado para avaliar a alodinia mecanica foi o Von Frey, que é um
estimulador mecanico, que se tornou amplamente utilizado em pesquisas com animais
(BRADMAN et al., 2015). Chaplan et al., (1994) desenvolveu o método “up-down”, que
€ o modelo mais utilizado atualmente. Este modelo de avaliagdo inicia com um
filamento intermediario e, dependendo da resposta do animal, a forga em gramas (g)
pode aumentar ou diminuir linearmente através de uma resposta defensiva, que exige

o uso de uma forga de filamento mais baixa sendo usada em seguida, enquanto a falta
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de uma resposta caracteristica determina a possibilidade de utilizar um filamento de
maior forca (MCMACKIN et al., 2016).

O presente estudo utiliza o método de Von Frey de duas formas: uma avaliagéao
direta, no tecido peritumoral do tumor de células S-180 na regido subaxilar, adaptado
de Cattaruzza et al. (2013), no qual esse desenvolveu um método em que fosse
possivel mimetizar os sintomas de pancreatite crébnica em animal, inclusive a dor
abdominal, tdo recorrente na clinica desta patologia. Entdo, apds a efetividade da
inducdo, avaliou-se a sensibilidade dos animais de diferentes formas. Dentre elas, a
dor téraxica mecanica foi medida pela aplicagdo dos filamentos de Von Frey de
diferentes forgas aplicadas (0,07; 0,16 e 1 g) em ordem crescente, ndo superior a 10
vezes cada, com intervalo de 1-2 segundos, no qual a resposta foi considerada
positiva quando os animais retrairam ou lamberam o abdémen. Este modelo foi
aplicado na regiao peritumoral dos animais com o tumor de S-180, que neste trabalho,
intitulou-se como “Escore de sensibilidade mecanica”. O segundo modelo aplicado foi
o caracterizado por Chaplan et al. (1994) como “Limiar de sensibilidade mecanica”,
manifestado na pata traseira direita, possibilitando avaliar a dor periférica nos animais

com tumor.

O modelo comportamental proposto neste estudo utilizou a-Fel em trés tipos
distintos de tratamento. Inicialmente, o cotratamento na figura 11, que avaliou o escore
de sensibilidade mecanica, e na figura 12, que foi o limiar de sensibilidade mecéanica.
Os terpenos sao formados de unidades de isoprenos que constituem uma parte
relevante dos metabdlitos secundarios encontrados em diversas plantas com grande
potencial terapéutico, que apresentam na literatura uma consideravel variedade de

efeitos anti-inflamatodrios e antinociceptivos (SANTOS et al., 2019).

O cotratamento € um modelo utilizado para avaliar a capacidade de um
determinado composto apresentar atividade antitumoral, o que poderia confundir com
o efeito antinociceptivo proposto por este trabalho, pois se o composto inibir o
desenvolvimento do tumor, indiretamente estara tratando dos danos provocados pelo
cancer. Na figura 18, foi possivel destacar uma porcentagem de inibicdo do
crescimento tumoral em relagdo ao controle negativo. As doses analisadas foram de

25 mg/Kg v.o e 50 mg/Kg v.o do a-Fel que respectivamente inibiram 68,25 e 76,48%



76
PINHEIRO-NETO, F.R. Avaliagdo da atividade antinociceptiva do a-Felandreno em modelo experimental de

hipernocicepgéo oncoldgica

do crescimento tumoral em comparagao ao controle negativo. Obteve-se um resultado
reprodutivel na figura 19, pois mesmo com o tumor efetivamente instalado, o pos-
tratamento subagudo foi com o a-Fel na dose de 50 mg/kg v.o ainda assim demostrou

capacidade de reduzir o tumor em 82,74%.

Destaca-se atualmente que mais de 70% das drogas anticancer aprovadas em
todo o mundo nas ultimas sete décadas, séo isolados ou derivados estruturais de
produtos naturais (WU et al., 2015). Diversos estudos relatam atividade antitumoral
de monoterpenos, como o efeito do carvacrol no carcinoma de células escamosas oral
humano, onde o monoterpeno demostrou inibir a proliferagao celular, metastase e
invasao, além de induzir a apoptose (DAl et al., 2016). De modo semelhante, o estudo
de Islam et al. (2016) evidenciou que o carvacrol inibiu significativamente a viabilidade
das células cancerigenas da prostata humana. Hsieh et al. (2014) sugeriu que o a-Fel
poderia apresentar uma possivel atividade antitumoral, por ter induzido necrose em
células humanas de tumor de figado, possivelmente por mecanismos que envolveriam

a deplecgao de niveis de trifosfato de adenosina (ATP).

