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RESUMO

Nascimento, L.F. Oleo essencial de Piper aleyreanum C.DC.
(Piperaceae) reduz a nocicepcdo inflamatéria e neuropatica em
camundongos: Papel dos receptores TRPAL. Floriandpolis: Universidade
Federal de Santa Catarina, 2018.

Piper aleyreanum, uma planta medicinal conhecida como “Jodo-
brandinho” e “pimenta-longa”, é utilizada na medicina popular como anti-
inflamatdrio, analgésico e antidepressivo. Por essa razdo, 0 presente
estudo teve como objetivo investigar os efeitos benéficos do Oleo
essencial de Piper aleyreanum (OEPa) nos modelos de dor pos-operatoria
e neuropatica, bem como explorar o mecanismo de acéo envolvido. Ap6s
analise fitoquimica realizada através de cromatografia gasosa acoplada ao
espectro de massas foram identificados 42 compostos no OEPa, os quais
encontram-se distribuidos na forma de monoterpenos (17,9%) e
sesquiterpenos (77,6%). Nos testes de nocicepgdo aguda, o OEPa (100
mg/kg) reduziu de forma significativa 0 comportamento nociceptivo
induzido pela injecdo intratecal de glutamato. Além disso, também
reduziu a resposta nociceptiva dos agonistas glutamatérgicos AMPA e
cainato, da citocina pré-inflamatéria IL-1B e do cinamaldeido, um
ativador de canais TRPALl. Tanto apds o tratamento agudo quanto
prolongado com OEPa, foi observada reducdo significativa da
hipersensibilidade térmica e mecénica causada pela ligagdo parcial do
nervo isquidtico (LPNI), um modelo de neuropatia periférica, sem que
causasse tolerancia ou interferisse na atividade locomotora dos animais.
As andlises toxicologicas revelaram ainda que o tratamento repetido com
OEPa ndo apresentou efeitos toxicos com base nos parametros analisados
(atividade de enzimas hepaticas, niveis séricos de marcadores renais e
analise macroscopica de 6rgdos). O tratamento agudo e prolongado com
OEPa também foi efetivo em reduzir a hipersensibilidade mecéanica
causada pela incisdo plantar, um modelo de dor pds-operatdria. A analise
por citometria de fluxo revelou que o tratamento com OEPa foi capaz de
reduzir a infiltragdo de células do sistema imune no local da les&o,
especialmente mondcitos/macréfagos e neutr6filos. Testes in vitro
mostraram ainda que o tratamento com OEPa ndo altera a atividade do
fator nuclear kappa B (NF-xB). Também foi demonstrado que o efeito
antinociceptivo do OEPa é mediado por intera¢cbes com o canal de
potencial transitério anquirina 1 (TRPAL), e com a atividade provocada
por mastécitos e seu mediador histamina. Juntos, os dados aqui
apresentados fornecem um suporte cientifico adicional para o efeito



antinociceptivo do OEPa na hiperalgesia provocada por incisao cirirgica
e lesdo nervosa, sugerindo que o OEPa apresenta um potencial promissor
que pode ser utilizado no controle da dor pés-operatéria e neuropatica.

Palavras-chave: Piper aleyreanum; 6leo essencial; dor pds-operatdria;
dor neuropatica; canais TRPAL.



ABSTRACT

Nascimento, L.F. Essential oil from Piper aleyreanum C.DC.
(Piperaceae) reduces inflammatory and neuropathic nociception in mice:
the role of TRPAL channels. Floriandpolis: Federal University of Santa
Catarina, 2018.

Piper aleyreanum, a medicinal plant known as “Jodo-brandinho”
e “pimenta-longa”, is used in the folk medicine as anti-inflammatory,
analgesic, and antidepressant. For this reason, the present study aimed to
investigate the beneficial effects of the essential oil from Piper
aleyreanum (EOPa) in postoperative and neuropathic pain models, as well
as to explore the mechanism of action involved in this effect. Upon
phytochemical analysis using a gas chromatograph coupled to a mass
spectrometer were identified 42 compounds in the EOPa, which are split
in monoterpenes (17,9%) and sesquiterpenes (77,6%). In the acute
nociception tests, the EOPa (100 mg/kg) significantly reduced the
nociceptive behavior induced by intrathecal injection of glutamate. In
addition, it also reduced the nociceptive response of the glutamatergic
agonists AMPA and kainate, the proinflammatory cytokine IL-1p and
cinnamaldehyde, a TRPA1 channel activator. In both, acute and
prolonged treatment using EOPa, it was observed a significantly
decreasing of the thermal and mechanical hyperalgesia provoked by a
partial sciatic nerve ligation (PSNL), a peripheral neuropathy model,
without cause tolerance or affect the locomotor activity of the animals.
Toxicological analysis also revealed that the treatment with EOPa did not
present toxic effects based on the parameters analyzed (hepatic enzyme
activity, serum levels of renal markers and macroscopic analysis of
organs). The acute and prolonged treatment was also effective to reduce
the hyperalgesia and mechanical allodynia caused by incisional wound, a
postoperative pain model. The flow cytometry analysis revealed that the
EOPa treatment was able to reduce the cell infiltration from immune
system at the local injury, specially monocytes/macrophages and
neutrophils. In vitro assays also shown that EOPa treatment does not
change the nuclear factor kappa B (NF-«kB) activity. It was also
demonstrated that the EOPa antinociceptive effect is mediated by
interactions with transient receptor potential ankyrin 1 (TRPAZ1) and with
activity provoked by mast cells and its mediator, histamine. Together, the
data presented here provide an additional scientific support to the EOPa
antinociceptive effect in the hyperalgesia induced by incisional wound



and nerve injury, suggesting that EOPa has a potential power that can be
used to control postoperative and neuropathic pain.

Keywords: Piper aleyreanum; essential oil; postoperative pain;
neuropathic pain; TRPAL channels.
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1. INTRODUCAO
1.1 Dor e Nocicepcéo

A dor tem sido uma grande preocupagdo da humanidade desde
0s tempos antigos e continua sendo até os dias atuais um dos assuntos
mais importantes entre os profissionais de salde. Sabe-se que a
capacidade de detectar estimulos nocivos é essencial para a sobrevivéncia
e 0 bem-estar de um organismo. Contudo, a dor possui um papel dual que
fascina os pesquisadores ha séculos. Por um lado, ela representa um
mecanismo de protecdo fisiologica que atua como um sistema de alarme,
notificando o organismo da presenca de algum perigo ou estimulo nocivo
presente no ambiente. A dor também é importante por auxiliar no reparo
de um tecido que sofreu algum tipo de lesdo, uma vez que cria uma regiao
localizada de hipersensibilidade (promovido pelo processo inflamatério),
minimizando o movimento e o contato com a area lesionada até que sua
recuperacdo ocorra. Por outro lado, a dor pode ndo possuir nenhuma
funcdo benéfica, mas, ao contrario, torna-se uma condicdo patoldgica,
capaz de provocar dor espontanea, persistente e grave hipersensibilidade,
como ocorre na dor cronica (Basbaum e Woolf, 1999; Basbaum, 2009;
Kuner, 2010; Woolf, 2010).

O carater adaptativo e protetor da dor pode ser evidenciado
claramente em condic¢Bes em que um individuo é totalmente incapaz de
sentir dor, a exemplo do que acontece na insensibilidade congénita a dor
(uma doenca genética autossdmica recessiva rara causada por mutacdes
no gene SCNO9A, posicionado no locus cromossémico 2g24.3). O gene
SCNO9A ¢ responsavel por codificar o canal de sédio controlado por
voltagem de subunidade alfa tipo 1X (Nay1.7), um canal que é altamente
expresso em neurdnios nociceptivos, onde exerce o importante papel de
gerar o0 potencial de acdo destas células. Como consequéncia das
mutacOes causadas no gene SCN9A, os individuos perdem a capacidade
de sentir dor, o que resulta no surgimento de outras condi¢fes associadas
a essas mutagdes, como lesGes causadas por queimaduras, traumas
repetidos (incluindo fraturas e deformidades dsseas), auto-mutilacdo e
consequentemente, morte prematura (Cox et al.,, 2006; Drenth and
Waxman, 2007; Peddareddygari, et al., 2014).

De acordo com a Associagdo Internacional para Estudo da Dor
(IASP, do inglés International Association for the Study of Pain), a dor
pode ser definida como uma experiéncia sensorial e emocional
desagradavel associada a uma leséo tecidual, real ou potencial, ou descrita
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em termos de tal dano (Loeser e Treede, 2008). Dessa forma,
considerando que a dor representa uma experiéncia complexa e muitas
vezes subjetiva, que envolve tanto o componente emocional quanto o
sensorial, torna-se apropriado atribuir o termo “dor” quando os
componentes emocionais sdo expressos com clareza, como ocorre com
seres humanos e o termo “nocicep¢ao” quando a investigacdo da dor é
pautada na precisdo e reprodutibilidade do componente sensorial, como
classicamente pode ser observada em modelos animais (Russo e Brose,
1998; Bars et al., 2001; Barrot, 2012). Contudo, apesar de menos comum,
0 componente emocional da dor sentida pelos animais tem sido
recentemente demonstrado na literatura (Leite-Almeida et al., 2012;
Wang et al., 2012).

1.2 Classifica¢do da Dor

Dentre as diversas formas de classificacdo da dor, a mais comum
refere-se a sua origem e duracdo. Quanto a origem, ela pode ser dividida
em: dor nociceptiva, assim denominada quando a dor é provocada pela
ativacdo direta ou excessiva dos nociceptores frente a estimulos intensos,
como ocorre ao tocar em objetos muito quentes, frios ou pontiagudos.
Nesse tipo de dor a protecéo fisiologica € o fator principal, essencial para
detectar e minimizar o contato com o estimulo nocivo; dor inflamatéria,
gue ocorre quando ha sensibilizacdo dos nociceptores por mediadores
inflamatdrios liberados pela ativacdo de células do sistema imune, seja
por uma lesdo ou por uma infecgdo tecidual (Esse tipo de dor também
representa dor de carater adaptativo e protetor); e dor patoldgica, sendo
gue esta ndo tem carater protetor, mas ao contrario, € mal adaptativa e
resulta do funcionamento anormal do sistema nervoso em virtude de um
dano (dor neuropatica), ou mesmo de condi¢des em que ndo ha dano fisico
ou inflamacdo (dor disfuncional), como acontece na fibromialgia,
sindrome do intestino irritdvel, entre outras sindromes onde existe dor
substancial, sem estimulo nocivo ou inflamacdo periférica patolégica
(Woolf, 2010; Nakamura et al., 2014).

Quanto a duracédo a dor pode ser ainda dividida em: aguda, sub-
cronica e cronica, conforme caracteristicas que sdo demonstradas na
tabela 1 (Millan, 1999).
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Tabela 1. Classificacdo fisiopatoldgica das principais caracteristicas de
duracédo da dor.

Caracteristica

. = Temporal Caracteristica Valor Resposta
Tipo Duragdo Relacionada a Principal Classe Adaptativo  adaptativa
Causa
Adquda Seg. a Estimulo Proporcional Nocicentiva Altamente Retirada;
g minutos instantaneo a causa P protetor Evasédo
Hiperalgesia Principalment Evitar
Sub- Horas a Resolucéo 12e 2% e nocige tiva Protetor; contato
A - apds Alodinia; ptiva, Recuperacé como
cronica dias x mas também .
recuperagéo Dor Ao 0 tecido
N neuropatica
espontanea afetado
Hiperalgesia
a a-
Persistente; L e,2_,-
i Alodinia;
Prolongada; i
N Dor . . Nenhum; L
Cronic Meses a Pode exceder P Nociceptiva; Psicoldgico
~ espontanea; . Mal =
a anos a resolugéo P . Neuropética . e cognitivo
do dano arestesias; adaptativo
h Pronunciado
tecidual
componente
afetivo

12 e 28 primdria e secundaria, respectivamente. Adaptado de Millan, 1999.
1.3 Fisiopatologia da Dor

A dor é uma experiéncia de natureza sensorial e psicoldgica que
envolve 4 dimensBes principais: sensorial-discriminativa; afetiva e
emocional; cognitiva; e comportamental. A nocicepcdo representa o
componente sensorial e compreende 0 processo de transducdo,
transmissdo e modulacdo do estimulo nociceptivo. Na transdugdo, 0s
sinais nociceptivos sdo convertidos em impulsos elétricos por estruturas
especializadas denominadas nociceptores, presentes nas terminacfes de
neurbnios sensoriais, também conhecidos como neurdnios aferentes
primarios ou neurdnios de primeira ordem (Kitahata, 1993; Dubin e
Patapoutian, 2010).

Os nociceptores sdo estruturas amplamente distribuidas na pele,
nos musculos, nas articulagbes e na parede dos 6érgdos e podem ser
ativados por estimulacdo direta de agentes térmicos, quimicos e
mecanicos, além de moléculas liberadas no local da inflamacdo, como
bradicinina, prostaglandinas, histamina, serotonina, entre outros (Calvino
e Grilo, 2006; Woolf e Ma, 2007). Estas estruturas sdo encontradas em
dois grupos especializados de fibras nervosas: fibras C (hdo-mielinizadas)
e fibras Ad (pouco mielinizadas), sendo que ambas sdo distintas dos
sensores tateis mielinizados (fibras AP) e dos proprioceptores.
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Nociceptores presentes em fibras Ad, assim como a maioria daqueles
encontrados em fibras C séo do tipo polimodal e, portanto, respondem a
estimulos nocivos de origem térmica, quimica e mecanica (Julius e
Basbaum, 2001; Scholz e Woolf, 2002).

As fibras aferentes primérias sdo classificadas em trés grandes
grupos, segundo seu diametro, grau de mielinizacdo e velocidade de
conducdo (Fig. 1). As fibras AP constituem fibras de grosso calibre (maior
que 10 pm), mielinizadas e de condugdo rapida, responsaveis por
sensacdes indcuas, como tato, vibracdo e pressdo. As fibras Ad sdo de
diametro intermedidrio (2 a 6 um), mielinizadas, com velocidade de
conducdo intermediaria, responsaveis pela deteccao da dor rapida e aguda
(“primeira dor”). J4 as fibras C séo fibras de pequeno calibre (0,4 a 1,2
um), ndo mielinizadas e de velocidade de conduc¢@o lenta, responsaveis
pela detecgdo de dor lenta e difusa (“segunda dor”). Fibras aferentes
primarias normalmente transmitem a informagéo nociceptiva através de
fibras do tipo Ad e C, uma vez que na auséncia de dano tecidual ou
nervoso as fibras AP transmitem apenas informagao de estimulos inécuos,
como um toque leve, por exemplo (Julius e Basbaum, 2001; Basbaum et
al., 2009).

Limiar térmico

Mielinizada nenhum
Diametro grande
Propriocepgao, toque leve

: ~ 53 C Tipo |
Levemente mielinizada ~43C Tipo

Diametro médio
Nocicepcao (mecanica, térmica, quimica)

~43C

Nao mielinizada

Diametro pequeno

Temperatura indcua, coceira

Nocicepgao (mecanica, térmica, quimica)

Figura 1. Axdnios aferentes primarios de fibras periféricas. A figura mostra as diferencas
entre as fibras, conforme o grau de mielinizacdo, didmetro da fibra e fungéo sensorial. As fibras
sensoriais Aa e AP, fibras mielinizadas de grande didmetro, sdo responsaveis por conduzir
estimulos de propriocepgdo e estimulos ndo dolorosos, como um toque leve. As fibras A sdo
fibras levemente mielinizadas e didametro médio que respondem a estimulos nociceptivos
quimicos, mecanicos e térmicos (com limiar de aproximadamente 53 °C nas fibras AS tipo [ e
43° C nas fibras Ad tipo II). Ja as fibras C, fibras ndo-mielinizadas de pequeno didmetro, sdo
fibras que respondem a estimulos nociceptivos térmicos inécuos ou com limiar acima de 43° C,
além de estimulos quimicos e mecanicos. Essas fibras também séo responsaveis pela transmissdo
das informagdes nociceptivas relacionadas com a coceira. Adaptado de Julius e Basbaum, 2001.
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As fibras nociceptivas, que incluem as fibras Ad e C, podem
ainda apresentar subdivisdes. As fibras Ad sdo agrupadas em duas classes
principais: as do tipo | sdo constituidas por fibras que respondem a
estimulos quimicos e mecéanicos, mas com limiares de ativacdo térmico
elevado (>50 °C), j& as fibras do tipo I, embora também respondam a
estimulos quimicos e térmicos, possuem um limiar mais elevado para
promover a ativacdo mecanica. Assim como as fibras Ad, as fibras C
também sdo divididas em duas populac@es distintas: as peptidérgicas, que
sdo caracterizadas pela liberacdo de neuropeptideos, incluindo a
substancia P (SP) e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina
(CGRP), bem como pela expressao de receptores: receptor neurotréfico
de tirosina quinase tipo I (TrkA), receptor vanildide subtipo | (VR1) e do
receptor GFRol; enquanto as fibras ndo-peptidérgicas, sdo caracterizadas
pela expressdo do receptor RET (um receptor tirosina quinase), do
receptor GFRal, do receptor GFRa3 e do receptor VR1. Grande parte
fibras ndo-peptidérgicas também podem ser diferenciadas das fibras
peptidérgicas pela marcacdo com a isolectina B4 (IB4), através de sua
ligagdo com receptores RET. Além disso, fibras ndo-peptidérgicas
também podem expressar a enzima tiamina monofosfatase (TMP), bem
como receptores purinérgicos, sobretudo do subtipo P2X3 (Fig. 2) (Julius
and Basbaum, 2001; Sah et al., 2003; Basbaum et al., 2009).

Assim, uma vez que o estimulo nociceptivo € convertido em
impulso elétrico, a informacédo é transmitida até a medula espinal através
das fibras nociceptivas. Estas, projetam-se até o corno dorsal da medula
espinal, que por sua vez, encontra-se organizado e divido em 10 laminas,
conforme caracteristicas anatdbmicas e eletrofisiologicas distintas, onde
constituem as chamadas laminas de Rexed. O corno dorsal é formado
pelas laminas | (camada marginal), Il (substancia gelatinosa), Ill, 1V
(nGcleo proprio) e V e VI (camadas profundas) (Fig. 2). O corno ventral
é formado pelas laminas de VII, VIII e IX, ao passo que a lamina X
representa a regido que circunda o canal medular (Millan, 1999).

As conexdes entre as fibras sensoriais e o corno dorsal da medula
seguem uma organizagdo bastante precisa. Fibras A projetam-se para
camadas profundas (III, IV e V), enquanto fibras Ad projetam-Se tanto
superficialmente para a lamina I, como para laminas mais profundas
(lamina V). A maior parte das fibras peptidérgicas terminam na lamina |
e na parte mais externa da lamina Il, ao passo que as fibras néo-
peptidérgicas terminam na regido interna da lamina Il, uma regido
caracterizada pela presenca de interneurdnios excitatorios que expressam
a isoforma gama da proteina quinase C (PKCy) e tem sido relacionada
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com dor persistente induzida por lesdo (Malmberg et al., 1997; Basbaum
et al., 2009).

Trato
Espinotalamico Coluna Dorsal

Ad O TrkA, CGRP, SP

L TrkA, GFRal, SP i
~|_CGRP,VR,,BDNF _

- — el
o RET, GFRal, GFRa3 >

1B4, TMP, P2X;, VR,

/

Figura 2. Subclasses de neurdnios sensoriais e suas inser¢fes no corno dorsal da
medula espinal. Fibras mielinizadas AB sdo mecanorreceptores de baixo limiar que
respondem a sensagdes de toque, pressdo e vibragdo. Estas fibras comunicam-se com
interneurdnios das laminas Il e IV do corno dorsal, além de projetar-se rostralmente
através das colunas dorsais. Fibras Ad e fibras C respondem aos estimulos nociceptivos e
projetam seus axdnios até as I&minas I, Il e V do corno dorsal, onde comunicam-se com
neurdnios de segunda ordem que ascendem para o trato espinotalamico. As fibras Ad
produzem substancia P (SP) e peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), e
expressam receptores neurotréficos de tirosina quinase tipo I (TrkA). As fibras C, por sua
vez, sdo divididas em peptidérgicas, quando produzem SP e CGRP, e expressam receptor
vaniloide subtipo | (VRL1), receptor neurotréfico de tirosina quinase tipo | (TrkA), bem
como GFRa3 (receptor do GDNF); e fibras ndo-peptidérgicas, as quais caracterizam-se
pela expressdo de RET (receptor GDNF e artemina), GFRal (receptor do GDNF), GFRa3
(receptor da artemina), canal iénico (purinérgico) ativado por ATP subtipo (P2Xs) e VR1.
Além disso, essas fibras também podem ligar-se a isolectina B4 e conter a enzima tiamina
monofosfatase (TMP). Adaptado de Sah et al., 2003.

O corno dorsal da medula espinal constitui o primeiro local de
modulagdo da informag&o que chega da periferia e alcanga 0 SNC, sendo
por isso, considerado uma estacdo de controle da informacdo. Nessa
estrutura, os axénios dos neurénios de projecdo (neurbnios de segunda
ordem), decussam através da comissura anterior, formando os tratos
espinais ascendentes que conduzem informacdes até centros superiores,
como ponte e tadlamo. Os neurdnios de projecdo das laminas | e V
constituem a principal via de comunicacdo da informacdo que vai do
corno dorsal em direcdo ao encéfalo, e representam o ponto inicial de
multiplas vias de ascenséo da informacao nociceptiva. Estas, por sua vez,
podem ser divididas em 5 tratos principais: espinotalamica,
espinorreticular, espinomesencefélica, espinocervicotaldmica e espino-
hipotalamica (Basbaum e Jessell, 2000; Calvino e Grilo, 2006).
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O trato espinotalamico constitui a via nociceptiva ascendente
mais importante da medula espinal, sendo formada por axénios de
neurdnios nociceptivos especificos (fibras C e Ad), além daqueles de
amplo espectro dindmico (sensiveis tanto a estimulos nocivos quanto
indcuos) provenientes das laminas I, V, VI e VII do corno dorsal. Essa
via projeta-se até os nudcleos talamicos e possui um papel chave na
transmissdo da informacao nociceptiva (Fig. 3). Estimulos nociceptivos
gue sdo projetados para o talamo lateral através do trato espinotalamico
lateral estdo relacionado aos aspectos de processamento sensorial e
discrimitativos da dor (ou seja, localizagdo e intensidade do estimulo), ao
passo que aqueles transmitidos pela face medial e pela via
espinomesencefalica projetam-se para o talamo medial e estruturas
limbicas, responsaveis pelo processamento de componentes aversivos e
emocionais da dor (Hunt e Mantyh, 2001; Scholz e Woolf, 2002, Kuner,
2010).

O trato espinorreticular é formado por axdnios de neurdnios que
ndo cruzam a linha média, sendo provenientes das laminas VII e VIII.
Este trato ascende pelo quadrante anterolateral da medula espinal até
atingir a formacé&o reticular e o talamo. J4 o trato espinomesencefalico (ou
espinoparabraquial) é formado por axénios de neurdnios de projecéo
oriundos das laminas | e V, transmitindo informacgBes que contribuem
para 0 componente afetivo da dor. Este trato projeta-se pelo quadrante
anterolateral da medula espinal em direcdo a formacdo reticular e a
substancia cinzenta periaquedutal (PAG), bem como para o nicleo
parabraquial, cujos neurdnios comunicam-se com a amigdala, um nucleo
chave do sistema limbico na regulacdo do estado emocional (Millan,
1999; Kuner, 2010; Kandel et al., 2014).

O trato cervicotalamico é formado por neurdnios do nucleo
cervical lateral que recebem sinais de neurdnios presentes nas laminas Ill
e IV do corno dorsal. A maior parte dos axdnios desse trato cruza a linha
média e ascende através da via lemnisco medial do tronco encefélico até
0s nucleos mesencefalicos e ndcleos ventroposterior lateral e
posteromedial do talamo. Outros neurdnios das laminas Il e IV enviam
seus axonios diretamente para a coluna dorsal até chegarem nos nucleos
cuneiforme e gracil do bulbo (Millan, 1999; Kandel et al., 2014).

O trato espino-hipotalamico é formado por axdnios de neurdnios
encontrados nas laminas I, V e VIII do corno dorsal da medula, os quais
projetam-se para ndcleos hipotaldmicos que atuam como centros de
controle autbnomos, envolvidos em respostas neuroenddcrinas e
cardiovasculares (Millan, 1999; Kandel et al., 2014).
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Figura 3. Vias ascendentes da dor. Representacdo esquematica mostrando as regioes,
suas interconexdes e as vias aferentes da dor (A). As regifes representadas por cores
correspondem as areas envolvidas na dor vistas a partir de um corte sagital (A) e coronal
(B). Legenda: S1 e S2 (cértex somatossensorial primario e secundario, respectivamente),
ACC (cortex cingulado anterior), Thalamus (tdlamo), PCC (cortex pré-frontal), BG
(génglio basal), HT (hipotalamo), Amyg (Amigdala), PB (nlcleo parabraquial). Fonte:
Schweinhardt e Bushnell, 2010.
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Por sua vez, os neurdnios de terceira ordem séo responsaveis pela
ascensdo das informagdes nociceptivas provenientes do talamo,
projetando-as até regibes corticais. Neur6nios do nucleo talamico lateral
projetam-se para 0 cOrtex somatossensorial primario e permitem a
localizacdo e caracterizacdo do estimulo doloroso, ao passo que neurdnios
das areas nuclear medial e intralaminar sdo projetados para o giro
cingulado anterior, onde acredita-se estar envolvido na percepc¢do do
sofrimento e reacdo emocional & dor. Embora o processamento central da
dor seja concentrado no tdlamo, sabe-se que a dor € uma percepcao mais
complexa que envolve diversas areas corticais, tais como cartex
somatossensorial primario e secundario, cortex insular, cortex cingulado
anterior e cortex pré-frontal, cuja atividade é influenciada de modo critico
pelo contexto no qual o estimulo nocivo é apresentado, bem como pela
experiéncia individual prévia (Cross, 1994; D’Mello e Dickenson, 2008).

Estudos relacionados aos estados emocionais negativos mostram
gue ha aumento da atividade provocada pela dor em areas limbicas como
cortex pré-frontal e cortex insular, evidenciando que o estado emocional
pode influenciar na percepcdo da dor (Phillips et al., 2013). Além disso,
sabe-se que a antecipagdo ou expectativa de dor também pode ativar areas
relacionadas a dor na auséncia de um estimulo doloroso fisico (Apkarian
et al., 2005).

Além das vias ascendentes, existem ainda as vias descendentes
de modulacéo da dor, que podem ser tanto de natureza facilitatoria quanto
inibitéria do estimulo nociceptivo (Fig. 4). A modulacio descendente do
processamento nociceptivo inicia-se no cortex, em areas da amigdala e do
cortex cingulado anterior rostral (rACC), sendo a PAG o principal alvo
dessas estruturas. A PAG é uma érea altamente interconectada com o
hipotdlamo e estruturas corticais limbicas, como a amigdala, e também
pode receber estimulos diretos do trato espinomesencefalico. A PAG
projeta seus neurénios para a porcdo rostroventral do bulbo (RVM),
através de trés tipos de neurdnios: neurdnios on (estimulatério), neurénios
off (inibitérios) e neurdnios neutros. Esses 3 tipos de neurdnios também
sdo encontrados na RVM, de onde projetam-se para o corno dorsal da
medula espinal para amplificar ou inibir o estimulo nocicieptivo,
conforme diferentes circunstancias psicol6gicas, como estresse, medo,
antecipacdo e foco de atencdo. O sistema PAG-RVM tem um papel
fundamental nas estratégias para lidar com estressores intrinsecos e
extrinsecos, além de ser reconhecido como um sitio central de agentes
analgésicos, como opidides, inibidores de ciclo-oxigenase e canabindides
(Fig. 4) (Heinricher et al., 2009; Schweinhardt e Bushnell, 2010).
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Figura 4. Representacao esquematica da circuitaria modulatoria da dor. Na via ascendente
da dor (em vermelho), estimulos nociceptivos alcangcam o corno dorsal da medula espinal (parte
IV da figura) através de fibras aferentes primérias (neurdnios de primeira ordem) e fazem
sinapses com neurbnios de projecdo (neurbnios de segunda ordem), que ascendem
principalmente através do trato contralateral espinotalamico. As projecdes ascendentes vdo em
direc&o ao bulbo (parte 111 da figura - onde alcangam o nucleo reticular dorsal (DRt) e a porcéo
ventromedial do bulbo (RVM)), mesencéfalo (parte Il da figura - onde alcancam a substancia
cinzenta periaquedutal (PAG)) e tdlamo, cujas projecdes rostrais tem como alvo &reas que
incluem sitios corticais e a amigdala. A parte capsular da “amigdala nociceptiva” (CeA) recebe
estimulos nociceptivos do tronco cerebral e medula espinal. Estimulos provenientes do talamo e
do cortex entram através da amigdala lateral (LA) e basolateral (BLA). A CeA envia sinais para
0s sitios corticais e o tAlamo, onde percepgdes cognitivas e conscientes da dor séo integradas. A
modulacéo descendente da dor (em verde) é mediada através de projecdes para a PAG e para o
corno dorsal da medula espinal através do funiculo dorsolateral (DLF), que integra informagdes
provenientes do bulbo (locus coeruleus, RVM e DRt). Em paralelo, o locus coeruleus
noradrenérgico (LC) recebe estimulos da PAG, comunica-se com a RVM, e envia projecoes
noradrenérgicas inibitérias descendentes para a medula espinal. Projecdes antinociceptivas e
nociceptivas espinais da RVM modulam positiva e negativamente os estimulos e fornece um
sistema modulatério endégeno da dor. Fonte: Ossipov et al., 2010.
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A amigdala desempenha um papel importante na percepcao da
dor e estd envolvida em respostas emocionais. Acredita-se que esta
estrutura seja um componente critico da dor, uma vez que possui
conexdes com a PAG e sitios corticais. Interagdes entre o clrtex pré-
frontal e a amigdala estéo relacionadas a modulacdo afetiva-emocional
das fungdes cognitivas da dor, dirigindo tarefas como tomada de decisbes
e avaliacdo de risco/recompensa versus dor. Assim, a amigdala constitui
uma area que contribui significativamente para a integracdo da dor, além
de estar associada com respostas como medo e ansiedade (Ossipov et al.,
2010).

As vias de controle descendente podem modular a resposta
nociceptiva através de diversos neurotransmissores, como epinefrina,
norepinefrina, serotonina, GABA (acido gama aminobutirico), glicina,
dopamina, além de diversos opidides e canabindides endégenos. Os
receptores de opidides, por exemplo, além de estarem na periferia e no
corno dorsal da medula, também s&o encontrados no tronco cerebral, onde
opidides endogenos, como encefalina, B-endorfina e dinorfina, ligam-se
aos seus receptores e atuam como parte de um mecanismo antinociceptivo
interno. Além disso, estudos também tém mostrado o papel do sistema
descendente inibitério noradrenérgico do locus ceruleus e locus
subceruleus. A presenga de receptores noradrenérgicos a-2 nas laminas 1
e IV no corno dorsal da medula contribuem com essa via através da
ativacdo desses receptores pela noradrenalina. Estudos recentes também
ja demonstraram que a ativagdo de receptores o-adrenérgicos causa
despolarizacéo de interneurénios GABA, demonstrando um mecanismo
adicional da via inibitéria (Cross, 1994; Millan, 2002; Scholz e Woolf,
2002; Heinricher et al., 2009; Ossipov et al., 2010).

Assim, a sinalizago nociceptiva é crucial para o organismo
prevenir danos e garantir sua sobrevivéncia. No entanto, sob
determinadas circunstancias, sejam elas psicolégicas ou patoldgicas, essa
sinalizacdo pode provocar alteracéo do estimulo sensorial, causando dor
gue ja ndo é benéfica ao organismo. Esta alteracdo pode levar a
estimulacdo dos terminais sensoriais periféricos (sensibilizacéo
periférica) e centrais (sensibilizacdo central), de maneira a causar
respostas exageradas de dor frente a estimulos que normalmente nao
produzem dor (alodinia), ou gerando dor em um nivel maior do que o
normal frente ao estimulo doloroso (hiperalgesia) (Linley et al., 2010;
Woolf, 2011).
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1.4 Dor e Inflamacao: Sensibilizacao Periférica e Central

A resposta inflamatdria é um fendmeno complexo, dindmico e
multimediado, que caracteriza uma cascata de eventos bioquimicos e
celulares frente a uma infeccdo ou lesdo tecidual. De modo geral, esse
processo é marcado pelo extravasamento de fluidos, ativagdo enzimatica,
migracdo celular, liberacdo de mediadores, sensibilizagdo e ativacdo de
receptores, lise tecidual e reparo, que em conjunto podem ser observados
como os sinais e sintomas classicos da inflamacéo: dor, calor, rubor,
edema e reducdo da fungdo (Julius e Basbaum, 2001; Broughton et al.,
2006; Bausbaum et al., 2009).

Durante o processo inflamatdrio, diversos mediadores s&o
liberados e ddo origem a chamada “sopa inflamatoria” que é formada no
local da lesdo. Esses mediadores sdo produzidos e liberados
principalmente por células do sistema imune que residem ou foram
infiltradas no local da lesdo, e representam um grande conjunto de
moléculas de sinalizagdo, como neurotransmissores (glutamato),
neuromoduladores (Substancia P, CGRP,), peptideos (bradicinina),
eicosindides (prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos), neurotrofinas
(NGF), citocinas (IL-1B, TNF-a), quimiocinas (fraquitalcina), bem como
proteases extracelulares (trombina) e protons (Fig. 5). Muitas dessas
substancias, incluindo as quimiocinas, podem ativar ou modificar
diretamente a atividade de nociceptores através de receptores ou canais
ibnicos e, dessa forma, sdo responsaveis pela amplificacdo e manutengdo
do processo inflamatdrio (Bausbaum et al., 2009; Amaya et al., 2013).

Dentre os mediadores inflamatérios, bradicinina, prostaglandina
E2 (PGE>), NGF e interleucinas pro-inflamatdrias, possuem destaque uma
vez que exercem um importante papel na nocicepcao. As prostaglandinas,
incluindo a PGE_, séo potentes mediadores da dor e da inflamacéo, e estdo
envolvidas no processo de vasodilatacdo, formacdo de edema e
desenvolvimento de hiperalgesia. Dentre as citocinas pré-inflamatorias,
TNF-00 ¢ IL-1p destacam-se por serem rapidamente liberadas e
contribuirem com o recrutamento e ativacao de células do sistema imune.
Estas citocinas também contribuem através da sintese de NGF e PGE-,
gue ocorre de forma secundaria a inducdo da atividade de ciclo-
oxigenase-2 (COX-2) em células do sistema imune e outras células nao-
neuronais residentes. Além disso, ambas as citocinas tem acéo excitatdria
em neurbnios sensoriais, onde aumentam substancialmente a
excitabilidade e, consequentemente, sua atividade esponténea e evocada
(Safien-Garabedian et al., 1995, Binshtok, 2008).
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Figura 5. Inflamagdo provoca dor através de mediadores inflamatérios e sensibilizacdo
periférica. Dano tecidual ou infec¢do causa inflamag&o pelo extravasamento de plasma e infiltracéo
de células do sistema imune, como macrdfagos, neutréfilos e células T para o tecido lesionado. A
infiltracdo de células do sistema imune e células residentes liberam mediadores inflamatérios, como
bradicinina, prostaglandinas, prétons (H*), adenosina trifosfato (ATP), fator de crescimento do nervo
(NGF), citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-1B e IL-6) e quimiocinas pré-inflamatérias (CCL2,
CXCL1 e CXCL5). Neurdnios sensoriais expressam receptores para todos os mediadores
inflamatdrios, incluindo receptores acoplados a proteina G (GPCRs), receptores ionotrépicos e
receptores tirosina quinase. Como consequéncia da ativacdo desses receptores ocorre a ativagao de
segundos mensageiros, como Ca?* e AMP ciclico (AMPc), que por sua vez, ativam varias quinases,
como proteina quinase A (PKA), proteina quinase C (PKC), proteina quinase dependente de
cacio/calmodulina (CaMK), fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), proteinas quinases activadas por
mitégenos (MAPKS) e quinases regulada por sinal extracelular (ERK), p38 MAPK e c-Jun N-terminal
(INK). A ativacdo dessas quinases causa hipersensibilidade e hiperexcitabilidade do nociceptor
(sensibilizacéo periférica) através da modulag&o de estruturas chave envolvidas na transdugao de sinal,
como receptores de potencial transitério anquirina tipo 1 (TRPAL), vanildide tipo | (TRPV1) e Piezo
(canal idnico ativado por estiramento), bem como moléculas que ativam canais de sédio dependente de
voltagem (Nav1.7, Nav1.8 e Nav1.9). Os neurdnios sensoriais também expressam receptores tipo Toll
(TRLs), que podem ser ativados por ligantes exdgenos (incluindo virus e bactérias) e ligantes
endégenos (RNAs). Infeccdo bacteriana por Staphylococcus aureus também pode ativar diretamente
o0s nociceptores e induzir hiperexcitabilidade pela liberagéo de peptideos N-formilados (FPs) e pela
toxina a-hemolisina (a-HL). A ativagéo do nociceptor também libera SP e CGRP, que estéo envolvidos
na inflamacéo neurogénica. Legenda: 4-hidroxinonenal (4-HNE), acido 5,6-epoxieicotrienéico (5,6-
EET), canal sensivel a acido (ASIC), receptor do peptideo formil (FPR1), &cido
hidroxieicosatetraen6ico (HETE), proteina B1 do grupo de alta mobilidade (HMGBL), receptor
purinérgico (P2X3), prostaglandina E,, receptor tirosina quinase (RTK). Adaptado de: Ji et al., 2014.
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Durante a inflamacdo os niveis de NGF sdo substancialmente
elevados e contribuem com o aumento da sintese de SP e CGRP nos
terminais dos aferentes primarios. Essa neurotrofina também €
responsavel pela reducdo da atividade do neurotransmissor inibitorio
GABA nas terminacfes centrais, pelas alteracdes provocadas em
receptores vanildides (TRPV1) de fibras Ad acoplados a canais i6nicos
dependentes de ligante, além de acionar proteinas quinase ativadas por
mitdgenos (MAPK). Estas, por sua vez, podem fosforilar o AMPc, dando
inicio a transcricdo génica, e consequentemente, provocar alteracdes
fenotipicas que contribuem para amplificacdo da transmissao sinaptica. O
NGF também pode atuar diretamente sobre mastocitos, e assim, ativar e
sensibilizar terminagBes sensoriais através da degranulacéo destas células
(Geppetti et al., 1990; Schaible e Richter, 2004; Basbaum, 2009).

Por sua vez, a bradicinina ativa neurdnios sensoriais induzindo a
liberacdo de neuropeptideos (SP, neuroquinina A e CGRP) que
contribuem com os efeitos pro-inflamatérios locais e promovem a
sensibilizagdo do nociceptor. Como consequéncia da liberacdo de SP e da
neuroquinina A ocorre a degranulagcdo de mastécitos e a liberagdo de
histamina. Além disso, ela também induz a producéo e liberacdo de outros
mediadores enddgenos, como prostanoides (PGE;, PGly), e citocinas proé-
inflamatdrias, incluindo IL-1p ¢ TNF-a (Dray e Perkins, 1993; Liang et
al., 2001; Bashaum, 2009).

Uma caracteristica marcante dos nociceptores presentes nas
fibras sensoriais € que eles expressam receptores especificos para cada
um dos mediadores inflamatorios, os quais sdo agrupados em 3 tipos
principais: 1- receptores acoplados a proteina G (GPCR - como os
receptores da bradicinina, B1 e By; receptores ativados por protease,
PAR1.4; receptor de histamina, H1, etc.); 2- receptores tirosina-quinase
(receptores de fatores de crescimento, TrkA e TrkB) e 3- receptores
ionotrépicos/canais de fons (P2X - receptores purinérgicos, ASICs -
canais sensiveis a 4cido e canais TRPs — canais receptores de potencial
transitdrio). Nos dois primeiros casos, a ativacdo dos receptores por seus
respectivos ligantes promove uma cascata de sinalizacdo celular
especifica que tem como alvo canais de ions, a0 passo que no terceiro
exemplo, 0s receptores sdo 0s proprios canais ibnicos. Como
consequéncia da acdo dos mediadores inflamatérios, ocorre:;
despolarizacdo, diminuicdo do limiar de disparo do potencial de acéo,
atraso na repolarizagdo e, consequentemente, hipersensibilidade e maior
excitabilidade dos neurénios sensoriais (Linley et al., 2010).

De modo geral, a dor que surge como sinal da resposta
inflamatdria costuma desaparecer com a sua resolugdo. Contudo, em
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alguns casos em que o processo inflamatdrio ndo é completamente
resolvido, pode haver um aumento excessivo na atividade dos
nociceptores por mediadores de origem periférica, e assim, dar origem a
chamada “sensibilizagdo periférica”. Durante este processo, 0S
nociceptores passam a ser estimulados de maneira constante, o que
provoca sua sensibilizacdo (reducdo do limiar de ativacdo e/ou aumento
de responsividade). Como consequéncia dessa estimulacdo periférica,
surge a chamada “sensibilizacdo central”, que por sua vez, pode ser
definida como uma “amplificagdo da sinalizagdo neural dentro do SNC
gue provoca hipersensibilidade” (Bausbaum et al., 2009; Woolf, 2011).

Diversos sdo 0s mecanismos que contribuem para o
estabelecimento da sensibilizacdo central, sendo 3 0s de maior destaque:
alteragdes provocadas na neurotransmissdo glutamatérgica, perda de
controle inibitério e interacdes entre neurbnio-glia. No primeiro caso, a
liberacdo de glutamato que ocorre nos terminais centrais de neurdnios
sensoriais € responsavel pela sinalizagdo da informacdo nociceptiva que
chega da periferia e é conduzida para neurdnios de segunda ordem na
medula espinal. Esse processo ocorre principalmente mediante ativagdo
de receptores pés-sinapticos AMPA e cainato (receptores glutamatérgicos
ionotrépicos) enquanto os receptores do tipo NMDA (receptores
glutamatérgicos metabotrdpicos) permanecem quiescentes sob condicoes
normais. Contudo, apds uma lesdo ocorre um aumento na liberagéo de
neurotransmissores, provocando despolarizacdo mediada por receptores
do tipo NMDA.. Como consequéncia, ocorre aumento no influxo de célcio
e maior conexdo sinaptica entre neurdnios sensoriais e neurénios de
transmissdo do corno dorsal da medula, de modo a favorecer o
estabelecimento de hiperalgesia (Basbaum et al., 2009).

Interneurénios inibitérios que liberam GABA e glicina séo
densamente distribuidos no corno dorsal da medula espinal, onde atuam
no processo de modulacdo da resposta nociceptiva. Contudo, a inibigéo
desses neurdnios facilita a despolarizagdo de neurbnios excitatérios,
aumentando assim a transmissao de estimulos nociceptivos, o que acaba
contribuindo para o desenvolvimento da alodinia mecanica. Além disso,
lesBes teciduais induzem a liberacdo de PGE: espinal, que age em
receptores de interneurdnios excitatérios e neur6nios de projecdo do
corno dorsal da medula. Como resultado, ocorre estimulacdo da via
AMPCc/PKA que fosforila a subunidade GlyRa3 do receptor de glicina,
tornando o0s neurdnios ndo-responsivos aos efeitos inibitdrios deste
neurotransmissor (Keller et al., 2007; Basbaum et al., 2009).
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Por fim, as células da glia, notavelmente micrdglia e astrécitos,
também contribuem para o processo de sensibilizacdo central. A
microglia, que atua como macréfago do SNC, ¢ distribuida
homogeneamente na substancia cinzenta da medula espinal, onde assume
a funcdo de sentinela de lesBes ou processos infecciosos. Contudo,
quando ocorre uma lesdo nervosa periférica, por exemplo, a microglia
acumula-se na superficie do corno dorsal, em torno das fibras que foram
lesionadas, onde, apds ativacdo, passam a liberar citocinas pro-
inflamatorias, como IL-1B, TNF-o e IL-6. Estas por sua vez, aumentam a
sensibilizago central neuronal, levando a um quadro de dor persistente
(Basbaum et al., 2009).

Também ja foi demonstrado que o ATP ativa receptores P2X,
presentes na membrana da micréglia e induz a liberacdo de BDNF. Este,
por sua vez, se liga aos seus receptores TrkB em neurdnios de projecéo
da lamina |, onde altera o gradiente de concentracdo dos ions cloreto,
resultando na reducdo da acdo inibitéria de receptores GABAAa,
favorecendo, portanto, as sinapses excitatérias. Além de BDNF, a
microglia ativada também libera e responde & diversas citocinas e
qguimiocinas, as quais contribuem para o0 desenvolvimento da
sensibilizacdo central. A fraquitalcina, por exemplo, é uma quimiocina
constitutivamente expressa por neurdnios espinais e por corpos celulares
de neurbnios sensoriais (DRG), embora seu receptor (CX3CR1) seja
expresso apenas pela microglia no SNC. Assim, quando ocorre uma leséo
nervosa, 0s neurdnios aumentam a liberagdo de fraquitalcina, que por sua
vez, se ligam aos seus receptores microgliais e induzem fosforilagdo da
p38 MAPK, repercutindo na liberacdo IL-1pB, IL-6 e 6xido nitrico (NO)
(Coull et al., 2005; Clark et al., 2009; Clark e Malcangio, 2014).

Estudos recentes tém mostrado que o0s astrécitos também
participam do processo de sensibilizagdo central, e sugerem que este
processo é mediado pela acdo da quimiocina CCL2 (também conhecida
como proteina quimioatraente de mondcito - MCP-1). Esta quimiocina é
expressa em neurdnios, micrdglia e astrocitos e possui niveis aumentados
em condicBes neuropaticas. Nos astrocitos, a ativacdo do receptor CCR2
pela quimiocina CCL2 promove a fosforilacdo da via ERK e induz a
sintese e liberagcdo de mediadores pré-inflamatorios, incluindo IL-1f e
CCL2 adicional. Nos neurénios, a ativacdo do receptor CCR2 além da
ativacdo da ERK, que também resulta na liberagcdo de mediadores pro-
inflamatdrios, causa alteragBes nos receptores de glutamato do tipo
AMPA e NMDA, o que resulta em aumento da excitacdo neuronal. Além
disso, a ativagdo do receptor CCR2 também provoca modulagdo de
receptores GABAA, causando sua inibigdo. J& na micréglia, a ativacio do
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receptor CCR2 promove proliferacdo e migragdo, bem como liberacéo de
mediadores pré-inflamatorios. Contudo, apesar das evidéncias
demonstradas até 0 momento, 0s mecanismos exatos pelo qual CCL2
modula a sensibilizagdo central ainda sdo pouco claros (Gao e Gi, 2010;
Old e Malcangio, 2012; Xie et al., 2017).