Hsieh et al. (2015) relatam a capacidade do a-Fel induzir autofagia em células
tumorais de figado humano regulando a expressdo de mTOR, que & um receptor
especifico de indugdo autofagica em mamiferos e LC-3Il, que é um indutor de
autofagia. A sinalizagao de p53 pode induzir autofagia por ligagéo a regido promotora
de genes que codificam moduladores pro-autofagicos e ativacdo de NF-Kb, as quais

resultam na liberagao de proteinas de regulagao autofagica (Beclin-1 e LC3-II).

Com os resultados presentes da figura 12, que avaliam a sensibilidade
periférica dos animais, é possivel visualizar uma sensibilidade periférica provocada
pelo tumor, com exce¢ao do grupo controle positivo 5-FU, que no 16° dia nao
apresentou efeito antinociceptivo. Observa-se que a terapia com antineoplasico é um
importante fator de inducdo de neuropatia através de mecanismos que provocam
danos neurais (VELASCO et al, 2017). A neuropatia via quimioterapicos é
predominantemente sensorial e de gravidade moderada, na qual diferentes
tratamentos podem induzir sintomas diferentes, por exemplo, hiperexcitabilidade
aguda e hiperalgesia ao frio foram alguns sintomas descritos apds a terapia com
oxaliplatina (GEBER et al., 2013).
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Outro paréametro avaliado, foi o tratamento agudo dos animais com
hipernocicepg¢ao oncoldgica ja instalada provocada pelo tumor de S-180. Na figura 13,
tem-se a avaliagao direta no tecido peritumoral, no qual todas as doses do a-Fel, assim
como o controle positivo morfina 10 mg/Kg, apresentam resultado satisfatério e
reprodutivo com todos os filamentos utilizados, porém observa-se o inicio da perda de
efetividade no ultimo tempo avaliado, 240 minutos. Diversos monoterpenos
apresentam acgao antinociceptiva aguda, no qual é caracteristico possivel perda de
atividade da substancia apds 4 horas de administragdo. Jiang et al. (2015), em seu
estudo, demonstra o potencial antinociceptivo agudo do Borneol em modelo ACF e
por ligadura segmentar do nervo espinal (LSN), no qual ocorre perda de efetividade 4
horas apos a primeira administragéo. Nishijima et al. (2014) demostrou a atividade do
Citral (3,7-dimetil-2,6-octadienal), um monoterpeno de cadeia aberta, que possui
atividade antinociceptiva aguda em dor induzida por formalina, com atividade
demostrada na primeira hora apds administracdo e perda de atividade similar na
quarta hora. Por fim, a ultima avalicdo comportamental realizada foi no pés-tratamento
subagudo com o a-Fel na figura 15. O a-Fel consegue diminuir a hipernocicepgéao
provocada pelo tumor em todas as doses, porém as doses de 25 e 50 mg/Kg

apresentam melhor resposta de inibicéo.

Os dados apresentados na tabela 1 demostram que nao existe diferenca no
tamanho do 6rgao nos diferentes tratamentos com a-Fel, de acordo com o controle
positivo pregabalina e com o grupo falso inoculado sham em relagdo ao veiculo.
Entretanto, no grupo controle positivo 5-FU, observa-se um aumento do peso do
coracao em relacao ao veiculo. O 5-FU é o terceiro quimioterapico mais utilizado no
tratamento de diversas neoplasias malignas sdlidas em todo o mundo. Diferentes
estudos relatam uma ampla incidéncia de cardiotoxicidade associada a administragao
de uma fluoropirimidina, e o 5-FU & o segundo medicamento mais comum associado
a cardiotoxicidade (SARA et al., 2018). Na literatura, é possivel observar diversos
estudos clinicos prospectivos realizados para determinar a incidéncia de
cardiotoxicidade do 5-FU. De Forni et al. (1992) mostrou que 367 pacientes receberam
altas doses de 5-FU e desses, 7,6% desenvolveram cardiotoxicidade; 5,4% tinham
dor toracica ou falta de ar; 2,2% angina instavel e 1,1% morte subita. Um total de 42
pacientes (idade mediana de 52 anos, variando de 34 a 82 anos) com carcinoma