1.5 Dor Pés-Operatéria

Apesar dos diversos avancos na medicina, a dor pos-operatoria
aguda continua sendo um importante problema de salde. Estudos
demonstraram que aproximadamente 80% dos pacientes pds-operados
apresentam dor moderada a grave, mesmo ap0s 0 uso de potentes
analgésicos, como opidides (Kehlet e Holte, 2001; Apfelbaum et al.,
2003). Dependendo do tipo de cirurgia, é possivel que 10% a 50% dos
individuos desenvolvam dor poés-operatoria persistente (Kehlet et al.,
2006). De fato, tem sido demonstrado que a dor pos-cirdrgica cronica é
uma das complicagdes mais graves e comuns. Além disso, estudos tém
mostrado que o desenvolvimento de dor pds-operatéria em mulheres
ocorre numa propor¢do maior do que nos homens (Caumo et al., 2002;
Katz et al., 2005; Reddi e Curran, 2015).

Apds uma incisdo cirdrgica, o tecido lesionado representa um
exemplo tipico de inflamagéo aguda. Sob condi¢des normais, a cura do
tecido lesionado é acompanhada por eventos sequenciais e sobrepostos,
gue envolvem hemostasia, inflamacéo, proliferacdo e remodelamento
(Gurtner et al., 2008). Durante a fase de inflamacdo, o tecido €
caracterizado pelo recrutamento macico de células do sistema imune,
sendo que os neutrofilos representam as primeiras células desse sistema a
chegarem no local da les&o, onde contribuem produzindo e liberando seus
mediadores inflamatérios. De fato, 0 meio que circunda uma inciséo
contém quantidades elevadas de mediadores inflamatorios, como IL-1p,
IL-6, TNF-a, NGF e substancia P, os quais desempenham um papel
importante na inducdo e manutencdo da dor. Além disso, ja foi
demonstrado que a inibicdo da producdo e/ou acdo desses mediadores
reduz a hipersensibilidade causada apds uma cirurgia (Safieh-Garabedian
et al., 1995; Wolf et al., 2008; Amaya et al., 2013; Leoni et al., 2015).

As alteracBes no sistema nervoso central também contribuem
para o desenvolvimento de dor persistente apds uma cirurgia, trauma ou
lesdo nervosa (Crombie et al., 1998; Baron et al., 2010). Vérios estudos
tém demonstrado que tanto a sensibilizacdo periférica quanto a
sensibilizacdo central contribuem com mudancas na plasticidade
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sindptica ap6s uma incisao cirlrgica, e estas ocorrem através de diversos
mecanismos, incluindo a ativagdo de receptores excitatorios ndo-NMDA
(AMPA/cainato) (Lee et al., 2006), aumento de quimiocinas, tais como
CXCL1 (Carreira et al., 2013; Lopes et al., 2016), CXCL12 (Luo et al.,
2016; Xing et al., 2017) e citocinas pro-inflamatdrias, como IL-1p, sendo
gue estas podem atuar diretamente através de seus receptores ou
indiretamente pela sintese de prostaglandinas e NGF (Wolf et al., 2008).
Também ja foi demonstrado na literatura que uma incisdo cirargica pode
induzir comportamento do tipo ansioso, uma vez que aumenta a expressao
de proteina de ligacdo aos elementos de resposta de AMPc fosforilados
(p-CREB) na amigdala, uma &rea cerebral relacionada aoc humor e ao
processamento da dor (Li et al., 2010).

Por outro lado, apesar de uma compreensdo crescente dos
mecanismos subjacentes a dor pés-operatéria e do uso de novas
abordagens estratégicas, que incluem a introducdo de novos guias,
diretrizes e até mesmo esforcos educacionais, o controle da dor pds-
operatdria ainda continua longe de ser totalmente satisfatorio (Wu e Raja,
2011; Wardhan e Chelly, 2017). Atualmente, ha uma grande quantidade
de medicamentos disponiveis e utilizados no tratamento desse tipo de dor.
Entre os mais comuns, estdo os antiinflamatdriios ndo esteroidais
(AINEs), anticonvulsivantes, opidides, inibidores de receptores NMDA e
anestésicos locais. No entanto, estes medicamentos possuem eficacia
limitada e, muitas vezes, sdo acompanhados de graves efeitos colaterais,
como sangramento gastrointestinal, adiccdo, nduseas, vémito, coceira,
depressao respiratoria, sedacdo, toxicidade hepética e insuficiéncia renal
(Dahl e Kehelet, 2006; Elliot et al., 2006; Wu e Raja, 2011). Assim,
agentes farmacoldgicos capazes de interromper os mecanismos da dor
poOs-operatoria podem ser Uteis no seu tratamento, bem como podem
prevenir o estabelecimento de dor persistente ap6s um procedimento
cirdrgico.

Nesse sentido, modelos animais tém sido utilizados com o intuito
de mimetizar as condi¢fes humanas e explorar 0s mecanismos atrelados
ao seu desenvolvimento, a fim de encontrar alvos especificos que possam
permitir o seu controle. Assim, Brennan e colaboradores (1996)
desenvolveram o modelo de incisdo plantar em ratos, sendo
posteriormente adaptado por Pogatzki e Raja (2003) para camundongos.
A incisdo realizada neste modelo, da mesma forma que em humanos,
provoca comportamento de dor espontanea em resposta a hiperalgesia
desenvolvida e tem sido utilizada como uma ferramenta na busca de
maior compreensdo dos mecanismos relacionados a sua génese
(Richmond et al., 1993)
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1.6 Dor Neuropatica

A dor neuropatica é um tipo especifico de dor crbnica causada
por lesdo ou doenca do sistema somatosensorial (Loeser e Treede, 2008).
Essa condicdo caracteriza-se por ser um processo cronico, sem funcédo
bioldgica protetora, em que a sensagdo dolorosa é resultante de uma lesdo
no sistema nervoso periférico ou central. A dor neuropética representa
uma das formas de dor persistente mais comuns e dificeis de serem
tratadas, consistindo numa condi¢do debilitante que afeta cerca de 7% a
10% da populagdo mundial (Baron, 2009; van Hecke et al., 2014), sendo
prevalente principalmente no sexo feminino (Fillingim et al., 2009).

Uma das causas da elevada incidéncia de dor neuropatica pode
estar relacionada ao seu carater multifacetado, uma vez que pode surgir
como consequéncia de uma lesdo nervosa mecanica (sindrome do tdnel
do carpo; hérnia de disco), doenca metabdlica (neuropatia diabética),
doenca viral (herpes zoster; virus da imunodeficiéncia humana - HIV),
neurotoxicidade (quimioterapia para o tratamento de céancer ou
tuberculose), mecanismos inflamatoérios e/ou imunoldgicos (esclerose
multipla), isquemia cerebral focal (sindrome talamica) ou por mdultipla
disfuncdo do sistema de neurotransmissdo (sindrome da dor complexa
regional) (Zimmermann, 2001; van Hecke et al., 2014).

Uma caracteristica marcante da dor cronica é que estimulos
nocivos ndo sao necessarios para desencadear dor, uma vez que esta pode
se manifestar espontaneamente na auséncia de qualquer estimulo externo
(Woolf, 2010). Na pratica clinica, também é comum pacientes
diagnosticados com dor neuropatica apresentarem hipersensibilidade aos
estimulos mecanicos e térmicos (sobretudo ao frio) (Ma e Quirion, 2008;
Obara et al, 2013). Isso se deve ao fato de que durante o0 processo
inflamatdrio (que envolve tanto o recrutamento de células do sistema
imune quanto a liberagdo de seus mediadores), ocorre sensibilizacdo tanto
a nivel periférico quanto central. Como consequéncia, ocorre plasticidade
mal adaptativa a longo prazo, resultando em dor neuropatica persistente
(Costigan et al., 2009; Ellis e Bennett, 2013).

Essas mudancgas que ocorrem nos nociceptores torna os terminais
periféricos sensibilizados e os axénios suficientemente hiperexcitaveis a
ponto de gerar potenciais de acdo espontaneos. Além disso, 0s corpos
celulares tornam-se alvos de drasticas alteracdes na expressédo e trafego
de proteinas, ao passo que as sinapses da medula espinal tém seu perfil de
disparo e organizacdo estrutural modificados. Alteragdes semelhantes
aquelas que ocorrem na medula também podem ocorrer em estruturas
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supraespinais e envolver tanto neurénios quanto células ndo-neuronais.
Assim, todas essas alteracdes desencadeadas pela sensibilizacdo central,
provocam reducdo do limiar nociceptivo, bem como aumentam sua
duragdo, amplitude e distribuicdo espacial (Costigan et al., 2009;
Latremoliere e Woolf, 2009; Woolf, 2010).

As células do sistema imune participam no processo de
cronificagdo da dor principalmente pela liberagdo de seus mediadores
pré-inflamatorios, com destaque para as citocinas pré-inflamatorias 1L-
1B, IL-6 e TNF-a. Estas citocinas podem mediar seus efeitos tanto por
acdo direta (através da ativacdo de seus receptores), quanto por agéo
indireta, induzindo a sintese de outros mediadores, como prostaglandinas
(Pitchford e Levine, 1991; Sommer e Kress, 2004). Diversos estudos ja
evidenciaram que essas citocinas possuem um papel chave no
estabelecimento e manutencdo da dor neuropética (Leung e Cahill, 2010;
Lees et al., 2015) e que seu bloqueio, através do uso de anticorpos e de
animais geneticamente modificados, é capaz de reduzir a dor neuropatica.
Assim, é evidente que estas citocinas representam importantes alvos
terapéuticos (Woolf et al., 1997; Honore et al., 2006; Wolf et al., 2006).

Outra importante contribuigdo para o desenvolvimento da dor
neuropaética é decorrente da ativacdo de receptores de potencial transitorio
(TRPs). Entre os TRPs, evidéncias crescentes apontam o receptor de
potencial transitorio anquirina tipo 1 (TRPA1) como o principal
transdutor envolvido na dor (Andrade et al., 2012; Nassini et al., 2014).
Este canal idnico é co-expresso com o receptor de potencial transitério
vanildide tipo 1 (TRPV1), em uma subpopulacdo de fibras sensoriais
peptidérgicas, onde participa da resposta inflamatoria estabelecida
durante a dor neuropatica (Obata et al, 2005; Uta et al., 2010; Sisignano
etal., 2012). Além disso, ambos os canais contribuem com o aumento da
liberacdo de glutamato (Uta et al., 2010), provocando aumento no disparo
neuronal excitatorio (pela liberacdo de glutamato no SNC e periférico) e,
consequentemente, induzem reorganizacao da rede nociceptiva (Obara et
al., 2013).

Como consequéncia da excitotoxicidade glutamatérgica mediada
pelos canais idnicos, ocorre ativagdo de células gliais (micrdglia e
astrocito), que por sua vez, ddo inicio a cascatas de sinalizacdo
intracellular, envolvendo as vias de sinalizacdo do fator nuclear kappa B
(NF-xB) e da proteina p38 MAPK. Estas vias sdo consideradas fatores
chave para o aumento da expressdo de citocinas pro-inflamatérias
adicionais, como TNF-o, IL-1B, IL-6, que acabam contribuindo para o
desenvolvimento e manutencdo da dor neuropética (Watkins et al., 2001;
Yao et al., 2016.
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Contudo, apesar das inUmeras opgGes de medicamentos
utilizadas em seu tratamento, seu controle é ainda representa um grande
desafio. Isso se deve principalmente pelo fato de que as terapias
disponiveis apresentam baixa eficacia e o uso prolongado frequentemente
esta associado a sérios efeitos colaterais ou mesmo torna os pacientes
refratarios ao tratamento, o que afeta a qualidade de vida e a produtividade
destes individuos (Dworkin, et al., 2010; Vranken, 2012). Dessa forma, é
de grande relevancia compreender 0s mecanismos subjacentes a dor
neuropética, a fim de que novos e mais efetivos tratamentos possam ser
utilizados no seu controle.

Atualmente, a literatura dispGe de diversos modelos animais que
podem ser empregados no estudo da dor neuropatica. Eles mimetizam
diversas etiologias e estdo associados a um extenso quadro de
manifestacdes, semelhantes aqueles caracteristicos das neuropatias
periféricas encontradas em humanos (Sorkin e Yaksh, 2009). Além das
vantagens de simular as condi¢des patoldgicas de relevancia clinica, esses
modelos permitem a identificacdo de novos farmacos, ao mesmo tempo
gue mantém os animais em boas condi¢des de saude, uma vez que ndo
causam estresse excessivo ou perda de peso (Walker et al., 1999).

1.7 Receptores de Potencial Transitorio (TRPs)

Conforme descrito anteriormente, 0s neurdnios sensoriais
detectam os estimulos periféricos através dos nociceptores e 0s
transmitem até o SNC na forma de impulsos elétricos. Contudo, para que
iSso aconteca, 0s terminais sensoriais expressam uma variedade de
receptores e canais ibnicos que, uma vez ativados, iniciam a transmissao
da informag&o. Assim, danos teciduais, inflamacéo ou lesdo nervosa séo
situagdes que levam a ativacao dos nociceptores, direta ou indiretamente
(Basbaum et al., 2009).

Dentre os canais idnicos, tem sido extensivamente demonstrado
na literatura que os receptores de potencial transitério (TRPs)
desempenham um papel crucial na hipersensibilidade (térmica, quimica e
mecanica) gerada durante o processo inflamatdrio ou lesdo nervosa,
sendo, portanto, considerados alvos promissores para o tratamento da dor
inflamatdria e neuropatica em humanos (Pinheiro et al., 2015; Salat e
Filipek, 2015; Klafke et al., 2016; Trevisan et al., 2016).

De modo geral, os TRPs constituem uma superfamilia de canais
ibnicos permeaveis a cations, que se destacam dos demais por apresentar
seletividade i6nica, modo de ativacao e funcdes fisiologicas distintas. A
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superfamilia é constituida por um grande grupo formado por 28 canais,
que sdo divididos em 6 subfamilias: TRPC (Canbnico), TRPV
(Vaniléide), TRPM (Melastatina), TRPA (Anquirina), TRPP (Policistina)
e TRPML (Mucolipina), e podem ser encontrados desde bactérias até
plantas e animais superiores (Fig. 6) (Wu et al., 2010; Moran et al., 2011).
Em humanos, esses canais sdo amplamente expressos em diferentes tipos
celulares e, portanto, grande parte das células possuem diversas proteinas
desses canais em sua superficie (Clapham, 2003).
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Figura 6. Subfamilias dos canais TRPs e seus dominios. Os TRPs sdo formados por 4
subunidades idénticas, cada uma contendo 6 dominios transmembrana (S1-S6), com um poro
central e um filtro de seletividade entre os dominios S5 e S6. Todos os canais sdo do tipo ndo-
seletivo aos fons Na* e Ca?*, com excegdo dos TRPM4 e TRPM5, que sdo monovaletes e dos
canais TRPV5 e TRPV6, que sdo seletivos ao Ca?*. As regides C e N terminal contém diferentes
elementos funcionais e estruturais como indicado para cada subfamilia. TRP box (regido de 6
aminodcidos); repeti¢des anquirina (AnkR) com diferentes quantidades entre as subfamilias;
Serina/Treonina quinase (S/T kinase) intrinseco para TRPM6 e TRPM7; Calmodulina e inositol
trifosfato (CIRB); motivo de aminodcido ligado ao dominio PDZ; motivo de homologia NUDT9
de ligacéo a ribose ADP (NUDIX) ou ADPR-2’-fosfato (ADPRP); dominio candnico de ligacéo
ao Ca*" (EF Hand); Retencdo de sinal do reticulo endoplasmatico (ER retention); As regides de
homologia nos canais TRPM8 possuem funcdes desconhecidas. Modificado de: Clapham, 2003.
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Nos terminais periféricos dos neur6nios sensoriais estes canais
sdo importantes na deteccdo de estimulos externos nocivos e variagdes de
temperatura, onde podem ser ativados pelo calor (TRPV1-TRPV4), frio
(TRPM8, TRPAL), estimulagdo mecanica, osmética (TRPAL, TRPV4), e
baixo pH (TRPV1) (TRPA1) (Patapoutian et al., 2009). Sob condi¢des
fisioldgicas normais, estes canais estdo envolvidos em diversas fungdes,
como: liberacdo de neuropeptidios, regulagdo do tdnus vascular,
manutencdo da temperatura corpOrea, motilidade gastrointestinal,
controle da bexiga urinaria e todos os aspectos sensoriais, incluindo:
visdo, audicdo, olfacdo, paladar, bem como percepcao mecanica, térmica
e deteccdo de estimulo nocivos. Além disso, também participam de
estados patoldgicos, que incluem a dor e a inflamagéo (Nilius, 2007;
Moran et al., 2011).

Estudos recentes tém mostrado que estes canais contribuem para
0 desenvolvimento e/ou progressdo dos sintomas de muitas doengas,
como dor neuropatica, hiperatividade da bexiga, asma, transtorno de
ansiedade e prurido. Além disso, também possuem um papel bem
compreendido na area da dor (Moran et al., 2011).

1.8 TRPAlL

O receptor de potencial transitério anquirina tipo 1 (TRPA1),
assim nomeado por seu extenso dominio repetido de anquirina, € um canal
de cation ndo-seletivo, permedvel ao Ca?*, que desempenha um
importante papel em estados fisioldégicos e patolégicos da dor.
Estruturalmente, o canal é formado por 4 subunidades idénticas, cada uma
contendo 6 dominios transmembrana (S1-S6), duas hélices entre os
dominios S5 e S6 (na superficie extracelular), que formam uma constri¢éo
de regulacdo do influxo de Ca?*, um dominio helicoidal do tipo TRP, que
forma uma segunda constricdo (logo abaixo da primeira) e dezesseis
repeticbes anquirina na regido N-terminal de cada subunidade, que
promovem uma grande superficie citoplasmatica de interacdo com
agentes irritantes (Fig. 7). Acredita-se que a interacdo de ligantes
moleculares com as repeti¢des anquirina sejam as responsaveis por
promover mudangas conformacionais, transmitidas através das estruturas
de ligagdo entre S4 e S5, e assim permitam a ativacdo, com consequente
abertura do canal (Clapham, 2015 e Paulsen et al., 2015).
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Figura 7. Estrutura do canal TRPAL. Os esquemas mostram as principais caracteristicas do
canal idnico TRPAL. O painel superior mostra um diagrama linear com os principais dominios
da estrutura do canal TRPAL. No painel inferior, sdo mostradas 2 subunidades (embora o canal
seja formado por 4). Cada subunidade contém 6 dominios transmembrana (S1-S6) como
mostrado na figura. Duas hélices presentes no poro ligam os dominios S5 e S6 na superficie
extracelular, onde uma constrigéo regula o influxo de Ca?*. O dominio helicoidal TRP faz parte
de uma segunda e menor constricdo. Dezesseis repeti¢des de ankyrina (ARs) na extremidade
amino-terminal (N) da subunidade cobrem a estrutura de super hélice na regido carboxi-terminal
(C). Adaptado de Clapham, 2015 e Paulsen et al., 2015.

A ativacdo deste canal pode ocorrer pelo frio, em temperaturas
abaixo de 17 °C, estimulos mecéanicos e por um amplo espectro de
substancias quimicas pungentes, como isotiocianatos (proveniente do
6leo de mostarda e da raiz forte), cinamaldeido (proveniente da canela) e
alicina (proveniente do alho), os quais possuem propriedades eletrofilicas
de se ligarem de forma covalente aos residuos de cisteina ou lisina
presentes na regido N-terminal do canal. Outros compostos quimicos,
como a formalina, também podem causar ativagao direta do canal TRPAL
por induzirem lesdo tecidual (McNamara et al., 2007). Além disso, varios
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mediadores pré-inflamatdrios enddgenos, como bradicinina, eicosandides
oxidados (PGA: e 15d-PGJ), produtos do estresse oxidativo (4-
hidroxinonenal) e Ca?* também podem ativar diretamente canais TRPA1
e provocar dor (Bandell et al., 2004; Bautista et al., 2006; Trevisani et al.,
2007; Andersson et al., 2008; Materazzi et al, 2008; Patapoutian et al.,
2009; Lapoint e Altier, 2011, Sisignano et al., 2012).

A ativacdo do canal TRPA1 promove o aumento do Ca?*
intracelular e induz a liberacdo de neuropeptidios periféricos (substancia
P, CGRP), purinas e outros transmissores das terminacGes das fibras
sensoriais, resultando em inflamacdo neurogénica e hipersensibilidade.
Além disso, é valido ressaltar que o Ca?* ndo representa apenas um
segundo mensageiro que inicia eventos mediados pelo TRPAL, mas
também age como um modulador direto da atividade deste canal (Bautista
et al., 2006; Lapointe e Altier, 2011).

O canal TRPAL1 é o principal alvo durante o rapido aparecimento
e manutencdo do processo inflamatério. Muitos ativadores do TRPA1 séo
produzidos durante a inflamacdo como resultado da oxidacdo lipidica,
formag&o de perdxido e estresse oxidativo (Nillius et al., 2012). Além do
papel periférico, como receptores para estimulos nocivos, varias
evidéncias indicam que os canais TRPs, incluindo TRPV1 e TRPAL,
desempenham um importante papel na modulacdo sindptica central. A
ativacdo de TRPAL espinal e outros canais, como TRPV1, por exemplo,
localizados nos terminais aferentes pré-sinapticos também podem
aumentar a liberacdo de glutamato e, assim, contribuir com o processo de
sensibilizagdo central (Uta et al., 2010; Wrigley et al., 2010). Portanto,
diversas evidéncias apontam o canal TRPAL1 como um importante alvo
para 0 desenvolvimento de novos medicamentos com potencial
analgésico.

1.9 Plantas Medicinais

A historia das plantas medicinais esta intimamente relacionada a
historia da propria humanidade (Ortega, 2006). Registros das primeiras
civilizagBes, em todas as partes do mundo, tem revelado que um nimero
consideravel de medicamentos utilizado na medicina atual ja havia sido
utilizado desde os tempos antigos. Entre as evidéncias escritas, a mais
antiga corresponde a laje de argila Sumérica de Nagpur, na india, com
aproximadamente 5.000 anos. A laje possui 12 receitas empregadas na
preparacdo de varios tratamentos a partir da utilizacdo de 250 plantas
diferentes, algumas delas com alcal6ides conhecidos, como a papoula -
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Papaver somniferum (morfina e codeina), 0 meimendro - Hyoscyamus
niger (escopolamina, hiosciamina e atropina) e o mandrake - Mandragora
officinarum (hiosciamina, hioscina e apoatropina) (Petrovska, 2012).

Ao longo do tempo e com o inicio da formacao das sociedades,
0 homem aprendeu a reconhecer e a classificar as plantas de acordo com
as suas necessidades. Dessas necessidades, 0 uso de ervas e extratos
obtidos de plantas passaram a ser considerados costumes, tradi¢cGes ou
escritos empregados na identificacdo de plantas e sua utilizagdo no
tratamento de doencas e alivio da dor. A partir dai, com a evolucdo dos
sistemas de medicina a base de plantas (primeiramente baseado em
plantas dentro de uma area local), tiveram inicio os sistemas de medicina
tradicional, como ayurveda e a unani, no subcontinente indiano, a
chinesesa e a tibetana, em outras partes da Asia, a americana nativa, na
Ameérica do Norte, a amazbnica, na América do Sul, além de varios
sistemas locais na Africa (Mamedov, 2012).

Ha registros do uso de plantas pelo homem desde a Grécia Antiga
e acredita-se que a farmécia tenha sua origem a partir dos trabalhos de
Hipdcrates (460 a.C.), hoje considerado o “pai da medicina”. Teofrasto
(287-370 a.C.) também fez grandes contribuicdes acerca das plantas e
escreveu dois livros sobre a histéria (“De Historia Plantarium”) e a
classificacdo (“De Causis Plantarium”) de mais de 500 espécies de
plantas medicinais conhecidas em sua época. Teofrasto ressaltou ainda a
importancia de se adaptar ao aumento gradual das doses ao fazer o uso de
medicamentos derivados de plantas possivelmente toxicas. Devido a
relevancia de seus trabalhos, atualmente Teofrasto é considerado o “pai
da botanica” (Phillipson, 2001; Petrovska, 2012; Saleem et al., 2013).

Na historia antiga, Dioscorides também se destaca por ser um
importante escritor sobre as plantas medicinais. Conhecido como “pai da
farmacognosia”, Dioscorides foi um médico militar e farmacognosista do
Exército de Nero que estudou sobre plantas medicinais e escreveu a obra
intitulada “De Materia Medica” (77 d.C.). Em sua obra classica, ele
ofereceu uma abundéncia de dados sobre as plantas medicinais e
constituiu a base da “Matéria Médica” desde o século | até o século XVIII
(Petrovska, 2012).

Até o final do século XVIIlI o homem ainda ndo havia isolado
nenhum principio ativo derivado de planta. Contudo, em 1804 ocorreu
um fato que marcou o inicio do século XIX. Friedrich Serturner (1783-
1841) conseguiu isolar uma substancia cristalina do 6pio (um suco
espesso extraido da papoula - Papaver somniferum), que ele denominou
inicialmente de principium somniferum, por se tratar de uma substancia
farmacologicamente ativa quando administrada em animais.
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Posteriormente, Sertlirner substituiu a denominagdo por morphium (em
homenagem ao Deus grego do sono - Morpheu), e em 1816, apresentou
detalhes de sua investigacdo quimica e farmacoldgica. Mais tarde, em um
editorial publicado em uma revista francesa que traduziu os trabalhos de
Sertlirner, Gay Lussac propés a substituicdo de morphium por morfina,
denominagdo que ficou consagrada até os dias atuais. Sertiirner ficou
entdo conhecido por isolar a morfina (o primeiro opitide purificado e
administrado em doses mais precisas), e por estabelecer as bases de uma
nova classe de farmacos, os alcaldides (Klockgether-Radke, 2002;
Duarte, 2005; Wachtel-Galor e Benzie, 2011).

Outro marco importante caracteriza a descoberta e o isolamento
da quinina a partir das cascas de cinchona (Cinchona spp) pelos cientistas
franceses Pierre J. Pelletier (1788-1842) e Jean B. Caventou (1795-
1887) no ano de 1820. Seus estudos tiveram inicio em 1817 e foi
impulsionado pelo “mistério da quina”, uma arvore cujas cascas eram
empregadas no tratamento da malaria na regido do Perd. Assim, o
tratamento da malaria foi encontrado antes de sua etiologia ter sido
conhecida, uma vez que Charles Laveran, apenas em 1880 identificou
pela primeira vez o parasita da malaria, quando observou um esfregago
de sangue coletado na Argélia (Phillipson, 2001; Dhungat, 2015).

Em 1828, farmacologistas alemées isolaram a salicilina, um
composto amarelo, cristalino e amargo, a partir das cascas da arvore do
salgueiro (Salix alba). Em um periodo de 10 anos quimicos franceses
sintetizaram o acido salicilico a partir da salicilina. Contudo, embora o
acido salicilico aliviasse a dor e a febre, seu sabor amargo e os efeitos
colaterais sobre o trato gastrointestinal (particularmente vomitos),
limitavam seu uso a longo-prazo. Foi entdo que em 1897, Felix Hoffman,
um quimico da empresa Bayer, sintetizou o acido acetilsalicilico e
desenvolveu uma droga mais eficaz e menos toxica (Wick, 2012).

A partir de entdo, um consideravel nimero de farmacos foi obtido
a partir de outras plantas, como a digoxina, um estimulante cardiaco
extraido da dedaleira (Digitalis purpurea) e a reserpina, uma droga
antipsicética e anti-hipertensiva extraida da rauvolfia (Rauwolfia
serpentina) além de varios outros exemplos (Spencer, 2003; Wachtel-
Galor, S.; Mamedov, 2012; Yadav et al, 2012).

Assim, a ciéncia contemporanea reconheceu a acdo efetiva e
incluiu na terapia moderna uma gama de medicamentos de origem
vegetal, conhecido por civilizagfes antigas e usado ao longo de milénios
(Petrovska, 2012). Atualmente pelo menos 40% dos farmacos sédo
derivadas de material vegetal (Rajasekaram et al., 2013) e dados da OMS
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(Organizagdo Mundial de Salde) indicam que cerca de 35 a 70 mil
espécies de plantas ja foram usados como medicamentos, uma valor
correspondente a 14-28% das 250.000 espécies de plantas existentes a
nivel mundial (Mamedov, 2012).

A América Latina possui uma grande biodiversidade de espécies
e uma rica tradi¢do na utilizacdo de plantas que tem sido praticada durante
séculos (Brandao et al., 2009). Somente o Brasil possui cerca de 20% das
267 mil espécies de plantas ja classificadas (Barbosa, 2000). Além disso,
estima-se que pelo menos 16% de todas as espécies de plantas do mundo
esteja concentrada na regido amazénica, motivo pelo qual o Brasil é
considerado o detentor da maior biodiversidade do planeta. Outro ponto
importante € que o pais possui uma abundante diversidade cultural
detentora de um enorme conhecimento empirico, que associado ao
fracionamento e isolamento de substancias naturais, representa uma fonte
potencial na identificacdo de novos compostos que podem ser utilizados
na clinica (Moreira et al., 2006).

1.10 Oleos Essenciais

Segundo a Farmacopéia Européia, o6leos essenciais s&o
compostos extraidos de plantas aromaticas através de processos de
hidrodestilacdo ou destilagdo a vapor, cujos constituintes podem ser
encontrados em todas as estruturas da planta, sobretudo nas folhas, flores
e frutos, tendo menor incidéncia em outras estruturas, tais como raizes,
rizomas, lenhos, cdrtex ou sementes (Bizzo et al., 2009; Sousa et al.,
2011). Esses compostos sdo formados por substancias de baixo peso
molecular, sendo constituidos principalmente por misturas de
fenilpropandides e terpendides (especialmente monoterpenos e
sesquiterpenos), bem como seus derivados oxigenados, como alcoois,
aldeidos e acetonas (Coelho et al, 2012).

De modo geral, os componentes dos 6leos essenciais sdo
agrupados em duas séries majoritarias, as quais sdo baseadas em suas
caracteristicas funcionais: a série aromatica, constituida por derivados do
fenilpropano (oriundos do metabolismo do acido chiquimico) formados
por reacdes de transaminacdo enzimatica da fenilanina, cujos derivados
mais comuns sdo as cumarinas e alguns aldeidos aromaticos, e a série
terpénica, que representa um grupo quantitativamente mais numeroso e
gualitativamente mais variado, onde s&o encontrados 0s monoterpenos e
0s sesquiterpenos (Henriques et al., 2009). Entre os terpendides, os
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monoterpenos sao 0s constituintes mais abundantes, representando cerca
de 90 % dos Oleos essenciais (Sousa et al., 2011).

Oleos essenciais sd0 compostos que exibem uma grande
variedade de atividades bioldgicas, motivo pelo qual sdo amplamente
utilizados na medicina popular, além de também serem explorados nas
industrias alimenticia, farmacéutica e de cosméticos (Simdes et al., 2004).
De fato, plantas aromaticas sdo utilizadas ha séculos por diferentes
culturas ao redor do mundo, o que justifica o crescente nimero de estudos
clinicos e pré-clinicos empregando 6leos essenciais e seus constituintes
(Maggio et al., 2016).

Esta classe de compostos tem atraido o interesse de muitos
pesquisadores que investigam o seu potencial como medicamento, afim
de que possam ser empregados no tratamento de diversas doencas.
Atualmente, a literatura ja dispde de uma gama de substancias bioativas
gue sdo sintetizadas a partir de compostos quimicos encontrados em 6leos
essenciais e estudos farmacoldgicos tém sido fundamentais para fornecer
0 suporte cientifico as acOes anti-inflamatéria e analgésica exercidas por
esses componentes (Ali et al., 2012).

1.11 Familia Piperaceae

A familia Piperaceae, descrita por Paul Dietrich Giseke, é
considerada uma das familias mais primitivas das angiospermas (plantas
gue produzem sementes) e compreende um grupo amplamente distribuido
nas regides tropicais e subtropicais do mundo (Parmar et al., 1998; Dyer
et al., 2004). Atualmente é composta por 3.600 espécies, as quais
encontram-se agrupadas em cinco géneros, sendo Piper (1.000 spp.) e
Peperomia (1.600 spp.) os géneros mais representativos da familia
(Gutierrez et al., 2013). As peperomias sdo, em sua maioria, ervas
pequenas, suculentas e frequentemente epifitas, enquanto as pipers séo
lenhosas e assumem a forma de arbustos, lianas ou arvores de pequeno
porte (Di Stasi e Hiruma-Lima, 2002; Dyer et al., 2004).

As plantas pertencentes a esta familia sdo morfologicamente
uniformes, com folhas simples, alternadas e hastes articuladas com nés
alargados (Chan e Wong, 2014). Em geral, sdo plantas aromaticas devido
a presenca de células produtoras de dleos volateis em seus diversos
tecidos (Dyer et al., 2004). As inflorescéncias sdo distintas, com muitas
flores pequenas, agrupadas em espigas eretas ou pendentes (Chan e
Wong, 2014). As flores, embora pequenas, sdo vistosas, sem perianto,
hermafroditas, geralmente verdes, esbranquicadas ou amareladas e



56

raramente sdo encontradas na cor vermelha ou mais escura. Os frutos séo
drupaceos, carnosos ou secos e a polinizacdo e a dispersdo sdo feitas
principalmente através do vento e morcegos, respectivamente (Ribeiro et
al., 1999).

Além da importancia comercial, essa familia representa uma rica
fonte de substancias com atividade biolégica, especialmente as plantas do
género Piper, onde se destacam espécies amplamente conhecidas, como
a pimenta preta ou pimenta-do-reino (P. nigrum) e espécies medicinais de
ampla utilizacdo, como P. betle, P. longum, P. angustifolium, P. cubeba,
P. methysticum e outras de grande importancia em sistemas de medicina
tradicionais, como a chinesa e a yurveda (Di Stasi e Hiruma-Lima, 2002).

1.12 Género Piper

O género Piper pertence a familia Piperaceae e constitui umas
das linhagens mais diversas das angiospermas basais (Jamarillo e Manos,
2001; Gutierrez et al., 2013). E formado por mais de 1.000 espécies de
distribuicio pantropical, com maior incidéncia no Sul da Asia (300 spp.)
e nos tropicos americanos (700 spp.), como pode ser observado na figura
8 (Gutierrez et al., 2013). Somente no Brasil ha a ocorréncia de cerca de
460 espécies, com pelo menos 300 delas sendo encontradas na regido
amazonica (Di Stasi e Hiruma-Lima, 2002).
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Figura 8. Distribuicédo geografica do género Piper. O nimero de espécies é estimado para cada
um dos centros de diversidade do grupo, assim o taxon pode ser regionalmente generalizado e
ser representado mais de uma vez. Fonte: Jamarillo e Manos, 2001.

O género Piper possui grande importancia econbmica e
medicinal, além de ser o género mais estudado e conhecido do ponto de
vista quimico pelos pesquisadores (Parmar et al., 1997,1998).
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Economicamente, embora poucas espécies sejam conhecidas por seu
valor econémico, a pimenta preta (P. nigrum) representa a espécie
responsavel por movimentar a comercializacdo de uma das especiarias
mais conhecidas e utilizadas no mundo (Meghwal e Goswami, 2013).

Na medicina tradicional, o género é renomado por suas
propriedades medicinais e por isso tem sido amplamente explorado por
diversos povos em vérias regides do mundo (Parmar et al., 1997). Na
Jamaica, P. aduncum e P. hispidum sdo utilizadas para tratar dores
estomacais e como repelente de insetos. No Brasil e no México, P.
amalago é usada para aliviar dores no peito e como agente anti-
inflamatério. No sistema indigena de medicina da india, P. sylvaticum é
empregada como antidoto eficaz contra o veneno de cobra, enquanto P.
chaba é utilizada no tratamento de asma, bronquite, febre, dores
abdominais, além de ser utilizada como estimulante. Na medicina
tradicional chinesa P. futokadsura é utilizada no tratamento de asma,
doengas artriticas e como agente inseticida. Na Africa, P. guineense
(conhecida como pimenta preta do oeste africano) é amplamente utilizada
no tratamento de bronquite, doengas gastrointestinais, doencas venéreas
e reumatismo (Parmar et al., 1997).

Por outro lado, apesar da grande diversidade encontrada no
género, estima-se que apenas 112, de todas as espécies conhecidas,
tenham sido investigadas fitoquimicamente. Estudos realizados com
essas plantas ja resultaram na descoberta de 667 compostos diferentes, os
guais encontram-se na forma de alcaléides/amidas (190), lignanas (49),
neolignanas (70), terpenos (97), propenilfendis (39), esterdides (15),
cavapironas (18), chalconas/dihidrochalconas (17), flavonas (16),
flavononas (6), piperolida (4), além de outros 146 compostos que néo sao
classificados como metabdlitos secundérios (Parmar et al., 1997; Dyer et
al., 2004).

Os metabdlitos secundarios podem ser encontrados em todas as
partes das plantas (folhas, caules, raizes, frutos e inflorescéncias) e
possuem diversas agfes bioldgicas, tais como: imunomoduladora
(Majdalawieh e Carr, 2010), anti-inflamatdria (Zakaria et al., 2010),
antinociceptiva (Rodrigues et al., 2009), antipirética (Sireeratawong et
al., 2010), antiflngica (Koroishi et al., 2008), citotoxica (Bezerra et al.,
2007), anti-tumoral (Bezerra et al., 2006), gastroprotetora (Morikawa et
al., 2004), ansiolitica (Felipe et al., 2007), antidepressiva (Xie et al.,
2011) e antidoto para picada de cobra (Nufiez et al., 2005).

Entre os metabdlitos secundarios, destaca-se o alcal6ide piperina,
principal constituinte pungente extraido de P. nigrum (Majeed e Prakash,
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2000; Meghwal e Goswami, 2013), uma espécie que tem sido largamente
utilizada no tratamento do alivio da dor, calafrios, reumatismo, gripe,
dores musculares, resfriados, cansaco, febre, além de ser empregada para
aumentar a circulacdo sanguinea e a producgdo de saliva, estimular o
apetite e incentivar o peristaltismo (Meghwal e Gosvami, 2013). Na
medicina tradicional chinesa, a pimenta preta é utilizada no tratamento da
epilepsia, fato que estimulou os pesquisadores chineses a sintetizar uma
droga antiepilética conhecida como antieplepserina, cujo principio ativo
€ um anéalogo da piperina (Majeed e Prakash, 2000).

Outros estudos realizados com piperina tém demonstrado acéo
antioxidante (Vijayakumar et al., 2004), anti-inflamatéria (Bae et al.,
2010; Gupta et al., 2015), imunomodulatéria (Pathak e Khandelwal,
2009), antidepressiva (Lee et al., 2005), antimetastatica (Pradeep e
Kuttan, 2002), antitiredidiana (Panda e Kar, 2003), hepatoprotetora (Koul
e Kapil, 1993), antiofidica (Shenoy et al., 2013).

1.13 Piper aleyreanum

Piper aleyreanum C.DC é uma arvore de pequeno porte
pertencente a familia Piperaceae, de ampla distribuicdo nas regides
tropicais e subtropicais das Américas do Norte e do Sul. No Brasil, tem
maior incidéncia na regido norte, especialmente na floresta amazonica,
onde é popularmente conhecida como: “Jodo brandinho”, “pimenta
longa”, “pimenta longa da mata”, “pimenta de cobra” e usada na medicina
tradicional como imunomodulador, analgésico, antiofidico e
antidepressivo (Facundo et al., 2012).

No campo da fitoquimica, estudos realizados por Facundo e
colaboradores permitiram o isolamento e a caracterizagdo de 6
constituintes, sendo 3 flavonas: galangina (3,5,7-trihidroxiflavona),
crisina  (5,7-dihidroxiflavona) e  isalpinina  (3,5-dihidroxi-7-
metoxiflavona); 1  propiofenona  (2-methoxi-4,5-metilenodioxi
propiofenona); 1 esterdide (B-sitosterol) e 1 alcal6ide indélico (3-y,y-
dimetilalillindol) (Facundo e Morais, 2003; Facundo et al., 2012).

Além dos constituintes fixos, estudos realizados com plantas
coletadas em dois estados da regido norte do pais permitiram caracterizar
0S componentes quimicos volateis presentes no 6leo essencial desta
espécie. No estado de Rondonia foram identificados como compostos
majoritarios: transcariofileno (13,6%), limoneno (12,7%), muuroleno
(10,3%) (Facundo, 2005), B-pineno (14.4%), isocariofileno (17.5%), B-
cariofileno (18.6%) (Facundo et al., 2007), 6xido de cariofileno (11,5%),
B-pineno (9,0%), espatulenol (6,7%) e canfeno (5,2%) (Limaetal., 2012),
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enquanto no estado do Parad foi observada a predominancia dos
constituintes: &-elemeno (10,0%), B-elemeno (12,3%), germacreno D
(13,0%) e biciclogermacreno (11,7%) (Andrade et al., 2009), 6-elemeno
(8,2%), B-elemeno (16,3%), germacreno D (6,9%) e biciclogermacreno
(9,2%) (Da Silva et al., 2014).

Apesar da grande diversidade de constituintes presentes nos
6leos essenciais, poucos estudos relatam a atividade desses compostos.
Entre os mais estudados, encontra-se o -elemeno, o qual ja demonstrou
possuir diversas acdes bioldgicas, tais como: reducdo da transmigracdo
de mondcitos causada pela reducdo da adesdo das células a parede
endotelial (Liu et al., 2015), acdo anti-inflamatéria, mediada pela inibicéo
da permeabilidade vascular, reducdo de mediadores pré-inflamatorios
(6xido nitrico — NO, PGE2, TNF-a, IL-6, IL-12 e IL-1p) e regulagdo da
via de sinalizacdo do receptor do tipo Toll 4 (TLR4), incluindo p38
MAPK, JNK e NF-xB (Patra et al., 2016), redugdo da imunossupressdo
induzida pela rapamicina, atraves da reversao do desbalanco de linfécitos
Treg/ Thiz (Zhou et al., 2016), reducio da progressdo da aterosclerose
promovida pela reducdo da infiltragdo de macrofagos e liberacdo das
citocinas TNF-a ¢ IL-6 (Zhong et al., 2015), reducdo da expressdo
citocinas IL-17, IL-6, IL-23, interferon gama (IFN-y), inibigdo da
infiltracdo de células inflamatdrias e redugdo da perda axonal na medula
espinal de camundongos com encefalomielite autoimune (Zhang et al.,
2010, 2011).

Em contrapartida, embora sejam conhecidos o0s efeitos
farmacoldgicos de diversas espécies do género Piper, a literatura dispde
de poucos estudos referentes as propriedades terapéuticas desta espécie.
Um desses estudos, realizados por Lima e colaboradores (2012)
demonstraram que o Oleo essencial de Piper aleyreanum exerce
significativo efeito antinociceptivo em ambas as fases do teste da
formalina, efeito anti-inflamat6rio no modelo de pleurisia induzida por
carragenina e efeito gastroprotetor no modelo de lesdo gastrica induzida
por etanol. Da Silva e colaboradores (2014) mostraram ainda que o 6leo
essencial obtido dessa espécie também possui efeito antioxidante,
antifangico, além de forte e seletiva acdo contra células tumorais
(melanoma). Além disso, estudos prévios, também ja demonstraram que
0 0leo essencial possui acdo antiofidica contra o veneno da serpente
Bothrops jararaca (Nascimento, 2014).
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2. JUSTIFICATIVA

De acordo com a organizacdo mundial de satide (OMS), a dor
aguda e crénica tem um impacto direto em pelo menos 20% da populagéo
mundial. Sabe-se que a dor é o sintoma mais importante, em termos de
prevaléncia, e que esta diretamente relacionado a consequéncias pessoais
e econdmicas. Somente nos Estados Unidos os custos anuais com dor
crbnica ultrapassam os 200 bilhGes de ddlares. E apesar do apreciavel
conhecimento adquirido no campo da dor, seu tratamento ainda continua
sendo desafiador, sobretudo, em virtude dos sérios efeitos colaterais.

Assim, a busca por novas estratégias terapéuticas (mais seguras
e eficazes), tem sido importante para a utilizacdo de alternativas
empregadas em seu controle, seja pela pratica do exercicio fisico ou
através de sess@es de acupuntura, por exemplo. Contudo, 0 uso de
medicamentos ainda representa o principal aliado empregado no seu
tratamento e, nas plantas, podem ser encontradas fontes promissoras de
substancias que podem ter a¢éo direta no controle da dor, sendo, portanto,
uma rica fonte de substancias com potencial terapéutico tanto para estados
agudos quanto crénicos de dor.

Contudo, o potencial das plantas como fonte de novos
medicamentos ainda é largamente inexplorado. Apesar da enorme
diversidade biologica, apenas um pequeno percentual foi investigado
guimicamente e a quantidade de estudos submetidos a triagens
farmacoldgicas sdo ainda menores. Estima-se que apenas 17% das plantas
tenham abordagens cientificas, o que torna sua diversidade quimica e
biolégica uma fonte potencial para o desenvolvimento e utilizacdo de
novos produtos farmacéuticos.

Nesse sentido, o presente estudo visa estender o conhecimento
das acOes farmacoldgicas da espécie Piper aleyreanum. Apesar de ser
pouco explorada do ponto de vista farmacoldgico, estudos tém mostrado
gue esta espécie representa uma fonte aprecidvel de metabdlitos
secundarios com diversas acdes bioldgicas. Aliado a isso, estudos de
plantas do género Piper tém demonstrado que seus constituintes possuem
forte acdo analgésica e anti-inflamatéria, dando um suporte adicional a
presente abordagem. Além disso, j& foi demonstrado o potencial da planta
em questdo em diferentes modelos animais. Assim, a continuidade nos
estudos pode fornecer uma perspectiva favoravel para uma melhor
compreensdo de seu mecanismo de agdo, bem como fornecer subsidios
para o0 possivel desenvolvimento de um fitoterapico utilizado no
tratamento da dor pds-operatoria e neuropatica.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

« Investigar o efeito antinociceptivo e anti-inflamatério do dleo
essencial de Piper aleyreanum nos modelos de nocicep¢do aguda (dor
pos-operatoria) e cronica (dor neuropatica) em camundongos, bem
como o possivel mecanismo de a¢do envolvido.