colorretal foram monitorados, no qual nesses pacientes o 5-FU atuou como um
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adjuvante pdés-operatério ou através de quimioterapia paliativa. Em todos esses
pacientes foram avaliados os marcadores cardiacos peptideo natriurético cerebral
(BNP) e troponina | 14% tiveram elevagdes significativas de troponina | e 48%
espressarm elevacgoes significativas de BNP (HOLUBEC et al., 2007). Vasoespasmo
coronario € uma das principais teorias da isquemia miocardica relacionada ao 5-FU e
pode estar relacionado a um mecanismo dependente do endotélio (disfungao
endotelial) ou a um mecanismo independente do endotélio (disfungao primaria do
musculo liso) (SARA et al., 2018).

Ao contrario do coracéao, os rins dos animais tratados com 5-FU apresentaram
uma diminui¢do do tamanho em relagéo ao veiculo e sham. O 5-fluorouracil (5-FU)
apresenta diversos efeitos adversos, como cardiotoxicidade, nefrotoxicidade e
hepatotoxicidade. O 5-fluoro-2-desoxiuridina monofosfato € um metabdlito do 5-FU,
que € um inibidor irreversivel da timidilato sintase, uma enzima fundamental para a
sintese da timina (RASHID et al., 2014). Ela restringe a produgédo de desoxitimidina
monofosfato (dTMP), que é crucial para a replicagao e reparo do DNA e seu déficit e
leva a toxicidade celular. Além disso, o 5-FU é catabolizado em diidrouracil no figado,
que é clivado em a-fluoro-B-alanina, aménia, ureia e diéxido de carbono, levando a
neurotoxicidade (YOUSEF; ABOELWAFA, 2017). Os efeitos tdxicos provenientes do
5-FU séo reprodutiveis, ndo so isoladamente nos 6érgdos, mas também como
demostrado na figura 14, com a diminuicdo do peso dos animais ao fim do

cotratamento.

Nessa perspectiva, evidéncias recentes relatam que as células cancerosas
apresentam altos niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO), como consequéncia
de alteragdes metabdlicas, genéticas e associadas ao microambiente (KHURANA et
al., 2018). Os radicais livres de oxigénio sdo definidos como molécula de oxigénio
contendo um ou mais elétrons ndo pareados em orbitais atbmicos com papel

significativo na sinalizac&o celular e na homeostase (IHSAN et al., 2018).

Esses EROs elevam/causam estresse oxidativo, é definido como um
desequilibrio entre a producado e a neutralizagdo de EROs, seja como resultado do
aumento da producdo ou da deficiéncia de mecanismos antioxidantes. Niveis

elevados de estresse oxidativo tém sido associados a numerosas patologias, tais
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como artrite reumatoide, Parkinson, Alzheimer, aterosclerose, doencas
cardiovasculares e diabetes mellitus (SAN MAURO MARTIN et al., 2019). O estresse
oxidativo pode induzir alteragbes deletérias, particularmente no SNC, na modulagao
nociceptiva e na sensibilizagdo central. Elevados niveis de EROs levam a
sensibilizagao periférica e central e alteram a nocicepgéao, resultando em processo de

hipernocicepgdo mediada por mecanismos oxidativos (POLLI et al., 2019).

Entre os mecanismos para combater o estresse oxidativo, destaca-se o sistema
antioxidante que elimina radicais livres (LETE et al., 2018). A superdxido dismutase
(SOD) é uma enzima antioxidante endégena que converte o superoxido em peroxido
de hidrogénio (BARKER et al., 2019). A glutationa é um importante cofator
antioxidante responsavel pelo metabolismo em células vivas. E composta por trés
aminoacidos, (L-cisteina, L-glutamina e glicina), que atuam como forte doador de
elétrons (NESAKUMAR; BERCHMANS; ALWARAPPAN, 2018). As suas fungcdes mais
importantes estdo relacionados com a desintoxicagdo de xenobibticos ou oxidantes
enddégenos. Levando em conta o grande numero de moléculas potencialmente
deletérias que podem ser desintoxicadas de maneira dependente da GSH, é notavel
que deficiéncia no GSH seja algo potencialmente prejudicial a homeostase, o que tem
sido associado as diversas condi¢des patoldgicas dos sistemas bioldgicos, incluindo
aquelas relacionadas ao SNC (FARINA; ASCHNER, 2019). Nesse contexto, avaliou-
se a acao do a-Fel sobre a producédo de EROs. A dose de 25 mg/kg v.0 aumentou os
niveis de GSH em conjunto com o controle positivo em relagéo ao veiculo, efeito esse
que corrobora diretamente com os niveis de TBRAS, partindo da capacidade do GSH
em eliminar os radicais livres, reduzir os peroxidos e conjugar-se com componentes

eletrofilicos através de reagdes enzimaticas e ndo enzimaticas.