3.2 Objetivos Especificos

+» Investigar o efeito antinociceptivo 06leo essencial de Piper
aleyreanum frente a agonistas do sistema glutamatérgico;

¢ Verificar se o tratamento com o 6leo essencial de Piper aleyreanum
esta envolvido com mediadores inflamatorios, como IL-1p e TNF-a;

¢ Investigar a possivel interagdo do Oleo essencial de Piper
aleyreanum com canais TRPs, como TRPAL e TRPV1;

«» Avaliar o efeito antinociceptivo do 6leo essencial de Piper
aleyreanum na dor cronica através do modelo de ligacdo parcial do
nervo isquiatico (LPNI);

¢ Investigar o possivel efeito toxico do dleo essencial de Piper
aleyreanum a partir do tratamento prolongado utilizado no modelo da
LPNI;

< Auvaliar o efeito antinociceptivo do o6leo essencial de Piper
aleyreanum na dor inflamatoria aguda através do modelo de dor pds-
operatoria;

+ Investigar se 0 06leo essencial de Piper aleyreanum reduz a migracao
de células do sistema imune no modelo de dor p6s-operatoria;

+ Auvaliar a possivel toxicidade exercida pelo 6leo essencial de Piper
aleyreanum em estudos in vitro;

+ Investigar o possivel envolvimento do 6leo essencial de Piper
aleyreanum na atividade do fator de transcricdo NF-xB;
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Estudo Fitoquimico
4.1.1 Coleta e Identificacdo da Planta

A espécie Piper aleyreanum foi coletada em uma regido de mata,
situada na BR 319 (Km 15), sentido Humaitd&/AM, em Porto Velho-
Rondbdnia (8°43'11.6"S 63°59'03.7"W), no dia 31 de mar¢o de 2013. A
identificacdo da espécie foi realizada pela Dr. J. Gomes, a partir da
confeccgdo de exsicata e 0 envio desta ao Herbéario do Instituto Nacional
de Pesquisa da Amazénia (INPA), onde encontra-se depositada sob o
nimero 223303.

4.1.2 Extracéo do Oleo Essencial

A extracdo do 6leo essencial de Piper aleyreanum (OEPa) foi
realizada pela técnica de destilacdo por arraste & vapor, conforme
metodologia descrita por Craveiro e colaboradores (1981). As partes
aéreas frescas (folhas e hastes) da planta (5,0 kg) foram colocadas em um
recipiente de vidro, por meio do qual foi passada uma corrente de vapor
de &gua sob pressdo. Os compostos volateis da amostra foram arrastados
pelo vapor e a mistura foi transportada para um condensador, onde 0s
vapores retornaram ao estado liquido e foram coletados através um baldo
separador. Ao final do processo, o OEPa foi desidratado com sulfato de
sodio anidro e a porcentagem de rendimento do éleo foi calculada com
base no peso fresco da planta (0,1%).

4.1.3 Identificagdo dos Constituintes do Oleo Essencial

A andlise do OEPa foi realizada por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CG/EM), na central analitica da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), utilizando um
cromatografo com detector seletivo de massas (MSD) da série 5975
(Agilent Technologies). Uma coluna DB-5 (30 m x 0,25 mm % 0,25 um)
foi usada com gas He como carreador no fluxo de 1 ml/min. As condicdes
de temperatura da coluna do programa foram: 60-290 °C (3 °C/min) com
isoterma a 290 °C por 5/min; temperatura do injetor a 260 °C e
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temperatura do detector a 280 °C. O volume da amostra injetado foi de
1ul com fracionamento (Split) na razdo de 1:10.

Os componentes do 6leo foram identificados por comparagéo dos
indices de retencdo calculados (IR), espectros de massa obtidos por GC-
EM e dados da literatura (Adams, 2007). Os valores dos IR dos
componentes foram obtidos por co-injeccdo de uma mistura da série n-
alcanos (C5-C30) e através da equacdo relatada por Van den Dool e Kratz
(1963). A concentracdo final foi calculada utilizando as areas de pico,
individualmente para cada substancia.

4.2 Estudo Farmacoldgico
4.2.1 Animais

Os experimentos foram realizados utilizando camundongos da
espécie Mus musculus, linhagem Swiss Webster (25-35g) e C57BL/6 (20-
250), de ambos os sexos, com 8 a 10 semanas, fornecidos pelo biotério
central da Universidade Federal de Santa Catarina (Floriandpolis, Brasil)
e camundongos da espécie Mus musculus, linhagem C57BL/6 (20-25g),
de ambos os sexos, com 8 a 10 semanas, fornecidos pelo Laboratério
Jackson para a Queen’s University (Kingston, ON, Canadd). Os animais
foram mantidos em camaras isoladas contendo no maximo 6 animais por
caixa, com ventilacdo e condicGes controladas de temperatura (20 + 2°C)
e umidade (60% - 80%), sob ciclo de 12 horas claro-escuro (7 as 19
horas), com livre acesso a ragdo e agua.

Para a realizacdo dos testes comportamentais, 0s animais foram
distribuidos homogeneamente entre 0s grupos e ambientados as
condi¢Bes laboratoriais durante pelo menos uma hora. Todos os
experimentos comportamentais foram conduzidos de acordo com as
normas de cuidado com animais de laboratério para investigagdo de dor
experimental (Zimmermann, 1983). Além disso, todos os procedimentos
empregados foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina (protocolo nimero
1606090317) e pelo University Animal Care Committee (UACC) da
Queen’s University (protocolo nimero).
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4.2.2 Desenho Experimental

Para avaliar o efeito antinociceptivo central do OEPa sobre os
neurdnios sensoriais, inicialmente foi investigado o envolvimento do
tratamento com o sistema glutamatérgico, citocinas pré-inflamatérias
(TNF-a e IL-1B) e canais TRPs (TRPAI e TRPV1). Primeiramente foi
escolhida a dose de 100 mg/kg (com base em dados prévios) e entdo foi
testada a capacidade inibitoria do OEPa utilizando testes de nocicepgéo
aguda. No primeiro teste, foi investigada a capacidade do OEPa em
reduzir a nocicepgao provocada pela injecdo intratecal de glutamato, uma
vez que o sistema glutamatérgico esta envolvido tanto em estados de dor
aguda quanto cronica (Fig. 9). Posteriormente, foi avaliado o efeito do
OEPa na nocicepcdo induzida pela adminstragdo intratecal de citocinas
pré-inflamatérias (TNF-a e IL-1B), as quais potencializam a
citotoxicidade causada pelo glutamato e, desta forma, promovem
hipersensibilidade (Fig. 9). Entdo, foi testada a capacidade inibitéria do
OEPa na nocicepcdo induzida pela ativacdo dos canais idnicos TRPAL e
TRPV1, uma vez que ambos sdo expressos nas fibras sensoriais, onde
desempenham um papel crucial na percepgdo e transmissdo do estimulo
nociceptivo em estados de dor aguda e persistente (Fig. 9).

Ap0s os testes de nocicepgao aguda, foi utilizada a ligagéo parcial
do nervo isquidtico (LPNI) para avaliar a atividade antinociceptiva do
OEPa em um modelo de dor neuropatica. Primeiramente, foi realizada
uma curva dose-resposta, utilizando o teste de von Frey como ferramenta
para avaliar a hiperalgesia mecanica e o teste da placa quente/fria para
avaliar a hiperalgesia térmica. Além disso, também foi utilizado uma
estratégia de tratamento de duas vezes ao dia para observar se o
tratamento com o0 OEPa apresentaria efeito cumulativo ou toxicidade pelo
aumento do ndmero de tratamentos. Ao final desses experimentos, os
animais foram expostos ao teste de campo aberto, a fim de avaliar a
atividade locomotora e sedativa do tratamento prolongado com OEPa.
Ent&o, os animais foram eutanasiados e submetidos a analise toxicol6gica
(Fig. 10).

Com base nos dados obtidos foi empregado o modelo de dor p6s-
operatoria para investigar a participacao de células do sistema imune e do
canal TRPAL na acdo antinociceptiva promovida pelo OEPa. Para isso,
foram realizados testes comportamentais para avaliar a acdo
antinociceptiva do OEPa utilizando o teste de von Frey como ferramenta
de avaliacdo. Ao final dos experimentos, foram coletados tecidos da pata
e 0s ganglios das porces de L4 a L6, os quais foram submetidos a analise
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de mRNA para investigar o efeito do OEPa sobre expressdo de canais
TRPAL (Fig. 11). Em outro grupo de experimentos, foi realizado o
mesmo procedimento cirdrgico a fim de coletar tecido da pata para avaliar
se células do sistema imune estariam envolvidas na acdo antinociceptiva
promovida pelo tratamento com o OEPa (Fig. 11). Para isso, foi utilizada
a técnica de citometria de fluxo com marcadores especificos para
linfocitos, células mieldides, neutréfilos e macrdfagos. Experimentos
adicionais (in vitro) foram realizados com o intuito de testar a capacidade
toxica do OEPa sobre mondcitos humanos (células THP-1), para que,
posteriormente, fosse investigada a agéo especifica do tratamento sobre a
via de ativacdo do fator de transcricdo NF-xB.

Com base nos dados obtidos, foram entéo realizadas abordagens
farmacoldgicas para evidenciar o envolvimento da acdo antinociceptiva
do OEPa sobre o bloqueio de canais TRPAL. Para isso, foram utilizados
experimentos de nocicep¢do aguda, utilizando o teste de nocicepcdo
induzido pelo 6leo de mostarda e pelo isotiocianato de alina (AITC),
ambos agonistas dos canais TRPAL, de modo a demonstrar
especificidade, e corroborar com os dados obtidos anteriormente no teste
de nocicep¢do induzida por cinamaldeido. Em seguida, foi realizada uma
curva dose-resposta, através da adminstracdo intraplantar do OEPa, com
0 intuito de investigar se 0 mesmo seria capaz de causar nocicepgao per
se, e assim, fosse empregada como agente algogénico, bem como doses
gue ndo causariam nocicepcdo per se, de modo que fossem utilizadas
como tratamento local.

Dessa forma, foram realizados dois grupos de experimentos. No
primeiro o OEPa foi empregado como tratamento local, e assim, foi
investigada a aglo especifica sobre o canal TRPAL. Além disso, foi
utilizado o agonista do canal TRPV1 para demonstrar que o efeito do
tratamento atua de forma especifica sobre canais TRPAL. Ja no segundo
experimento, o préprio OEPa foi utilizado como agente algogénico, para
demonstrar, através do uso de antagonistas (HC-030031, antagonista
TRPAL e capsazepina, antagonista TRPV1), seu envolvimento com 0s
receptor investigado.

Além disso, considerando que estudos recentes tém demonstrado
gue a ativacao de canais TRPA1 provocam aumento na degranulagéo de
mastdcitos, experimentos adicionais foram realizados a fim de testar o
efeito do OEPa na nocicepcdo provocada pela degranulagdo dessas
células. Assim, sabendo que a histamina é um dos principais produtos
liberados durante o processo de degranulacdo dos mastocitos, também foi
investigada a acdo do OEPa na nocicepgao causa por esse mediador.
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4.2.3 Drogas e Reagentes

No presente estudo foram utilizadas as seguintes substancias:
cloridrato de é&cido L-glutdmico, cinamaldeido, céanfora, xilazina,
cetamina, 6leo de mostarda, isotiocianato de alila (AITC), histamina, HC-
030031, capsazepina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA); é&cido
cainico (cainato), &cido (+)-1-aminociclopentano-trans-1,3-dicarboxilico
(trans-ACPD), acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4 isoxazolpropionico
(AMPA), acido N-metil-D-aspartico (NMDA) e capsaicina (Tocris
Bioscience, Ellisville, Missouri, EUA); Fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), Interleucina-1p (IL-1B) (R&D Systems, Minneapolis, EUA);
Isoflurano (Cristélia, SP, Brasil); Para a realizacéo da analise toxicoldgica
foram utilizados Kits comerciais especificos (Gold Analisa, Belo
Horizonte - MG, Brasil). Todas as drogas foram dissolvidas em solugéo
salina isoténica (0,9 % NaCl) com exce¢do do 6leo de mostarda e do
OEPa, que foram dissolvidos em solucdo salina e Tween 80 (1%) e do
HC-030031, que foi diluido em 5% de DMSO. Os grupos controle foram
tratados com veiculo (salina + 1% de tween 80) ou (salina + 5% de
DMSO) e os grupos OEPa foram tratados com doses de 10-100 mg/kg,
pela via intraperitoneal (i.p.) ou intragastria (i.g.), 30 e 60 min.,
respectivamente, antes dos testes. A administracdo intragastrica do OEPa
ou veiculo foi realizada com o volume de 10 ml/kg a fim de ndo exceder
o limite da capacidade gastrica dos animais. Além disso, as concentracGes
de tween 80 (1%) e DMSO utilizadas (5%) ndo demonstraram qualquer
efeito per se.

4.2.4 Testes Nociceptivos

4.2.4.1 Nocicepcao induzida pela administracao intratecal de agonistas
glutamatérgicos e citocinas pré-inflamatdrias

A injecdo intratecal (i.t.) foi realizada conforme método descrito
por Hylden e Wilcox (1980), e teve como objetivo investigar o
envolvimento de receptores do sistema glutamatérgico e das citocinas
pré-inflamatérias (IL-p e TNF-a) no efeito antinociceptivo do OEPa a
nivel central. Camundongos Swiss foram tratados com OEPa (100 mg/kg,
i.g9.) ou veiculo (10 ml/kg, i.g.) 1 hora antes da injecdo intratecal. Os
animais foram contidos manualmente e uma agulha de calibre 30, ligada
a um tubo de polietileno com uma micro-seringa de 25 ml (Hamilton,
Birmingham, Reino Unido) foi inserida através da pele e entre as
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vértebras L5-L6, no espaco subaracndide espinal. Cada injecdo foi
administrada por um periodo de 5 segundos e continha 5 pl de glutamato
(aminoécido excitatério, 175 nmol/i.t.), trans-ACPD (agonista para
receptores metabotrépicos de glutamato, 50 nmol/i.t.), NMDA (agonista
seletivo para receptores glutamatérgicos ionotrépicos do subtipo NMDA,
450 pmol/i.t.), AMPA (agonista seletivo para receptores glutamatérgicos
ionotrépicos do subtipo AMPA, 135 pmol/i.t.), cainato (agonista seletivo
para receptores glutamatérgicos ionotrépicos do subtipo cainato, 110
pmol/i.t.), TNF-a (0,1 pg/i.t.) ou IL-1P (1 pg/i.t.).

O movimento reflexo da cauda foi utilizado como indicativo de
sucesso da administracdo. Apds a injecdo das diferentes substancias, os
camundongos foram observados individualmente em suportes
transparentes de acrilico e o tempo em que o animal permaneceu
lambendo ou mordendo a regido posterior do corpo foi quantificado e
considerado como indicativo de nocicepgao, conforme o tempo de acéo
demonstrado previamente para cada agonista: AMPA (1 min); glutamato
(3 min); cainato (4 min); NMDA (5 min) e trans-ACPD, TNF-a e IL-1B
(15 min) (Fig. 9) (Figueredo et al., 2011; Nucci-Martins et al., 2015;
Faqueti et al., 2016).

4.2.4.2 Nocicepgao induzida pela administracao intratecal de agonistas
TRPs

Para investigar o envolvimento de canais TRPs no efeito
antinociceptivo do OEPa foi utilizada a injecdo intratecal dos agonistas
dos canais TRPV1 (capsaicina) e TRPAL (cinamaldeido) conforme
descrito anteriormente por Nucci e colaboradores (2015). Camundongos
Swiss foram tratados com OEPa (100 mg/kg, i.g.) ou veiculo (10 ml/kg,
i.g.) 1 hora antes da inje¢do intratecal. Os animais receberam uma inje¢éo
intratecal de 5 pl de capsaicina (100 pmol/sitio) ou cinamaldeido (30
pmol/sitio) e a resposta nociceptiva foi avaliada por 5 e 30 minutos,
respectivamente (Fig. 9B). Canfora (7,6 mg/kg, s.c.), um antagonista
TRPAL, foi adminstrado subcutaneamente 30 min. antes da injecéo
intratecal do cinamaldeido e utilizado como controle positivo (Fig. 9).
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Figura 9. Representacdo esquematica e temporal dos testes comportamentais de
nocicepcao espontanea induzido por diferentes agentes algogénico administrados pela via
intratecal. O esquema mostra os testes de nocicepcdo induzidos por diferentes agentes
flogisticos administrados pela via intratecal e o tempo de avaliacdo empregado em cada teste.
No esquema, -60 representa 0 tempo de tratamento dos animais antes da adminstracdo do agente
flogistico e 0 representa o tempo de administragéo da injecéo intratecal (i.t.). As avaliages do
comportamento nociceptivo foram feitas de acordo com o tempo de agéo para cada agonista:
AMPA (1 min.); glutamato (3 min.); cainato (4 min.); NMDA e capsaicina (5 min.), trans-ACPD,
TNF-a e IL-1B (15 min.) e cinamaldeido (30 min.).

4.2.4.3 Nocicepg¢do induzida pela Ligagdo Parcial do Nervo Isquiatico
(Dor Neuropética)

A ligacdo parcial no nervo isquiatico (LPNI) foi realizada
conforme o método descrito por Malmberg e Basbaum (1998) e teve
como objetivo investigar o efeito antinociceptivo do tratamento com
OEPa em um modelo pré-clinico de neuropatia periférica. Camundongos
Swiss foram previamente anestesiados com injecdo intramuscular (1
ml/kg, i.m.) de xilazina (10 mg/kg) e cetamina (80 mg/kg). Apds verificar
a anestesia do animal, através do pincamento da cauda e das pregas
interdigitais, foi efetuada a tricotomia da coxa direita. Em seguida, foi
realizada uma incisdo curvilinea, iniciando acima e medialmente ao
trocanter maior do fémur, terminando préximo a fossa poplitea, ao nivel
da insercdo dos musculos isquiotibiais.

A exposicdo do nervo isquidtico ocorreu apds a divulsdo
muscular (musculo biceps femural). Com auxilio de um fio de sutura 8.0
foi realizada a ligagdo de aproximadamente ' a % do didmetro do nervo.
Durante todo o procedimento cirdrgico os animais foram mantidos com
anestésico inalatdrio isofluorano (1-2% em 100% de Q). Os animais do
grupo sham (falso-operado) tiveram o nervo exposto, contudo, este ndo
foi amarrado. A inciséo da pele foi reparada com 2 pontos de sutura feitos
com fio polipropileno 6.0 ndo absorvivel e a assepsia do local foi realizada
com antisseptico (Povidine).
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Apobs a cirurgia, os animais foram mantidos proximos a uma
lampada até retornarem a deambular pela caixa, e posteriormente, foram
levados de volta para o biotério do laboratério. O modelo foi utilizado
para avaliar a hiperalgesia mecénica (filamento de von Frey, 0,6q) e
térmica (placa quente/fria), a partir do 8° e 10° dia apds a lesdo,
respectivamente, como mostra a figura 10.
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Figura 10. Representagdo esquemética e temporal dos testes (comportamentais e
bioquimicos) realizados em animais submetidos & LPNI. O dia -1 representa o dia anterior a
realizagdo da LPNI, onde foi feita a caracterizagdo da resposta basal do animais. O dia 0
representa o dia em que foi realizada a LPNI. No 8° dia é mostrado como foram realizados o0s
esquemas de tratamento e as avaliages dos animais apds a LPNI. Do 8° ao 18° dia sdo mostradas
as avaliacOes diarias de hiperalgesia mecanica (teste de von Frey), bem como os dias nos quais
o0 animais foram tratados com OEPa (100 mg/kg, i.g.) ou veiculo (10 mi/kg, i.g.). No 10° e 11°
dia ap6s a LPNI foram realizados os testes de hiperalgesia térmica ao calor e ao frio,
respectivamente. O 19° representa o dia em que os animais foram tratados e submetidos ao teste
do campo aberto, seguido de eutanasia e andlise toxicoldgica (coleta de sangue e avaliagdo
macroscopica de 0rgaos).

4.2.4.4 Nocicepcdo induzida pela inciséo plantar (Dor Pés-operatéria)

A cirurgia de incisdo plantar foi realizada conforme descrito
previamente por Pogatzki e Raja (2003) e teve como objetivo investigar
o efeito antinociceptivo do tratamento com OEPa em um modelo pré-
clinico de dor poés-operatéria.  Camundongos C57BL/6 foram
anestesiados com Isoflurano a 2% (mantido com O a 100%), com o
auxilio de uma mascara nasal. Apds assepsia da pata traseira direita, foi
realizada uma inciséo longitudinal de 5 mm através da pele e fascia da
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superficie plantar, utilizando um bisturi de ldmina nimero 11. A inciséo
foi iniciada a 2 mm da extremidade proximal do calcanhar e estendida em
direcdo aos dedos. O musculo plantar foi entdo elevado com o auxilio de
uma pinca curva, mantendo a origem e a insercdo do musculo intactas.
Apos a incisdo, a pele foi suturada com um fio de sutura de polipropileno
8.0 ndo absorvivel, e coberta com 10% de solucdo povidine-iodo®. Ao
término do procedimento cirdrgico, os animais foram colocados de volta
em suas caixas para recuperacao do efeito da anestesia. O comportamento
nociceptivo foi avaliado na pela alodinia e hiperalgesia mecénica, através
do uso de filamentos de von Frey (0,16-2,0g), cerca de 1lh apés a
realizacdo do procedimento cirtrgico. Apds a caracterizacdo da resposta
nociceptiva, os animais foram tratados com veiculo (10 ml/kg, i.p.) e
EOPa (100 mg/kg, i.g. ou i.p) e avaliados novamente 30 min. ap6s o
tratamento (Fig. 11).

Eutanisia e
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m I 1

-1 0 1 2 3 4 5 6 7
W

L 1
Teste de von Frey (Dias)

Figura 11. Representa¢do esquematica e temporal dos testes realizados no modelo de
incisdo plantar. O tempo -1 representa a caracterizagdo da resposta basal (RB). O tempo 0
representa o dia de realizac8o da inciséo plantar. Os tempos de 0 a 7 representam os dias em que
os animais foram tratados e avaliados no teste de von Frey. No 7° dia os animais foram
eutanasiados e o tecido ipsilateral a cirurgia (patas direitas), bem como os ganglios das porcdes
L4 a L6 foram coletados para analise da expressdo de canais TRPAL. Em outro grupo de
experimento, os animais foram igualmente submetidos ao procedimento cirdrgico para coleta de
tecido da pata ipsilateral a lesdo, 2 dias apds a realizagdo da incisdo plantar para andlise por
citometria de fluxo.

4.2.4.5 Nocicepgdo induzida pela administracdo intraplantar de dleo de
mostarda

A injecdo intraplantar (i.p.) de 6leo de mostarda foi realizada
conforme descrito anteriormente, com pequenas modificacBes (Martin et
al., 2017), e teve como objetivo corroborar o envolvimento de canais
TRPAL no efeito antinociceptivo do OEPa a nivel periférico.
Camundongos C57BL/6 foram tratados com OEPa (100 mg/kg, i.p.) ou
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veiculo (10 ml/kg, i.p.) 30 minutos antes da injecdo de 6leo de mostarda
(1%) na superficie ventral da pata posterior direita. Imediatamente apds a
administracdo do agente algogénico os camundongos foram colocados
individualmente em suportes transparentes de acrilico e 0 tempo em que
o animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata foi quantificado e
considerado como indicativo de nocicep¢do durante o periodo de 20
minutos (Fig. 12).

4.2.4.6 Nocicep¢do induzida pela administracdo intraplantar de
isotiocianato de alila

A injecdo intraplantar (i.p.) de isotiocianato de alila (AITC) foi
realizada conforme descrito anteriormente (Zhao et al., 2012), e teve
como objetivo corroborar o envolvimento de canais TRPAL no efeito
antinociceptivo do OEPa a nivel periférico. Camundongos C57BL/6
foram tratados com OEPa (100 mg/kg, i.p.) ou veiculo (10 ml/kg, i.p.) 30
minutos antes da injecdo de AITC (0,1%) na superficie ventral da pata
posterior direita. Imediatamente ap6s a administracdo do agente
algogénico os camundongos foram colocados individualmente em
suportes transparentes de acrilico e o0 tempo em que 0 animal permaneceu
lambendo ou mordendo a pata foi quantificado e considerado como
indicativo de nocicep¢do durante o periodo de 20 minutos (Fig. 12). O
edema da pata foi mensurado antes e depois da injecao i.pl. de AITC com
0 auxilio de um micrémetro digital e foi expresso como a diferenga entre
a espessura da pata antes e depois do desafio com AITC (Pigatto et al.,
2016).

4.2.4.7 Nocicepgao induzida pela administracdo intraplantar de OEPa

A injecdo intraplantar (i.p.) de OEPa teve como objetivo
investigar se 0 mesmo apresentaria efeito nociceptivo. Para isso,
camundongos Swiss receberam OEPa (1 a 100 pg/pata) ou veiculo (20
ul/pata) na superficie ventral da pata posterior direita. Imediatamente
apo6s a administragdo do OEPa ou veiculo os camundongos foram
colocados individualmente em suportes transparentes de acrilico e o
tempo em que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata foi
quantificado e considerado como indicativo de nocicep¢do durante
periodo de 60 minutos, os quais foram contabilizados em intervalos de
cada 5 min., apo6s a injecdo do OEPa.
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4.2.4.8 Nocicepgao induzida pela administragdo intraplantar do
composto 48/80

A injecdo intraplantar (i.p.) do composto 48/80 foi realizada
conforme descrito anteriormente (Jesse et al., 2007), e teve como objetivo
investigar o envolvimento de produtos liberados por mastocitos no efeito
antinociceptivo do OEPa a nivel periférico. Camundongos C57BL/6
foram tratados com OEPa (100 mg/kg, i.p.) ou veiculo (10 mi/kg, i.p.) 30
minutos antes da inje¢do do composto 48/80 (10 ug/pata) na superficie
ventral da pata posterior direita. Imediatamente ap6s a administragéo do
agente algogénico os camundongos foram colocados individualmente em
suportes transparentes de acrilico e o tempo em que o0 animal permaneceu
lambendo ou mordendo a pata foi quantificado e considerado como
indicativo de nocicepc¢do durante o periodo de 60 minutos (Fig. 12).

4.2.4.9 Nocicepcdo induzida pela administracdo intraplantar de
histamina

A injecdo intraplantar (i.p.) de histamina foi realizada conforme
descrito anteriormente (Jesse et al., 2007), e teve como objetivo investigar
0 envolvimento da histamina no efeito antinociceptivo do OEPa a nivel
periférico. Camundongos C57BL/6 foram tratados com OEPa (100
mg/kg, i.p.) ou veiculo (10 ml/kg, i.p.) 30 minutos antes da injecdo da
histamina (100 nmol/pata) na superficie ventral da pata posterior direita.
Imediatamente ap6s a administracdo do agente algogénico o0s
camundongos foram colocados individualmente em  suportes
transparentes de acrilico e o tempo em que o animal permaneceu
lambendo ou mordendo a pata foi quantificado e considerado como
indicativo de nocicepc¢do durante periodo de 60 minutos (Fig. 12).
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Figura 12. Representacdo esquematica e temporal dos testes comportamentais de
nocicepcao espontanea induzida por diferentes agentes algogénico administrados pela via
intraplantar. O esquema mostra os testes de nocicepgdo induzidos por diferentes agentes
flogisticos administrados pela via intraplantar e o tempo de avaliagdo para cada agonista. No
esquema, -30 representa o tempo de tratamento dos animais antes da adminstracéo dos agentes
flogisticos; O representa o tempo de administragdo da injecéo intraplantar (i.pl.) e 5, 20 e 60
representam os tempos de avaliagdo da resposta nociceptiva causada pela administragdo dos
diferentes agentes flogisticos.

4.2.5 Testes Comportamentais
4.2.5.1 Avaliacao da hipersensibilidade mecénica (von Frey)

O teste de von Frey foi utilizado para avaliar a hipersensibilidade
mecanica nos modelos de nocicepcdo induzida pela incisdo plantar e
ligagdo parcial do nervo isquiético. A hiperalgesia mecénica foi avaliada
como descrito anteriormente por Nucci e colaboradores (2012).
Camundongos Swiss (LPNI) ou C57BL/6 (incisdo plantar) foram
aclimatados em aparatos individuais (9 x 7 x 11 cm?®) sob uma plataforma
(70 x 40 cm) com malha de metal de 6 mm, elevada para permitir 0 acesso
a superficie ventral das patas traseiras. A pata traseira direita foi
estimulada com uma pressdo constante de 0.4 g (incisdo plantar) ou 0.6 g
(ligacdo parcial do nervo isquiatico) pelo filamento de von Frey (VFF)
(Stoelting, Chicago, EUA). A frequéncia de resposta de 10 aplicacdes foi
utilizada como o comportamento nociceptivo. Os resultados foram
expressos como a porcentagem da resposta (retirada rapida da pata,
sacudida, lambida ou mordida da pata estimulada). No dia anterior a
avaliacdo, os animais foram submetidos ao teste para caracterizar a
resposta de perfil basal. Foram selecionados apenas os animais que
apresentaram uma taxa de resposta de cerca de 20 %. No dia da avaliacéo,
0s animais foram pré-tratados com OEPa (100 mg/kg) ou veiculo (10
ml/kg) 30 minutos (quando administrado pela via i.p.) ou 60 minutos
(quando administrado pela via i.g.) antes dos testes. O efeito



77

antinociceptivo foi avaliado inicialmente em um decurso temporal (curva
dose-resposta) e teve como objetivo a escolha da melhor dose que seria
utilizada no tratamento diario, realizado do 1° ao 7° dia (incisdo plantar)
e do 8° ao 18° dia (LPNI) (Fig. 10 e 11, respectivamente).

A alodinia mecénica foi avaliada como descrito anteriormente
por Ghasemlou e colaboradores (2015). O limiar mecanico foi medido
através de monofilamentos de von Frey e definido como o peso do
filamento minimo necessario para para obter pelo menos cinco respostas
(retirada rapida da pata, sacudida, lambida ou mordida da pata
estimulada) em um total de 10 aplicagdes. Camundongos C57BL/6 foram
tratados com OEPa (100 mg/kg) ou veiculo (10 mi/kg) 30 minutos
(quando administrado pela via i.p.) ou 60 minutos (quando administrado
pela via i.g.) antes dos testes.

4.2.5.2 Avaliacdo da hiperalgesia térmica (placa quente/fria)

A hiperalgesia térmica foi realizada de acordo com o método
descrito por Bennett e Xie (1988), com pequenas modificagdes, a fim de
investigar o envolvimento dos canais idnicos TRPV1 (sensivel ao calor)
e TRPAL (sensivel ao frio) no efeito antinociceptivo do OEPa.
Camundongos Swiss foram colocados em aparatos de acrilico
transparentes (7 x 9 x 11 cmd) sobre a superficie elevada da placa
guente/fria (Mod. AVS-CQF). A hiperalgesia térmica ao calor foi
realizada no teste da placa quente (48 + 1° C), com tempo de corte de 60s,
e a hiperalgesia térmica ao frio foi realizada no teste da placa fria (10 +
1° C), com tempo de corte de 120s. Camundongos Swiss foram tratados
com OEPa (100 mg/kg) ou veiculo (10 ml/kg, i.g.) 60 minutos antes e a
hiperalgesia foi avaliada pela laténcia de retirada pata traseira direita (Fig.
10). Os tempos de corte foram escolhidos com base em estudos anteriores
a fim de ndo provocar lesdo tecidual (Simdes et al., 2017).

4.2.5.3 Avaliacdo da atividade locomotora (campo aberto)

A atividade locomotora foi realizada no teste do campo aberto,
conforme descrito anteriormente (Nucci et al., 2012) e teve como intuito
excluir a acdo de efeitos inespecificos do OEPa sobre a atividade
locomotora dos animais. O aparato consiste em uma arena de madeira (40
X 40 x 60 cm), com o piso dividido em 12 quadrantes iguais. O nimero
de cruzamentos foi contabilizado durante o periodo de 6 minutos e
considerado apenas quando o animal permaneceu com as quatro patas em
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cada quadrante. Camundongos Swiss foram tratados com OEPa (100
mg/kg, i.g.) ou veiculo (10 ml/kg, i.g.) e o teste foi realizado no 19° dia
apos a LPNI, uma hora apés o tratamento (Fig. 10).

4.2.6 Ensaios Bioquimicos, Moleculares e Imunolégicos
4.2.6.1 Teste de citotoxicidade (Ensaio azul de tripan)

O teste do azul de tripan foi utilizado com o intuito de avaliar a
citotoxicidade do OEPa por meio da diferenciacdo de células viaveis e
nado viaveis. O teste baseia-se na capacidade do corante em penetrar nas
células que apresentam membrana celular rompida ou funcionalmente
danificada, tornando possivel a distingdo das células integras (com
aparéncia transllcida) daquelas inviaveis (com coloragdo azulada), a
partir da visualizacdo em microscopio Optico. Assim, as células da
linhagem THP-1 (mondcitos humanos) foram mantidas em meio de
cultura (RPMI contendo 10% de soro fetal bovino) a 37 °C com 5% de
CO-, na concentracdo de 1x10° células/ml. As células foram incubadas
por 24h com o OEPa, nas concentragdes de 0,1; 0,01; 0,001% (em
triplicata) e o efeito citotoxico foi avaliado pela analise de coloragdo por
azul de tripan na concentragdo final de 0,2%. O numero de células foi
determinado pela contagem de células vidveis (vivas) em uma camara de
Neubauer e o percentual das células de cada poco foi determinado pela
seguinte equacdo: % células vidveis = (CVC/TC) x 100, onde CVC =
células viaveis contadas e TC = total de células contadas (células coradas
e ndo coradas) (Correa et al., 2009).

4.2.6.2 Extracao de RNA e PCR Quantitativa em Tempo Real

A anélise da expressdo de TRPA1 foi realizada como descrito
anteriormente (Silva et al., 2017). Resumidamente, 0os camundongos
foram anestesiados e o tecido da pata ipsilateral a incisdo plantar foi
coletado e imediatamente congelado em gelo seco e estocado em freezer
(-80 °C) até a extracdo do RNA. O RNA foi extraido usando reagente de
isolamento de RNA (TRIzol, Sigma-Aldrich, MO, EUA). A
quantificacdo do RNA total foi mensurada em espectrofotdmetro, com
razdo de absorcdo de comprimento de onda (260/280 nm) entre 1,8 € 2,0
para todas as amostras. O DNA complementar (¢cDNA) foi sintetizado
utilizando o kit de sintese de cDNA (iScript, BioRad, CA, EUA).
Subsequentemente, o PCR quantitativo (PCRq) foi realizado utilizando
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iniciadores especificos para 0s genes TRPAL e Gapdh de camundongo,
em aparelno CFX96 de PCR em tempo real (BioRad, CA, EUA) com
Sistema de fluorescéncia SYBR Green (BioRad, CA, EUA). Os dados
foram analizados com o método 2-24¢t, conforme descrito anteriormente,
e expresso em relacdo as amostras coletadas nos grupos de animais naive.
Os pares de primers para o0 gene TRPAL e Gapdh foram os seguintes:

e TRPAL forward: 5’>-TGCTGCAGAAAAAAATCAAGTTGA-3’;

e TRPA1 reverse: 5°- CCTTGGCTGAGAAGAAACTTTACACT-3;

e Gapdh forward: 5°-GGGTGTGAACAACGAGAAAT-3’;

¢ Gapdh reverse: 5’-CCTTCCACAATGCCAAAGTT-3".

4.2.6.3 Atividade NF-xB

A mensuracao da atividade NF-xB foi realizada em células THP-
1 Xblue - monécitos humanos transfectados de forma estavel com um
reporter que expressa o gene da fosfatase alcalina secretada (SEAP), gene
este que fica sob controle de um promotor induzivel pelos fatores de
transcricdo NF-xB ¢ AP-1. Apds estimulacdo, NF-xB e AP-1 séo ativados
e subsequentemente, a secrecdo de SEAP é promovida. O método foi
realizado como descrito anteriormente (Ahmad et al., 2014). As células
foram incubadas com o OEPa, nas concentracdes de 0,1; 0,01; 0,001%
(em triplicata) ou foram previamente tratadas com éster de forbol (PMA),
para diferenciacdo em macrofagos e, posteriormente, pré-tratadas com o
OEPa nas mesmas concentrag@es (0,1; 0,01; 0,001%, em triplicata). Em
seqguida, foi realizado o desafio com LPS (100 ng/ml), um
lipopolissacarideo que induz a ativacdo do fator nuclear kappa B (NF-
kB), por 24h a 37°. Os niveis de SEAP foram detectados no meio
condicionado ap6s 4h de incubacdo do sobrenadante com meio Quanti-
blue (InvivoGen, San Diego, CA, USA), em leitor de placa de ELISA
(Ensaio de Imunoabsorc¢do Enzimética) com comprimento de onda de 650
nm.

4.2.6.4 Citometria de fluxo

A analise da infiltracdo/recrutamento de células do sistema
imune foi realizada como descrito anteriormente (Ghasemlou et al.,
2015). Resumidamente, o tecido da pata
ipsilateral a incisdo plantar foi coletado e digerido em solucdo salina
balanceada com hepes (HBSS) contendo uma mistura de 1 mg/mL de
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colagenase 1V e 2,4 U/mL Dispase Il (Roche Applied Sciences) pelo
periodo de 90 min. em uma estufa mantida a 37 °C. Apos a digestdo, as
células foram trituradas por pipeta, lavadas com HBSS e 0,5% de
albumina de soro bovino (BSA) e filtradas através de uma malha de 70
um. Em seguida, as células foram bloqueadas com anticorpo anti-
CD16/CD32 para camundongo na concentracdo de 1:10 e mantidas em
gelo durante 5 minutos. Posteriormente, as células foram incubadas com
uma mistura dos seguintes anticorpos, diluidos na razdo de 1:200: anti-
CD11b-PE, anti-Ly6G-PERCP, anti-F480-APC e anti-CD45-FITC. A
citometria de fluxo foi realizada em aparelho FACS Calibur (Becton
Dickinson) equipada com laser de hélio e argbnio e os dados foram
analisados usando o software FlowJo (TreeStar).

Para andlise da viabilidade celular das células THP-1 Xblue foi
utilizado o marcador DRAQ7 (marcador de morte celular). As células
(THP-1 Xblue) foram incubadas com o OEPa, nas concentracfes de 0,1;
0,01; 0,001% (em triplicata) ou foram previamente tratadas com éster de
forbol (PMA), para diferenciacdo em macréfagos e, posteriormente, pré-
tratadas com o OEPa nas mesmas concentragdes (0,1; 0,01; 0,001%, em
triplicata). Em seguida, foi realizado o desafio com LPS (100 ng/ml) e
24h apds a incubacdo foi realizado o teste de viabilidade celular. Para isso,
0 marcador DRAQ7 foi diluido no meio de cultura (RPMI) na
concentracdo final de 3uM. O corante foi incubado por 10 min. a
temperatura ambiente e a citometria de fluxo foi realizada em aparelho
FACS Calibur (Becton Dickinson) equipada com laser de hélio e argonio.
Os dados foram analisados usando o software FlowJo (TreeStar).

4.2.6.5 Andlise toxicoldgica

A investigacdo do perfil de seguranca do OEPa foi realizada
conforme descrito anteriormente (Cruz et al., 2009). Resumidamente,
camundongos Swiss submetidos a PSNL ou procedimento sham foram
tratados com veiculo (10 ml/kg, i.g.) ou EOPa (100 mg/kg, i.g., 1x ou
2x/dia), do 8° a 19° apds a lesdo. Uma hora ap6s a Gltima administracéo,
0s camundongos foram submetidos ao teste de campo aberto e, em
seguida, anestesiados com isoflurano e eutanasiados por decapitacdo. O
sangue foi coletado, transferido para tubos de Eppendorf de 1,5 ml e
centrifugado a 4,000x g por 10 min a 23 °C. O soro coletado, foi entéo
testado para determinar a atividade das enzimas aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e gama-
glutamiltransferase (GGT), as quais foram utilizadas como indicadores de
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lesdo hepaética, ao passo que os niveis séricos de creatinina, uréia e acido
Urico foram utilizados como indicadores de lesdo renal. Além disso,
orgaos, incluindo: cora¢do, pulmao, figado, rim e bago foram excisados,
pesados e cuidadosamente examinados por observacdo macroscépica em
relacdo a aparéncia geral, forma, consisténcia e cor.

4.3 Analise Estatistica

Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da
média (E.P.M.) e apresentaram distribuicdo normal apds terem sido
submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Portanto, as
avaliages de hipersensibilidade mecénica foram realizadas pela analise
de variancia ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni para
multiplas comparacdes. Os demais experimentos foram analisados por
ANOVA de uma via seguido pelo teste de Bonferroni ou Teste-t de
Student quando apropriado. Em todas as analises, os valores de P foram
considerados estatisticamente significativos apenas quando inferior a
0,05 (P<0,05). Para todos os calculos estatisticos foi utilizado o software
GraphPad Prism versdo 5.01 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA,
USA).
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5. RESULTADOS
5.1 Identificacéo dos constituintes quimicos do OEPa

A partir da anélise de CG-EM do OEPa foram identificados 42
compostos, representando 95,6% do contetdo total do dleo essencial
(Tabela 1). Os monoterpenos: canfeno (4,1%), B-pineno (5,1%) e p-
cimeno (3,8%) e os sesquiterpenos: B-elemeno (8,8%), (E)-cariofileno
(6,6%), cis-B-guaieno (29,3%) e trans-calameno (6,4%) foram os
compostos majoritarios e representam 64,1% deste contetido (Tabela 2).

A identificagdo dos componentes foi realizada por comparacgao
dos indices de retencdo (IR) calculados, dados dos espectros de massa
obtidos por CG-EM e dados da literatura (Tabela 2, Fig. 13) (Adams,
2007).
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Figura 13. Perfil cromatografico do 6leo essencial de Piper aleyreanum obtido por CG-EM.
Os picos representam 0s monoterpenos (tR entre 5.774-17.515) e sesquiterpenos (tR entre 20.965
- 34.624), conforme é mostradoem detalhes na tabela 2.




84

Tabela 2. Constituintes quimicos do 6leo essencial de Piper aleyreanum.

Pico  Constituinte tR IRCalC IR (%)
1 Canfeno 5.774 958 946 4,141
2 Sabineno 6.832 983 969 0,367
3 a-fencheno 5.573 953 945 0,197
4 B-pineno 6.969 986 974 5131
5 Mirceno 7.296 994 988 0,751
6 a-felandreno 7.742 1005 1002 0,123
7 a-terpineno 8.137 1016 1014 1,011
8 p-cimeno 8.434 1025 1020 3,854
9 Limoneno 8.560 1029 1024 1,359
10 y-terpineno 9.584 1057 1054 0,51
11 Terpinoleno 10.672 1088 1086 0,231
12 Linalol 17.515 1256 1254 0,243
13 5-elemeno 20.965 1337 1335 1,822
14 a-cubebeno 21.469 1349 1345 1,35
15 Ciclosativeno 22.178 1366 1369 0,217
16 a-copaeno 22.573 1375 1374 1,717
17 B-bourboneno 22.939 1384 1387 0,872
18 B-elemeno 23.380 1394 1389 8,856
19 a-gurjuneno 23.958 1408 1409 0,124
20 (E)-cariofileno 24.444 1420 1417 6,657
21 B-Gurjuneno 24.776 1428 1431 1,321
22 y-elemeno 24.982 1434 1434 2,4
23 aromadendreno 25.371 1438 1439 0,108
24 a-humuleno 25.755 1453 1452 1,353
25 cis-muurola-(14),5-dieno 26.132 1462 1465 0,427
26 cis-B-guaieno 27.202 1489 1492 29,367
27 Valenceno 27.260 1491 1496 0,31
28 Epizonareno 27.391 1494 1501 0,47
29 a-bulneseno 27.614 1506 1509 5,239

30 y-cadineno 28.232 1515 1513 1,822
31 trans-calameno 28.656 1526 1521 6,426
32 a-cadineno 29.102 1538 1537 0,178
33 Elemol 29.548 1550 1548 0,472
34 Germacreno B 29.834 1557 1559 1,015
35 (E)-nerolidol 30.132 1565 1561 0,778
36 Espatulenol 30.647 1578 1577 1,141
37 Oxido de cariofileno 30.847 1583 1582 0,341
38 Carotol 31.179 1592 1594 0,265
39 1,10-di-epi- cubenol 32.020 1615 1618 0,32
40 epi-a-cadinol 32.993 1642 1638 1,269
41 a-Cadinol 33.514 1655 1652 0,901
42 Kusinol 34.624 1686 1679 0,15
TOTAL 95,606

2tR — Tempo de retencdo (min) de um programa de temperatura linear.

bRCale. — indice de retengéo calculado para cada composto.
¢|RYt — indice de retengéo obtido da literatura.
49 - Abundancia relativa do pico da area de integragao.
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5.2 Efeito do OEPa na nocicepcdo espontanea induzida pela
administracdo intratecal de agonistas glutamatérgicos

Os resultados apresentados na figura 14 mostram a investigagédo
da acdo antinociceptiva do OEPa com o envolvimento central de
agonistas glutamatérgicos. Como pode ser observado, o tratamento com
OEPa (100 mg/kg, i.g.) reduziu significativamente o comportamento
nociceptivo induzido pela administragdo intratecal de glutamato, com
inibicdo de 94 + 5% (Figura 14A). Além disso, o tratamento com OEPa
também foi efetivo em reduzir o comportamento nociceptivo induzido
pela administracdo intratecal de AMPA (Fig. 14B) e cainato (Fig. 14C),
com inibicBes de 60 + 12%, 92 + 4%, respectivamente. Por outro lado, o
tratamento ndo teve qualquer efeito sobre a nocicep¢do induzida pela
administragdo de NMDA (Fig. 14D) ou trans-ACPD (Fig. 14E).
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Figura 14. OEPa reduz a resposta nociceptiva provocada pela injecdo intratecal de
agonistas glutamatérgicos. Camundongos Swiss (fémeas) foram tratados com o OEPa (100
mg/kg, i.g.) ou veiculo (10 ml/kg, i.g.) e o comportamento nociceptivo foi avaliado apés a
administragdo intratecal de glutamato (painel A), AMPA (painel B), cainato (painel C), NMDA
(painel D) e trans-ACPD (painel E). Cada coluna representa a média de 8-10 animais e as linhas
verticais indicam o E.P.M. Os asteriscos (*) denotam os niveis de significancia, quando
comparado com o grupo controle (***P<0,001). A significancia estatistica foi determinada com
Teste-t de Student.
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5.3 Efeito do OEPa na nocicepcdo espontanea induzida pela
administracdo intratecal de citocinas pro-inflamatdrias

Foi investigado o envolvimento central de citocinas proé-
inflamatorias na agdo antinociceptiva do OEPa (Figura 15). O tratamento
com OEPa (100 mg/kg, i.g.) reduziu significativamente o
comportamento nociceptivo induzido pela administragdo intratecal de IL-
1B, com inibicdo de 99 + 11% (Fig. 15B). No entanto, o tratamento ndo
foi efetivo em reduzir a nocicepcao induzida pela administracdo intratecal
de TNF-a (Fig. 15A).
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Figura 15. OEPa reduz a resposta nociceptiva provocada pela injecdo intratecal da citocina
proé-inflamatéria IL-1p. Camundongos Swiss (fémeas) foram tratados com o OEPa (100 mg/kg,
i.g.) ou veiculo (10 ml/kg, i.g.) e o comportamento nociceptivo foi avaliado ap6s a administragdo
intratecal de TNF-a (painel A) e IL-1B (painel B). Cada coluna representa a média de 8-10
animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os asteriscos (*) denotam os niveis de
significancia, quando comparado com o grupo controle (***P<0,001). A significancia estatistica
foi determinada com Teste-t de Student.