Espécies reativas de oxigénio aumentadas durante o estresse oxidativo, iniciam
uma reacao denominada peroxidacdo lipidica que afeta, particularmente os
fosfolipidios que contém acidos graxos poli-insaturados (LORENTE et al., 2018). Isso
resulta na formacgao de peroxidos lipidicos que podem se decompor em produtos
secundarios, como malondialdeido (MDA)(BUSCH, 2017). A peroxidagao lipidica
aumentada acompanha numerosas patologias com um componente inflamatorio,
como evidenciado pela deteccdo de produtos finais de peroxidagao lipidica em

doencas cardiovasculares, pulmonares, hepaticas, cancerosas e neurodegenerativas
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(LIU et al., 2017b). O o-Fel nas doses de 25 e 50 mg/kg v.o reduziu os niveis de
TBARS, que é um subproduto da peroxidagéo lipidica em conjunto com o controle
positivo pregabalina 10 mg/kg v.o caracterizando uma possivel protecdo contra a

peroxidacgao lipidica.

As utilizagbes preventivas e terapéuticas de antioxidantes tém sido relatados
para reduzir ndo s6 os parametros oxidativos relacionadas com o estresse, mas
também a resposta inflamatéria e dor nas varias doengas. Atualmente, 9 canais TRP
(TRPA1, TRPC5, TRPM2, TRPM4, TRPM7, TRPV1, TRPV2, TRPV3 e TRPV4) sédo
demonstrados como sendo ativados por estresse oxidativo. As expressdes destes
canais sao muito diferentes nos tecidos e células. Foi observado que os niveis de
expressao de quatro canais TRP (TRPA1, TRPM2, TRPV1 e TRPV4) séo altos em
neurénios relacionados a nocicepgao. (KISTNER et al.,, 2016). Terapias com
antioxidante  apresentaram  diversos resultados promissores, reduzindo
significativamente a resposta inflamatéria (TNF-a, IL-18 e IL-6). Além disso,
pesquisadores também observaram a participacdo da prevencido de processos
apoptéticos através de modulacédo de espécies reativas de oxigénio (CARRASCO et
al., 2018).

Os monoterpenos, como o 1,8-cineole, geraniol o linalol, sdo alguns exemplos
interessantes a serem explorados como antioxidantes (NOACCO et al., 2018). O a-
Terpineol (a-Ter) esta presente em uma ampla gama de 6leos essenciais do género
“Eucalyptus” com uma vasta gama de efeitos bioldgicos, com reconhecido potencial
analgésico. O a-Ter diminuiu a nocicepgéao induzida pela inoculagéo de células S-180
na pata de camundongos, demonstrou a capacidade de aumentar a concentragao de
GSH, sugerindo que o a-Ter reduz o estresse oxidativo induzido por S-180 e, também,
atenuou, os niveis de oOxido nitrico, que participam diretamente na manutencao da
sensibilizagao central e periférica através de mecanismos inflamatérios e neuropaticos
por modulacdo de citocinas, fatos esses que podem contribuir para a redugao das

respostas nociceptivas induzidas pelas células tumorais (GOUVEIA et al., 2018).

O sistema opidide esta diretamente relacionado com a modulagéo e controle
da dor através de mecanismos inibitorios da conducdo e impulsos na medula espinal
(ASLAKSEN; FORSBERG; GJERSTAD, 2018). A morfina € um alcaloide fenantreno
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e varia entre os analgésicos mais utilizados para tratar desde a dor moderada a grave
na pratica clinica. O grupo hidroxilfendlico da morfina € crucial para a sua ligagao aos
receptores opidides e confere diretamente suas propriedades analgésicas (NYSSEN
et al., 2018).