5.4 Efeito do OEPa na nocicepcéo espontanea induzida pela
administracdo intratecal de agonistas de canais TRPs

A figura 16 mostra o envolvimento central de canais TRPs no
efeito antinociceptivo do OEPa. O tratamento com OEPa (100 mg/kg,
i.0.) reduziu significativamente a nocicep¢do induzida pela
administracdo intratecal de cinamaldeido (ativador TRPAL), com
inibicdo de 79 + 23% (Fig. 16B). Canfora foi utilizada como controle
positivo e reduziu 100% a nocicep¢do induzida pela administracdo de
cinamaldeido. No entanto, o OEPa ndo foi efetivo em reduzir a
nocicepcdo causada pela administracdo intratecal de capsaicina (ativador
TRPV1) (Fig. 16A).
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Figura 16. OEPa reduz a resposta nociceptiva induzida pela injecao intratecal de agonista
TRPAL. Camundongos Swiss (fémeas) foram tratados com o OEPa (100 mg/kg, i.g.) ou veiculo
(10 ml/kg, i.g.) e o comportamento nociceptivo foi avaliado apés a administragéo intratecal de
capsaicina (painel A) e cinamaldeido (painel B). Cada coluna representa a média de 8-10 animais
e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os asteriscos (*) denotam os niveis de significancia,
quando comparado com o grupo controle (**P<0,01). As cerquilhas (#) indicam diferencgas
significativas do grupo controle, quando comparado com o grupo salina (###P<0,001). A
significancia estatistica foi determinada com ANOVA de uma via seguido pelo teste de
Bonferroni.

5.5 Efeito do OEPa na hiperalgesia mecanica e térmica induzida
pela lesdo parcial do nervo isquiatico (LPNI)

5.5.1 Hiperalgesia mecanica (LPNI)

O modelo de ligagdo parcial do nervo isquidtico (LPNI) foi
utilizado para avaliar a acdo do OEPa na hiperalgesia (térmica e
mecanica) e investigar os possiveis efeitos de tolerancia e toxicidade pelo
tratamento prolongado com OEPa (1 e 2x/dia).

E bem estabelecido na literatura que a LPNI provoca o
desenvolvimento acentuado de hiperalgesia mecénica no lado ipsilateral
a lesdo a partir do 8° dia, quando comparado com o0s animais que nao sao
submetidos a cirurgia (Naive) ou aos que séo submetidos a um falso
procedimento cirdrgico (Sham), os quais mantém a frequéncia de resposta
no teste de von Frey em niveis basais (Figs. 17 Ae B; 18 Ae B).

Os resultados apresentados na figura 17 mostram que o
tratamento agudo realizado uma vez ao dia com OEPa (10-100 mg/kg,
i.9.) reduziu significativamente a hiperalgesia mecénica induzida pela
LPNI por até 4 h apds uma Unica administragdo (Fig. 17C). A dose de 100
mg/kg, i.g. foi a mais efetiva e apresentou inibicéo de 70 £ 12%, uma hora
apos o tratamento (Fig. 17C), sendo, portanto, definida como a dose que
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seria empregada nos tratamentos diarios de uma e duas vezes ao dia. Por
sua vez, o tratamento de duas vezes ao dia reduziu a hiperalgesia
mecanica por até 8h, dobrando o tempo de efeito do tratamento quando
comparado com uma Unica dose. A inibicdo causada pelo tratamento de
duas vezes ao dia foi de 65 + 9%, e foi avaliada uma hora apo6s a
administragdo do segundo tratamento (Fig. 18C).

O tratamento diario de 1x ao dia foi realizado do 8° ao 13° dia
apos a LPNI e apresentou significativa reducdo da hiperalgesia mecanica
com inibicBes de 70 £ 12 a 100% (Fig. 17D). No 14° dia o tratamento foi
suspenso por ainda apresentar efeito do dia anterior. O efeito cumulativo
se manteve por até 48h e apresentou inibicdo de 47 + 11% ap0s a Ultima
avaliacdo realizada no 15° dia (Fig. 17D). No 16° dia, quando o efeito do
tratamento foi abolido e os animais voltaram a responder ao estimulo
mecanico, os animais foram novamente tratados e, surpreendentemente,
apresentaram 100% de inibicdo da hiperalgesia mecénica apds o
tratamento. Além disso, outro efeito cumulativo foi observado e se
manteve por mais 24h, causando inibicdo de 54 + 15% apo6s a Ultima
avaliacdo realizada no 17° dia (Fig. 17D).
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Figura 17. OEPa administrado 1x ao dia reduz hiperalgesia mecanica no modelo animal
de dor neuropatica induzida pela LPNI. Os graficos da parte superior representam a dindmica
da hiperalgesia nos animais com LPNI (veiculo) ao longo de horas (Painel A) ou dias (Painel B)
em relagdo aos animais ndo operados (Sham + veiculo e Sham + OEPa 100 mg/kg, i.g.). O efeito
do tratamento com OEPa (100 mg/kg, i.g., 1x/dia) foi avaliado na hiperalgesia mecanica induzida
pela LPNI ap6s a administragdo aguda (Painel C) e prolongada (Painel D). Cada ponto representa
a média dos valores obtidos a partir de 8 animais e as linhas verticais indicam E.P.M. Os
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asteriscos (*) denotam os niveis de significancia, quando comparado com o grupo controle
(LPNI + veiculo) (*P<0,05, **P<0,01 e ***P<0,001). As cerquilhas (#) indicam diferencas
significativas do grupo controle, quando comparado com os grupos sham (sham + veiculo e sham
+ OEPa) (###P<0,001). A significancia estatistica foi determinada com ANOVA de duas vias
seguido pelo teste de Bonferroni. B: limiar basal de retirada da pata. NT: néo tratado.

Similar ao tratamento diério de uma vez ao dia, o tratamento com
OEPa administrado 2x ao dia também reduziu de forma significativa a
hiperalgesia mecénica induzida pela LPNI, com inibicGes de 65 + 9 a 96
+ 9% (Fig. 18D). No 14° dia ap6s a LPNI, o tratamento de 2x ao dia
igualmente apresentou efeito cumulativo e se manteve por 24h, causando
uma reducéo expressiva da hiperalgesia, com inibi¢do de 90 + 8% apds a
Gltima administracdo. No 15° quando o efeito ndo pdde mais ser
observado, este foi restaurado e causou 81 + 9% de inibicdo da
hiperalgesia mecénica. No dia seguinte, 16° dia ap6s LPNI, foi observado
um novo efeito cumulativo do tratamento do dia anterior, com inibicao de
85 £ 10% (Fig. 18D). Além disso, 0s grupos naive (ndo mostrado) e sham
(tratados com veiculo, 10 ml/kg, i.g., 1x/dia ou OEPa 100 mg/kg, i.g.,
1x/dia), mantiveram a frequéncia de resposta em niveis basais ao longo
de todos os experimentos (Fig. 17 A e B; Fig. 18 A e B).
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Figura 18. OEPa administrado 2x ao dia reduz hiperalgesia mecanica no modelo animal
de dor neuropatica induzida pela LPNI. Os graficos da parte superior representam a dinamica
da hiperalgesia nos animais com LPNI (veiculo) ao longo de horas (Painel A) ou dias (Painel B)
em relagdo aos animais nao operados (Sham + veiculo e Sham + OEPa 100 mg/kg, i.g.). O efeito
do tratamento com OEPa (100 mg/kg, i.g., 2x/dia) foi avaliado na hiperalgesia mecénica induzida
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pela LPNI apés a administragdo aguda (Painel C) e prolongada (Painel D). Cada ponto representa
a média dos valores obtidos a partir de 8 animais e as linhas verticais indicam E.P.M. Os
asteriscos (*) denotam os niveis de significancia, quando comparado com o grupo controle
(LPNI + veiculo) (*P<0,05, **P<0,01 e ***P<0,001). As cerquilhas (#) indicam diferengas
significativas do grupo controle, quando comparado com os grupos sham (sham + veiculo e sham
+ OEPa) (###P<0,001). A significancia estatistica foi determinada com ANOVA de duas vias
seguido pelo teste de Bonferroni. B: limiar basal de retirada da pata. NT: ndo tratado.

5.5.2 Hiperalgesia térmica (LPNI)

As avaliacOes de hiperalgesia térmica foram realizadas 10 dias
ap6s a LPNI. Os resultados da figura 19 mostram que a LPNI causa
reducdo no tempo de laténcia de retirada da pata dos animais expostos a
estimulo térmico (quente ou frio), quando comparado aqueles animais que
ndo sofreram lesdo (Sham). No entanto, o tratamento dos animais com
OEPa (100 mg/kg, i.g.), foi capaz de reduzir de forma significativa a
hiperalgesia térmica tanto ao calor quanto ao frio. Na hiperalgesia ao calor
(Fig. 19A), as laténcias de retirada da pata foram de 158 + 21%, 116 +
24% e 98 £ 11%, nos grupos LPNI + OEPa (100 mg/kg, i.g., 1x/dia),
LPNI + OEPa (100 mg/kg, i.g., 2x/dia) e Sham + OEPa (100 mg/kg, i.g.,),
respectivamente. Na hiperalgesia térmica ao frio, as laténcias de retirada
da pata foram de 107 £ 16%, 78 + 16% e 110 £ 15% nos grupos LPNI +
OEPa (100 mg/kg, i.g., 1x/dia), LPNI + OEPa (100 mg/kg, i.g., 2x/dia) e
Sham + OEPa (100 mg/kg, i.g.,), respectivamente (Fig. 19B). Dessa
forma, é possivel observar que o OEPa (100 mg/kg, i.g.), administrado
uma ou duas vezes ao dia, foi capaz de reverter completamente a
hiperalgesia térmica induzida pela LPNI aos estimulos quente e frio.
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Figura 19. OEPa reduz hiperalgesia térmica no modelo animal de dor neuropética
induzida pela LPNI. O tratamento com OEPa reduziu a hiperalgesia térmica ao calor (Painel
A) e ao frio (Painel B), conforme avaliacbes realizadas no 10° e 11° dia ap6s LPNI,
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respectivamente. Cada coluna representa a média dos valores obtidos a partir de 8 animais e as
linhas verticais indicam E.P.M. Os asteriscos (*) denotam os niveis de significancia
(***P<0,001), quando comparado com o grupo LPNI+Veiculo e as cerquilhas (#) indicam
diferengas significativas (###P<0,001), quando comparado com o grupo Sham+Veiculo. A
significancia estatistica foi determinada com ANOVA de uma via seguido pelo teste de
Bonferroni.

5.6 Avaliacdo da atividade locomotora

Os resultados apresentados na figura 20 mostram que ©
tratamento prolongado com o OEPa na dose de 100 mg/kg, i.g.,
administrado 1 ou 2x ao dia, ndo alterou a atividade locomotora dos
animais no teste do campo aberto, quando comparado ao grupo controle
(veiculo 10 ml/kg, i.g.), sugerindo que o OEPa ndo induz perda e/ou
comprometimento das fungdes motoras.
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Figura 20. OEPa ndo altera a atividade locomotora de animais neuropéticos. O tratamento
prolongado com o OEPa (100 mg/kg, i.g., 1 ou 2x ao dia) ndo afeta a atividade locomotora dos
animais no teste de campo aberto, quando comparado aos animais que receberam somente
veiculo. Cada coluna representa a média dos valores obtidos a partir de 8 animais e as linhas
verticais indicam E.P.M.

5.7 Efeito do OEPa sobre marcadores de lesdo hepética e renal

Para investigar se o tratamento prolongado com OEPa (100
mg/kg, i.g.) promoveu efeito danoso em algum 6rgéo, no 19° dia ap6s a
LPNI, foi feita a coleta de soro plasmatico para analise bioquimica, onde
foram avaliadas as atividades de enzimas e metabdlitos utilizados como
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marcadores de funcdo hepética e renal (Tabela 3). Além disso, também
foi realizada analise macroscdpica (forma, cor e textura) de 6rgdos como
figado, coracdo, rim, pulmao, bago e linfonodo mesentérico dos animais
com LPNI tratados com OEPa ou veiculo. Na tabela 2, os dados mostram
gue o tratamento com OEPa (100 mg/kg, i.g.), administrado 1 ou 2 vezes
ao dia, ndo alterou os parametros bioquimicos ou macroscépicos dos
6rgdos, quando comparados com 0s animais que receberam somente
veiculo (10 ml/kg, i.g.). Os niveis séricos dos indicadores de lesdo
hepética (AST e ALT, U/L) e renal (creatinina, uréia e &cido Urico,
mg/dL) néo foram alterados de forma significativa pelo tratamento diario
com o OEPa, quando comparados com os animais tratados apenas com
veiculo (Tabela 4). Entretanto, houve uma reducéo significativa dos
niveis séricos de GGT nos animais tratados com o OEPa quando
comparado com animais tratados com veiculo (Tabela 2). Assim, estes
dados demonstraram que o OEPa ndo induziu perda e/ou
comprometimento das fungdes dos érgdos avaliados.

Tabela 3. Efeito do 6leo essencial de Piper aleyreanum sobre marcadores de funcdo hepatica e renal de
camundongos Swiss ap6s LPNI.

Piper aleyreanum (mg/kg, i.g.)

Paréametro Naive Veiculo 100 (1x) 100 (2x) Sham (1x) Sham

AST (U/L) 54.23+9.03 56.32+£3.64 57.67 +4.76 64.95 + 7.58 5326 £7.46 57.96+7.72
ALT (U/L) 35.43+9.09 42.66+8.65 25.85+4.22 24.89+2.30 64.97 +12.69 42.36 +8.99

GGT (U/L) 95.97+5.06 96.23 +5.50 17.62 +£4.51 ***31.43 + 11.51*** 66.41 + 3.72 *109.70 + 7.66

Creatinina  , ), 035 137+022 2924046 2.19+0.70 260£0.22 2.16+0.65
(mg/dL)

Uréia

(mgdL) 2684094 27.97+199 22794208 2598240 2398177 3461273
Ac. Grico

(maldl) 212+029 279037 2.55+0.26 3.01 +0.56 295+053 2.91%054

Valores médios de 8 animais representam a média + E.P.M. ***p< 0.001 vs grupo controle (LPNI +
veiculo). ANOVA de uma via seguido pelo teste de Bonferroni.

5.8 Efeito do OEPa na hipersensibilidade mecénica induzida pela
incisdo plantar

5.8.1 Hipersensibilidade mecénica (incisdo plantar)

Com base nos dados obtidos nos experimentos anteriores, foi
utilizado o modelo de incisdo plantar, um modelo que mimetiza a dor pds-



93

operatéria, para avaliar a agdo do OEPa sobre a hiperalgesia, bem como
investigar a acdo do tratamento sobre células do sistema imune e sobre a
expressdo de canais TRPAL.

A incisdo plantar foi caracterizada por intensa hiperalgesia
mecénica nos animais submetidos ao procedimento cirdrgico, a qual foi
observada pelo aumento na frequéncia de resposta e pela redugdo do
limiar mecanico, frente a aplicacdo do filamento von Frey (0,16-2g) na
pata ipsilateral a lesdo. Uma hora apds a realizacdo do procedimento
cirtrgico os animais foram submetidos a avaliacdo da hipersensibilidade
mecanica e, em seguida, tratados para avaliar a agdo decurso-temporal do
tratamento OEPa (100 mg/kg) pela via intragastrica (Figs. 21 e 22) e
intraperitoneal (Figs. 23 e 24).

Quando camundongos machos foram tratados com o OEPa (100
mg/kg) pela via i.g. ndo apresentaram reducdo significativa na frequéncia
de resposta nem reestabelecimento do limiar mecénico (Fig. 21). J& nas
fémeas, apesar de ndo ter havido diferenca significativa no limiar
mecanico, apresentaram diferencas significativas na frequéncia de
resposta do 2° ao 5° dia de tratamento, com redugdes de 50 + 11% a 63 +
17% (Fig. 22D).

Quando os animais foram tratados pela via i.p., tanto machos
guanto fémeas exibiram redugdes significativas da hiperalgesia e alodinia
nas avaliacdes de decurso temporal, realizada cerca de 2 horas apds ao
procedimento cirdrgico (Figs. 23 e 24). Como pode ser observado na
figura 23, o tratamento dos camundongos machos com OEPA (100
mg/kg, i.p.) aumentou o limiar dos animais em 93 + 8% e 42 + 9% em
relacdo ao grupo controle, 30 e 60 minutos, respectivamente, apds o
tratamento (Fig. 23A). O tratamento também foi eficaz em reduzir a
frequéncia de resposta em 87 + 5% e 47 + 9%, 30 e 60 minutos,
respectivamente, apds o tratamento (Fig. 23B). Nos dias seguintes a lesdo,
os animais foram igualmente tratados com OEPa (100 mg/kg, i.p.) e
avaliados 1h ap6s o tratamento e se manteve eficaz em reduzir tanto a
alodinia, com reestabelecimento do limiar variando de 50 £ 7% a 87 + 8%
(Fig. 23C), quanto a hiperalgesia, com reducéo da frequéncia de resposta
entre 59 £+ 5% e 84 + 5% (Fig. 23D).
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Figura 21. Efeito do OEPa (pela via intragastrica) na hipersensibilidade causada pela
incisdo plantar. Camundongos C57BL/6 (machos) foram tratados com o OEPa (100 mg/kg,
i.g.) ou veiculo (10 ml/kg, i.g.) 2 horas apds a realizagdo do procedimento cirlrgico (Painéis A
e B) ou diariamente do 1° ao 7° ap6s a lesdo (painéis C e D). A alodinia (Painéis Ae C) e a
hiperalgesia mecénica (Painéis B e D) foram avaliadas 1h ap6s administracdo de cada
tratamento. Cada coluna representa a média de 8 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M.
B: resposta basal.
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Figura 22. Efeito do OEPa (pela via intragastrica) na hipersensibilidade causada pela
incisdo plantar. Camundongos C57BL/6 (fémeas) foram tratados com o OEPa (100 mg/kg, i.g.)
ou veiculo (10 ml/kg, i.g.) 2 horas apoés a realizagdo do procedimento cirurgico (Painéis A e B)
ou diariamente do 1° ao 7° ap6s a lesdo (painéis C e D). A alodinia (Painéis A e C) e a hiperalgesia
mecénica (Painéis B e D) foram avaliadas 1h ap6s administracdo de cada tratamento. Cada
coluna representa a média de 8 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os asteriscos (*)
denotam os niveis de significancia, quando comparado com o grupo controle (**P<0,01 e
***pP<(,001). A significancia estatistica foi determinada com ANOVA de duas vias seguido pelo
teste de Bonferroni. B: resposta basal.
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Figura 23. Efeito do OEPa (pela via intraperitoneal) na hipersensibilidade causada pela
incisdo plantar. Camundongos C57BL/6 (machos) foram tratados com o OEPa (100 mg/kg,
i.p.) ou veiculo (10 ml/kg, i.p.) 2 horas apds a realizagdo do procedimento cirdrgico (Painéis A
e B) ou diariamente do 1° ao 7° ap6s a lesdo (painéis C e D). A alodinia (Painéis Ae C) ea
hiperalgesia mecénica (Painéis B e D) foram avaliadas 1h ap6s administracdo de cada
tratamento. Cada coluna representa a média de 8 animais e as linhas verticais indicam o0 E.P.M.
Os asteriscos (*) denotam os niveis de significancia, quando comparado com o grupo controle
(*P<0,05 e ***P<0,001). A significancia estatistica foi determinada com ANOVA de duas vias
seguido pelo teste de Bonferroni. B: resposta basal.

A figura 24 mostra que o tratamento dos camundongos fémeas
com OEPa (100 mg/kg, i.p.), foi semelhante ao tratamento dos machos, e
aumentou o limiar dos animais para 71 = 10% e 56 + 8% em relacéo ao
grupo controle, 30 e 60 minutos, respectivamente, ap6s o tratamento (Fig.
24A). O tratamento também foi eficaz em reduzir a frequéncia de resposta
em 93 = 1% e 77 + 8%, 30 e 60 minutos, respectivamente, apds o
tratamento (Fig. 24B). Nos dias seguintes & lesdo, os animais foram
igualmente tratados e avaliados 1h ap6s o tratamento com o OEPa (100
mg/kg, i.p.), 0 qual manteve-se eficaz em reduzir tanto a alodinia, com
reestabelecimento do limiar variando de 52 = 7% a 87 * 8% (Fig. 24C),
guanto a hiperalgesia, com redugdo da frequéncia de resposta entre 67 +
14% e 89 + 7% (Fig. 24D).
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Figura 24. Efeito do OEPa (pela via intraperitoneal) na hipersensibilidade causada pela
incisdo plantar. Camundongos C57BL/6 (fémeas) foram tratados com o OEPa (100 mg/kg, i.p.)
ou veiculo (10 ml/kg, i.p.) 2 horas apds a realizagéo do procedimento cirdrgico (Painéis A e B)
ou diariamente do 1° a0 7° apds a lesdo (painéis C e D). A hiperalgesia e alodinia mecénica foram
avaliadas 1h ap6s administracdo de cada tratamento. Cada coluna representa a média de 8
animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os asteriscos (*) denotam os niveis de
significancia, quando comparado com o grupo controle (***P<0,001). A significancia estatistica
foi determinada com ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni. B: resposta basal.

5.8.2 Expresséo génica de canais TRPAL (incisdo plantar)

Para verificar se o tratamento com OEPa (100 mg/kg, i.p.) causa
alteracdo da expressdo de canais TRPAL, foi realizada analise da
expressdo relativa de mRNA do gene que codifica o canal TRPAL. Para
isso foram coletados tecidos periféricos (pata) e centrais (ganglios das
raizes dorsais — L4-L6), 7 dias ap6s a cirurgia de incisdo plantar. Os
resultados apresentados na figura 25 mostram que o procedimento
cirdrgico aumentou cerca de 100 vezes a expressdo destes receptores na
pata, sem que, no entanto, fossem observadas diferencas significativas da
expressao nos ganglios. Além disso, o0 OEPa (100 mg/kg, i.p.) ndo afetou
de forma a significativa a expressao destes canais na pata ou nos ganglios
nos animais que receberam tratamento.
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Figura 25. OEPa néo altera a expressao periférica ou central de canais TRPA1 no modelo
de incisdo plantar. O tratamento prolongado com o OEPa (100 mg/kg, i.p.) ndo altera a
expressdo de canais TRPAL na pata (Painel A) ou nos ganglios das raizes dorsais (L4-L6)
ipsilateral a lesao (Painel B). Cada coluna representa a média dos valores obtidos a partir de 8
animais e as linhas verticais indicam E.P.M.