Na figura 23 e na tabela 3, é possivel observar através do método de docagem
molecular a afinidade do a-Fel aos trés receptores opioides humanos “classicos”, o
mu (M), kappa (K) e delta () (BAO et al., 2019). Em comparagdo com a morfina, o
processo de docagem molecular avalia a geometria espacial e a energia livre de
ativagao durante a ligagédo ou “encaixe” da molécula ao receptor alvo (LIU et al., 2018).
Através das interacbes moleculares, € possivel desvendar diversos processos
biomoleculares. A simulagdo computacional € uma ferramenta cientifica utilizada
como meio de analise que possibilita a compreenséo desses processos moleculares
(LENGAUER; RAREY, 1996). O desenvolvimento de novos farmacos € uma das
tarefas mais desafiadoras da ciéncia atual. A utilizacdo de técnicas de ancoragem
molecular € uma forma inovadora de determinar o desempenho de diversos
candidatos a farmacos. A técnica de ancoragem foi projetada para encontrar a
conformacgao correta de um ligante e seu receptor e apresenta uma vasta aplicagcéao
no desenvolvimento de pesquisa farmacoldgica. O processo de ligar uma molécula ao
seu alvo proteico ndo é simples; varios fatores (entropia e entalpia), mobilidade do
ligante e do receptor, o efeito do ambiente proteico na distribuicdo de carga sobre o
ligante e suas interacbes com as moléculas de agua ao redor influenciam as
interagdes entre eles. A ideia por tras dessa técnica é gerar um conjunto abrangente
de conformacgdes do complexo receptor e ligante e classifica-lo de acordo com sua
estabilidade (ALONSO; BLIZNYUK; GREADY, 2006).

Na docagem molecular, foi avaliada a energia livre de ativagao do a-Fel e da
Morfina para efeito de comparacao, frente aos receptores opidides p, & e K. Como
esperado, a morfina apresentou uma energia livre de ativagdo menor que zero, 0

mesmo acontecendo com o a-Fel, sugerindo o seu efeito opidide.

Diversos monoterpenos apresentam interagdes com receptores opidides. Os
dados apresentados na figura 19 corroboram com o resultado demostrado pela

ancoragem molecular. Outras estruturas quimicamente relacionadas sé&o
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apresentadas na literatura com resultado semelhante, como o Isopulegol (ISO). O pré-
tratamento dos animais com o antagonista ndo seletivo dos receptores opidides
naloxona foi capaz de reduzir a antinocicepg¢ao do ISO, sugerindo uma possivel agao
antinociceptiva através do sistema opioide, por se ligar a receptores opidides ou por
induzir a liberagdo de opioides endégenos (ANDRADE PROSPERO et al., 2018). A
participacdo no sistema opiodide pelo a-Fel foi demonstrado quando a naloxona foi
associada com o a-Fel na dose de 100 mg/kg, v.0, mostrando a reversado da anti-
hipernocicep¢gao do a-Fel na hipersensibilidade mecanica induzida por ACF
(FRANCA, 2018).

Nessa perspectiva, o acido y-aminobutirico (GABA) também esta amplamente
distribuido no SNC, incluindo a regido supra-espinhal e espinais e esta envolvido
diretamente na transmissao de sinais de dor aferentes e vias descendentes de
modulag¢ao da dor (THIAUCOURT et al., 2018). Esse neurotransmissor apresenta a
capacidade de modular a atividade do SNC por meio da agdo no receptor inotrépico
GABAA mediando a excitabilidade neural através regulagdo do anion Cl- (HUANG,;
GRAU, 2018).

Na figura 21, é possivel sugerir uma possivel participacao do a-Fel no sistema
GABAérgico, visto a capacidade da bicuculina, um antagonista GABAa, ter
apresentado a capacidade de diminuir a atividade antinociceptiva do a-Fel. Os canais
ibnicos sao proteinas de membrana que controlam a passagem de ions (Na*, K-,
Ca?*ou CI') através da membrana celular. A permeacao de ions por esses canais é a
base fundamental da excitabilidade celular. Diversos monoterpenos apresentam
interacdo com esses receptores, como o0 mentol que potencializa as propriedades
funcionais dos receptores GABAAa; o timol, que tem efeito direto nas correntes de
entrada de cloreto receptores GABAa (OZ et al., 2015); o carvacrol, que é um
monoterpeno com estrutura semelhante ao a-Fel e destacou-se por apresentar
propriedades neuromoduladoras e diminuicdo da hipernocicepgdo oncologica
provocada por S-180 em tumor intraplantar possivelmente por efeito direto em
receptor GABA (GUIMARAES et al., 2014).

O processo fisiolégico da nocicepgao encontra-se em estado de

hiperexcitabilidade durante processos inflamatérios perante a liberacdo densa de
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mediadores inflamatérios. A hiperatividade das fibras sensoriais € um reflexo do
organismo a danos teciduais como a (carcinogénese), levando a dor aguda ou crénica
(DE FREITAS PIRES et al., 2019).

O fator de necrose tumoral (TNF) é uma das principais citocinas proé-
inflamatdrias do organismo. E sintetizada e liberada em forma soltvel em resposta a
inflamacéo tecidual ou a leséo por diversos tipos de células (macrofagos, mastécitos,
células de Schwann e células endoteliais). O TNF é capaz de induzir hiperalgesia
aguda por afetar a fungao de nervos periféricos, por mecanismo indireto através da
ativacao de resposta imune e liberagao de outras citocinas pré-inflamatérias, bem
como prostaglandinas (PGs) e aminas simpaticas. O TNF desempenha um papel
crucial na regulagéo do sistema trigeminal e hiperalgesia mediada por TRPV1 (LIS et
al., 2017) e sua superproducgao esta diretamente relacionada a alteragdes estruturais
sinapticas de neurdnios espinais e hipocampais associados com dor cronica (LIU et
al., 2017a). Diversas evidéncias demostram que o aumento de TNF-a apds a leséo
nervosa, contribui diretamente para aumento da excitabilidade de nervos néo
lesionados, desencadeando processos neuropaticos (KALLIOMAKI et al., 2016). O a-

Fel apresentou a capacidade de reduzir os niveis de TNF-a.

Além disso, o a-Fel demonstrou capacidade de diminuir os niveis de
interleucina 1B (IL-1B8), uma citocina proé-inflamatéria com importantes fungdes
homeostaticas no organismo normal, porém o aumento da producao de IL-1 esta
implicada em diversas alteragdes fisiopatoldgicas. Ela pode ser liberada por diversas
células (endoteliais, gliais, Schwann, microglia, astrécitos, fibroblastos, macréfagos e
mastoécitos) (REN; TORRES, 2009). Condi¢cdes neuropaticas apresentam elevados
niveis de IL-1B, possivelmente por ativacdo das raizes dorsais ganglionares neurais e
por aumento da atividade da medula espinal (HUNG; LIM; DOSHI, 2017).

A interleucina-6 (IL-6) é uma citocina que esta envolvida em inumeros
processos é produzida pelas células estromas, mondcitos e linfocitos, e sua expressao
€ aumentada pela IL-18 e TNF-a (YE et al.,, 2018). A IL-6 participa de diversos
processos imunes, inflamatérios e neuropaticos pela ética do estudo desenvolvido.
Ressalta-se a sinalizagdo classica, que € mediada pelo receptor de IL-6 ligado a

membrana (mblL-6R). A IL-6 liga o mbIL-6R, levando ao recrutamento de gp130, que
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ativa a JAK1 e JAK2, levando a fosforilacdo dos fatores de transcricdo (STAT1 e
STAT3). Inibidores de JAKSs, s&o alvos potenciais desenvolvidos para o tratamento
de diversas doencgas inflamatdrias e cancerigenas (JONES; MAERZ; BUCKNER,
2018). O a-Fel demostrou a capacidade de reduzir os niveis de IL-6 que tem um papel
essencial na sinalizagdo no SNC. Serizawa et al., (2018) demostrou que a
administracdo de anticorpo de receptor anti-IL-6 diminuiu a sensibilidade a dor em

modelo de encefalomielite experimental autoimune em animais.

O a-Fel também exibiu a capacidade de reduzir os niveis de interleucina-4 (IL-
4), que é uma citocina produzida por um subgrupo de células T CD4 +, TH2, por
basdfilos e mastécitos (NELMS et al., 1999), macrofagos, células dendriticas, células
natural killer (NK) e eosinéfilos (KOLLER et al., 2010). A IL-4 desempenha um papel
central na regulacdo da diferenciacdo de células T, participa na estimulacéo e
liberagcdo de IL-5,10 e 13, inibe a producéo de Interferons (IFN) por células TCD4
(PAUL, 2015). A IL-4 encontra-se superexpressa em canceres humanos e de roedores
(WANG; JOYCE, 2010). A IL-4 pode se ligar a trés diferentes cadeias receptoras,
predominantemente nas células cancerigenas através do complexo IL-4R do tipo lI
(IL-4Ra e IL-13Ra1) e fosforila STAT6, levando ao aumento ou diminuicdo da

proliferagcdo e resisténcia apoptoética (SUZUKI et al., 2015).

Nesse contexto, no estudo realizado por De Christo Scherer et al. (2019) em
macrofagos, o a-Fel diminuiu os niveis intracelulares de NO e anion superdxido,
indicando que o a-Fel pode reduzir o estresse oxidativo intracelular. Foi demonstrado
também que a producédo de IL-6 e TNF-a por fibroblastos foi significativamente

suprimido pelo a-Fel.

O resultado apresentado na figura 25 configura uma possivel capacidade do a-
Fel em modular a atividade inflamatdria de diversas citocinas TNF-a, IL-1B e IL-6 € a
pro-carcinogénica da IL-4. Os monoterpenos sdo exemplos de produtos naturais que
demostraram um perfil promissor, como agentes que modificam o processo
inflamatorio através da modulagem de diversos mediadores da cascata inflamatoria,
como as citocinas. Através da reducao de uma ou mais citocinas proé-inflamatérias,
como TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8 foi observada, em quase todos os monoterpenos

estudados, aumento da citocina anti-inflamatéria IL-10, os quais mostraram ter um
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efeito anti-inflamatério. TNF-a, IL-1pB, IL-2, IL-5, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-
17A, IFNy e TGF-B1 sdo alguns exemplos de mediadores inflamatorios que os
monoterpenos como a-terpineol, mentol e carvacrol apresentam na literatura
capacidade de modular (QUINTANS et al., 2019).

A dor oncolégica é diferente de outras formas de dor (aguda ou crénica), pois
apresenta-se em varios sistemas (somaticos e viscerais) de vias neuropaticas. A dor
descontrolada é mediada através da sensibilizacdo dos nervos periféricos e centrais,
com subsequentes alteragbes neuropaticas na estrutura e fungcdo dos nervos, de
modo a amplificar, prolongar e disseminar a dor (ARNSTEIN, 2018). Quando o tumor
envolve os nervos, as capsulas viscerais e 0s 0ssos, ocorre uma forma singular de
lesdo e compressao celular, propiciando alteragbes neuroimunes que excretam
diferentes substancias neuroinflamatdrias que sao recrutadas para liberar substancias
quimicas pro-inflamatdrias, promovendo o crescimento de novos nervos que
aumentam ainda mais a sensibilidade, provocando hiperalgesia e alodinia enquanto
outras alteragdes nervosas perpetuam a sinalizacdo da dor, mesmo apds o estimulo
ter passado (BROWN; RAMIREZ, 2015).

Por certo, de acordo com a hipotese apresentada por Gouveia et al. (2018c),
tem-se que a dor oncoldgica apresenta-se por mecanismos complexos e multifatoriais,
que envolvem processos oxidativos e inflamatérios, em que, durante a
carcinogéneses, estardo hiperativos resultando em hiperexcitabilidade sensorial,
provocando dor cénica do tipo neuropatica. Este processo apresenta uma vasta gama
de sitios de atuacédo, e aquela substancia que apresentar capacidade de modular um
ou varias etapas do processo, consequentemente, apresentara agao antinociceptiva
em mecanismos de nocicepg¢ao oncoldgica. No estudo realizado, o a-Fel apresentou
capacidade multifuncional na modulagao dos processos que envolvem a fisiopatologia
da dor oncoldgica. Infere-se, a partir desta analise, a importadncia de estudos
posteriores para delinear completamente os mecanismos de ag¢ao por meio dos quais

o a-Fel exercera a atividade antinociceptiva destacada.
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6 CONCLUSAO

No estudo farmacolégico da agdo antinociceptiva do a-Fel em modelo de dor

oncolégica pode-se concluir que:

o Apresentou efeito antialodinico: Cotratamento, tratamento agudo e pdés-tratamento

subagudo
e Foi capaz de reduzir o tamanho do tumor no cotratamento e pés-tratamento subagudo

e N&o demonstrou alteracdo significativa na massa relativa dos érgéos (coragéo,

pulmao, rins, figado e bago) e massa corporal dos animais.

e Demostrou agdo antioxidante por diminuir os niveis de TBARS e aumentar a

concentracdo de GSH.
e Foi capaz de modular dos niveis citocinas (TNF-a, IL-18, IL-4 e IL-6).

¢ Demonstrou participagao no sistema opidide e GABAérgico.
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