5.8.3 Migracao de células do sistema imune (inciséo plantar)

Para verificar se o tratamento com OEPa (100 mg/kg)
administrado pela via intragatrica (i.g.) ou intraperitoneal (i.p.) altera o
perfil do infiltrado celular inflamatdrio, foram realizados experimentos de
citometria de fluxo 2 dias ap6s a incisdo plantar de camundongos
C57BL/6. Os resultados mostram que o tratamento dos animais com
OEPa (100 mg/kg) pela via intragastrica ndo afeta a migracdo celular
(Figs. 26-29), porém, quando administrado pela via intraperitoneal
reduziu de forma significativa a migracédo de leucécitos (13 + 3%) (Fig.
27), especificamente nas populacGes de macrdfagos (72 + 7%) (Fig. 28)
e neutrofilos (37 + 6%) (Fig. 29).
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Figura 26. Efeito do OEPa na migracéo de células miel6ides no modelo de incisdo plantar.
O painel A mostra a representagdo grafica da frequéncia de células mieldides (células CD11b*)
na pata de camundongos 2 dias ap6s a incisdo plantar. O painel B mostra o dotplot representativo
da migragao de células mieldides para o tecido lesionado.
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Figura 27. Efeito do OEPa na migragao de leucécitos no modelo de incisdo plantar. Os
painéis A e B mostram a representacdo grafica da frequéncia e o dotplot representativo,
respectivamente, da migracéo de leucécitos (células CD45%) na pata de camundongos 2 dias apds
a incisdo plantar. Os asteriscos denotam os niveis de significancia, quando comparado com o
grupo controle (*P<0,05). A significancia estatistica foi determinada com ANOVA de uma via
seguido pelo teste de Bonferroni.
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Figura 28. Efeito do OEPa na migracao de macrofagos no modelo de incisao plantar. Os

painéis A e B mostram a representacdo grafica da frequéncia e o dotplot representativo,
respectivamente, da migragdo de macrofagos (células F4/80%) na pata de camundongos 2 dias
apos a incisdo plantar. Os asteriscos denotam os niveis de significancia, quando comparado com
0 grupo controle (**P<0,01). A significancia estatistica foi determinada com ANOVA de uma
via seguido pelo teste de Bonferroni.
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Figura 29. Efeito do OEPa na migracao de neutréfilos no modelo de incisdo plantar. Os
painéis A e B mostram a representacdo grafica da frequéncia e o dotplot representativo,
respectivamente, da migracdo de neutréfilos (células Ly6G*) na pata de camundongos 2 dias
apos a incisdo plantar. Os asteriscos denotam os niveis de significancia, quando comparado com
o grupo controle (*P<0,05). A significancia estatistica foi determinada com ANOVA de uma via
seguido pelo teste de Bonferroni.

5.9 Efeito do OEPa nha nocicepcéo esponténea induzida pelo dleo de
mostarda

Os resultados apresentados na figura 30 demonstram que o OEPa
(100 mg/kg, i.p.), foi capaz de inibir significativamente a nocicepg¢do
causada pela administracdo intraplantar de éleo de mostarda (1%), em
animais C57BL/6 de ambos os sexos quando comparados com seus
respectivos grupos controle. Nos animais machos a inibicéo foi de 72 +
9%, a0 passo que nas fémeas essa inibicao foi de 97 + 2%. Além disso, é
possivel observar que houve diferenca significativa de maneira
dependente do sexo, sendo mais pronunciado o efeito do tratamento nas
fémeas.
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Figura 30. OEPa reduz a resposta nociceptiva provocada pela inje¢éo intraplantar do 6leo
de mostarda, um agonista TRPA1. Camundongos C57BL/6 de ambos os sexos foram tratados
com o OEPa (100 mg/kg, i.p.) ou veiculo (10 ml/kg, i.p.) e o comportamento nociceptivo foi
avaliado ap6s a administragao intraplantar de 6leo de mostarda (1%). Cada coluna representa a
média de 5 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os asteriscos (*) denotam os niveis de
significancia, quando comparado com o grupo controle (*P<0,05 e ***P<0,001), ou entre 0s
grupos tratados (machos e fémeas). A significancia estatistica foi determinada com Teste-t de
Student.

5.10 Efeito do OEPa na nocicepcdo esponténea induzida pela
administracdo intraplantar de isotiocianato de alila (AITC)

Os resultados apresentados na figura 31 mostram o efeito do
OEPa na nocicepcdo induzida pela injecdo intraplantar de isotiocianato
de alila (AITC). Camundongos C57BL/6 de ambos os sexos foram
tratados com OEPa (10-1000 mg/kg) ou veiculo (10 ml/kg), pela via
intraperitoneal (i.p.) ou intragastrica (i.g.), 30 e 60 min. antes,
respectivamente, da administracdo intraplantar de AITC (0,1%). Como
mostrado nos painéis A e B, o tratamento dos animais (machos e fémeas)
com OEPa pela via i.g. foi efetivo apenas nas doses de 300 e 1000 mg/kg,
com inibicdes de 90 + 13% e 100% (machos) e 67 + 9% e 89 + 5%
(fémeas), respectivamente. Com base nos resultados obtidos, foram
calculadas as respectivas doses inibitorias de 50% (Dlso) para machos -
Dlso= 200 mg/kg (142-282) e fémeas - Dlsg=238 mg/kg (174-324).
Quando os animais foram tratados com o OEPa pela via i.p. foi possivel
observar reducdo significativa da nocicepcdo apenas nas doses de 30 e
100 mg/kg, com inibicGes de 69 + 7% e 100% (machos) e 38 + 8% e 91
* 12% (fémeas), respectivamente. As doses inibitorias de 50% foram de
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24 mg/kg (18,58-31,08), nos machos e 36,09 mg/kg (25,5-51,0), nas
fémeas. A dose de 100 mg/kg, administrada pela via i.g, assim como sua
dose equivalente de 10 mg/kg, administrada pela via i.p., ndo
apresentaram nenhum efeito em machos ou fémeas.
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Figura 31. OEPa reduz a resposta nociceptiva provocada pela injecdo intraplantar de
isotiocianato de alila (AITC), um agonista TRPAL. Camundongos C57BL/6 machos (painéis
A e B) e fémeas (painéis C e D) foram tratados com o OEPa (10-1000 mg/kg) ou veiculo (10
ml/kg) pelas vias intragéstrica (i.g.) ou intraperitoneal (i.p.) € o comportamento nociceptivo foi
avaliado apds a administragdo intraplantar de isotiocianato de alila (AITC). Cada coluna
representa a média de 5 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os asteriscos (*) denotam
o0s niveis de significancia, quando comparado com o grupo controle (*P<0,05; **P<0,01 e
***pP<(,001) e as cerquilhas (#) indicam diferencas significativas (###P<0,001), quando
comparado com o grupo veiculo. A significancia estatistica foi determinada com ANOVA de
uma via seguido pelo teste de Bonferroni.

5.11 Efeito do OEPa no edema induzido pela administracédo
intraplantar de isotiocianato de alila (AITC)

Os resultados apresentados na figura 32 mostram o efeito do
OEPa na atividade edematogénica causada pela injecdo intraplantar de
isotiocianato de alila (AITC). Camundongos C57BL/6 de ambos 0s sexos
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foram tratados com OEPa (10-1000 mg/kg) ou veiculo (10 ml/kg), pela
via intraperitoneal (i.p.) ou intragéstrica (i.g.), 30 e 60 min. antes,
respectivamente, da administragdo intraplantar de AITC (0,1%). Como
mostrado nos painéis A e B, nenhuma das doses foi efetiva em reduzir o
edema dos animais (machos e fémeas) com o tratamento do OEPa
administrado pela via intragastrica. Por outro lado, quando os animais
foram tratados com o OEPa pela via intraperitoneal, houve diminuicao
significativa do edema na dose de 100 mg/kg, com reducBes de 100%
tanto nos animais machos quanto nas fémeas.
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Figura 32. OEPa reduz edema provocado pela inje¢do intraplantar de isotiocianato de alila.
Camundongos C57BL/6 machos (painéis A e B) e fémeas (painéis (C e D) foram tratados com
0 OEPa (10-1000 mg/kg) ou veiculo (10 mi/kg) pelas vias intragastrica (i.g.) ou intraperitoneal
(i.p.) e 0 edema foi mensurado 30 min. apds a administracdo intraplantar de isotiocianato de alila
(AITC). Cada coluna representa a média de 5 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os
asteriscos (*) denotam os niveis de significancia, quando comparado com o grupo controle
(**P<0,01) e as cerquilhas (#) indicam diferencas significativas quando comparado com o grupo
veiculo (#P<0,05 e ##P<0,01). A significancia estatistica foi determinada com ANOVA de uma
via seguido pelo teste de Bonferroni.
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5.12 Nocicepgdo induzida pela administragdo intraplantar de OEPa

Para verificar se 0 OEPa seria capaz de causar efeito nociceptivo
per se foi realizada uma curva dose-resposta pelo periodo de 60 minutos,
contabilizando-se o comportamento nociceptivo (lambida e/ou mordida
da pata) em intervalos de cada 5 minutos (Dados ndo mostrados). Com
base nos dados obtidos, foi possivel observar que o OEPa (has doses de
30 e 100 pg/pata) apresentou efeito nociceptivo, com maior significancia
da resposta no intervalo de 10 minutos ap6s sua administracéo. Assim, as
doses de 30 e 100 pg/pata foram consideradas algogénicas, ao passo que
as doses de 0,1-10 pg/pata ndo apresentaram diferencas significativas do
grupo controle, e portanto, foram consideradas doses nao-algogénicas,
como mostra a figura 33.
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Figura 33. Curva dose-resposta da a¢ao nociceptiva provocada pela injecdo intraplantar
de OEPa. Camundongos Swiss (fémeas) foram tratados com o OEPa (0,1-100 pg/pata) ou
veiculo (20 pl/pata) e o comportamento nociceptivo foi avaliado por 10 minutos apés a
administragdo intraplantar de OEPa. Cada coluna representa a média de 4 animais e as linhas
verticais indicam o E.P.M. Os asteriscos (*) denotam os niveis de significancia, quando
comparado com o grupo veiculo (**P<0,01). A significancia estatistica foi determinada com
ANOVA de uma via seguido pelo teste de Bonferroni.

5.13 Envolvimento do OEPa com canais TRPA1

Para demonstrar que o efeito antinociceptivo do OEPa esta
envolvido com canais TRPAL, estratégias farmacolégicas foram
utilizadas para evidenciar esta hipotese. Primeiramente, as doses de 1 e
10 pg/pata foram utilizadas para investigar a acdo local do OEPa na
nocicepgdo causada pelos agonistas dos canais TRPV1 (capsaicina) e
TRPAL (AITC), figura 34, painéis A e B, respectivamente. Em seguida,
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0 OEPa (30 pg/pata) foi utilizado como agente algogénico e os
antagonistas dos canais TRPV1 (capsazepina) e TRPAL (HC-030031)
foram utilizados para demonstrar a seletividade do tratamento (Fig. 34C).
Os dados mostram que nenhuma das doses utilizadas foi capaz de reduzir
a nocicepcao causada pela capsaicina (Fig. 34A). Porém, quando o AITC
foi utilizado como agente algogénico, o tratamento com OEPa (10
pg/pata), reverteu de forma significativa este efeito, com inibigdo de 89 +
18% (Fig. 34B). Além disso, quando o OEPa foi empregado como agente
nociceptivo, apenas o antagonista do canal TRPA1l (HC-030031) foi
capaz de reduzir a nocicepcdo induzida, com inibicdo de 70 + 1% (Fig.
34C). Em conjunto, esses dados demonstram o envolvimento do OEPa
com os canais TRPAL.
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Figura 34. Evidéncias farmacoldgicas do envolvimento do OEPa com canais TRPAL.
Camundongos Swiss (fémeas) foram tratados com OEPa (1-10 pg/pata), capsazepina
(antagonista TRPV1 — 1 nmol/pata), HC-030031 (antagonista TRPA1 — 300 jg/pata) ou veiculo
(20 pl/pata) 10 minutos antes da administracéo intraplantar de capsaicina — 1,6 nmol/pata (painel
A), AITC — 10 nmol/pata (painel B) ou OEPa — 30 pg/pata (painel C). Cada coluna representa a
média de 4 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os asteriscos (*) denotam os niveis de
significancia, quando comparado com o grupo controle (OEPa + veiculo) (*P<0,05 e **P<0,01).
As cerquilhas (#) indicam diferencas significativas do grupo controle, quando comparado com o
grupo veiculo (###P<0,001 e ##P<0,01). A significancia estatistica foi determinada com
ANOVA de uma via seguido pelo teste de Bonferroni.
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5.14 Efeito do OEPa na nocicepcdo espontanea induzida pelo
composto 48/80 e histamina

Os resultados apresentados na figura 35 mostram que o OEPa
(100 mg/kg, i.p.), foi capaz de reduzir significativamente a nocicep¢do
causada pela administracéo intraplantar do composto 48/80 (10 pg/pata),
um ativador de mastécitos, com inibicdo de 98 + 1% (Fig. 35A). Além
disso, o tratamento também foi efetivo em reduzir a nocicepcao causada
pela administracdo intraplantar da histamina (100 nmol/pata), um dos
produtos liberados pela degranulagdo de mastécitos, com inibicdo de 97
+ 2% (Fig. 35B).
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Figura 35. OEPa reduz a resposta nociceptiva provocada pela injecao intraplantar do
composto 48/80 e da histamina. Camundongos Swiss (fémeas) foram tratados com o OEPa
(100 mg/kg, i.p.) ou veiculo (10 ml/kg, i.p.) e o comportamento nociceptivo foi avaliado apds a
administragdo intraplantar do composto 48/80 (10 pg/pata) e histamina (100 nmol/pata). Cada
coluna representa a média de 5 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os asteriscos (*)
denotam o nivel de significancia, quando comparado com o grupo controle (***P<0,001). A
significancia estatistica foi determinada com Teste-t de Student.

5.15 Efeito do OEPa sobre a viabilidade celular pelo método azul de
tripan

Para investigar o possivel efeito toxico do OEPa sobre monécitos
humanos da linhagem THP-1, foi realizada uma curva dose-resposta nas
concentracdes de 0,1 — 0,001%. A viabilidade celular foi avaliada através
do método azul de tripan e o éleo mineral foi utilizado como controle
negativo, uma vez que ndo possui efeito nas células e concentracfes
utilizadas (dados prévios). Como mostra a figura 36, nenhuma das
concentracdes do OEPa empregadas causou efeito toxico sobre as células



109

THP-1 e, portanto, foram utilizadas para a investigar a acdo do tratamento
com OEPa sobre a atividade do fator nuclear kappa B (NF-xB).
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Figura 36. Curva dose-resposta do OEPa sobre a viabilidade de células THP-1. O gréfico
mostra o efeito da viabilidade de células THP-1 antes e depois dos tratamentos realizados com
veiculo (alcool 5%), 6leo mineral (0,1-0,001%) e OEPa (0,1-0,001%).

5.16 Efeito do OEPa sobre a atividade NF-kB

Para investigar se o efeito antinociceptivo do OEPa esta
envolvido com alteragcfes na transcrigdo génica, foi avaliada a atividade
NF-kB em duas populagdes de células humanas da linhagem THP-1
XBlue: mondcitos e macrofagos (células THP-1 XBlue previamente
estimuladas com PMA). Para isso, as duas populacGes de células foram
previamente tratadas com OEPa ou dleo mineral nas concentracdes de 0,1
a 0,001%, e em seguida, foi realizado o desafio com LPS, um ativador da
via NF-xB. Como mostra a figura 37, nenhuma atividade intrinseca é
observada antes do desafio com LPS (100 ng/ml). Quando o LPS &
adicionado ao meio, é induzida a atividade NF-xB das células, € nenhum
efeito é observado pelo tratamento com 6leo mineral. Contudo, a
concentracdo de 0,1% do OEPa reduziu de forma significativa a atividade
do NF-kB, com inibicdo de 88 + 1% e 87 *+ 2%, para mondcitos e
macrofagos, respectivamente.



110

251 mE THP-1 Xblue
] PMA/THP-1 Xblue o NS NS

(DO 650 nm)

Atividade NF-xB

*kk

o
=}
I

vV 0L 001 0001 01 001 0001 V 01 001 0001 0.1 0.0L 0.001
Oleo mineral (%)  OEPa (%) Oleo mineral (%)  OEPa (%)
Meio de Cultura LPS (100 ng/ml)

Figura 37. Efeito do OEPa na atividade do fator nuclear kappa B. O gréafico mostra o efeito
da atividade NF-xB de células THP-1 Xblue antes e depois dos tratamentos com veiculo (alcool
5%), 6leo mineral (0,1-0,001%) e OEPa (0,1-0,001%). Os asteriscos (*) denotam os niveis de
significancia (***P<0,001), quando comparado com o grupo veiculo + LPS e as cerquilhas (#)
indicam diferengas significativas (###P<0,001), quando comparado com o grupo veiculo. A
significancia estatistica foi determinada com ANOVA de uma via seguido pelo teste de
Bonferroni.

5.17 Efeito do OEPa sobre a viabilidade celular por analise de
citometria de fluxo

Para descartar a possibilidade de um resultado falso-positivo, foi
realizado o ensaio de viabilidade celular por analise de citometria de
fluxo, utilizando DRAQ7, um marcador de morte celular. Como mostra a
figura 38, a concentracdo de 0,1% do OEPa provocou a morte de 75 a
80% das células (mondcitos e macrdfagos), respectivamente, antes do
desafio com LPS. Nas concentra¢fes de 0,01 e 0,001% ndo houve
diferencas significativas quando comparadas com o grupo veiculo.
Portanto, a reducdo da atividade NF-xB provocada pela concentragdo de
0,1% pode ter sido causada pela morte prévia das células, sugerindo que
0 tratamento ndo possui efeito sobre a atividade do NF-kB.
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Figura 38. Efeito do OEPa sobre a viabilidade de células THP-1. O grafico mostra o efeito
da viabilidade de células THP-1 Xblue antes e depois dos tratamentos realizados com veiculo
(&lcool 5%), 6leo mineral (0,1-0,001%) e OEPa (0,1-0,001%).
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6. DISCUSSAO

E indiscutivel que a dor possui um papel fisioldgico de grande
relevancia, uma vez que é responsavel por garantir a integridade fisica do
organismo frente a estimulos potencialmente danosos. Contudo, a dor
também pode representar um sintoma associado a diversos estados
patolégicos que, quando persistem, podem levar a quadros de dor crénica.
Assim, a dor perde seu carater protetor e torna-se uma condicdo
patoldgica que afeta a capacidade produtiva e reduz drasticamente a
qualidade de vida dos individuos acometidos.

Estudos mostram que somente nos Estados Unidos a dor cronica
afeta 78 milhdes de pessoas e pelo menos outros 75 milhdes de europeus.
Para muitos desses pacientes, a falta de controle da dor cronica esta
relacionada principalmente a tolerabilidade dos medicamentos, haja visto
gue seus efeitos colaterais sdo muitas vezes piores do que 0s sintomas da
prépria doenca. Dessa forma, diversos institutos de salde tém exposto a
necessidade por medicamentos que sejam capazes de agir em multiplos
locais e, assim, possam ser mais eficazes no tratamento da dor crénica,
dada a complexidade envolvida na transmissdo neuronal (Pang et al.,
2012).

Nesse sentido, diversas pesquisas tém focado na busca por
substancias que demonstrem maior eficicacia e menores efeitos adversos,
de modo que possam ser empregados no tratamento e na prevencdo do
estabelecimento da persisténcia da dor. Assim, principios ativos
derivados de plantas constituem alvos atraentes, uma vez que representam
uma rica fonte de compostos com enorme potencial para a descoberta de
novos medicamentos (Harvey et al., 2015).

Desse modo, partindo do potencial efeito antinociceptivo e anti-
inflamatdrio de espécies do género Piper, aliado aos efeitos benéficos do
uso popular e das acOes ja demonstradas para o 6leo essencial da espécie
Piper aleyreanum, o presente trabalho se prop6s a investigar o potencial
efeito farmacoldgico do 6leo essencial de Piper aleyreanum em modelos
de dor inflamatéria (dor p6s-operatéria) e neuropatica (lesdo periférica do
nervo), bem como o possivel mecanismo de acdo envolvido.

As primeiras abordagens realizadas foram de carater fitoquimico,
e teve como objetivo inicial caracterizar os constituintes quimicos
presentes no 6leo essencial da planta. A analise do OEPa por CG/MS
identificou a presenca de 42 compostos, 0s quais representam 95,6% do
contetdo total do 6leo, que se distribuem na forma de mono (17,9%) e
sesquiterpenos (77,6%).



114

Apesar de estudos anteriores ja terem demonstrado que a
composicdo quimica do 6leo essencial desta espécie é constituida
principalmente por compostos terpénicos (Facundo, 2005; Facundo et al.,
2007; Andrade et al., 2009; Lima et al., 2012; Da Silva et al., 2014), esta
é a primeira vez que é relatada a presenca do sesquiterpeno cis-p-guaieno
no 6leo essencial de Piper aleyreanum. Além disso, a quantidade desse
composto foi superior as anteriormente relatadas para outros compostos
majoritarios do Oleo essencial desta planta, cujos percentuais ndo
excederam 20%, enquanto o0 cis-B-guaieno apresentou uma
predominancia de 29,36% do contelido total, 0 que representa cerca de
1/3 dos constituintes quimicos presente no 6leo essencial desta planta.

O sesquiterpeno cis-B-guaieno também pode ser encontrado em
altas concentracdes no 6leo essencial de outras espécies como Hypericum
hircinum (29,3%) (Quassinti et al., 2013) e Xanthium strumarium
(34,2%) (Sharifi-Rad et al., 2015). Além disso, os efeitos antioxidante e
anticarcinogénico (Quassinti et al., 2013), bem como as atividades
antibacteriana e antifingica (Sharifi-Rad et al., 2015) exercidas pelos
6leos essenciais destas plantas, podem estar relacionados a presenga deste
composto.

Por outro lado, apesar da quantidade do sesquiterpeno cis-f-
guaieno ser elevada no 6leo essencial de algumas plantas, ndo existem
estudos na literatura com o composto de forma isolada. Portanto, as
atividades relatadas nestes estudos podem ser decorrentes da acao
especifica de uma substancia ou do efeito sinérgico dos compostos que
compdem o Oleo essencial de cada planta. Evidéncias da interacéo
sinérgica entre compostos terpénicos ja foi demonstrada por estudos
realizados por Singh e colaboradores (2012), que mostraram que a
associacdo de canfeno com geraniol na proporcédo 1:1 é capaz de prevenir
a hepatotoxicidade induzida por nimesulida.

Estudos realizados com o 6leo essencial de Piper aleyreanum
também j& mostraram que 0s compostos terpénicos nele presentes sdo
responsaveis pelas a¢cdes antinociceptiva e anti-inflamatéria em roedores
(Limaetal., 2012). Da Silva e colaboradores (2014) mostraram ainda que
0s constituintes do OEPa exercem significativo efeito antioxidante e
citotéxico contra células de melanoma humano. Além disso, também j&
foi demonstrado o OEPa inibe a nocicep¢do esponténea e reduz a
hiperalgesia (mecénica e térmica) provocada pelo veneno da serpente
Bothrops jararaca na pata de camundongos (Nascimento, 2014).

Estudos anteriores ja haviam demonstrado que o OEPa é capaz
de reduzir tanto a fase neurogénica (primeira fase) quanto a fase
inflamatdria (segunda fase) do teste da formalina (um modelo classico de
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investigacdo de farmacos com acdo analgésica e anti-inflamatéria), e que
este efeito ndo tem envolvimento direto com o sistema opidide (Lima et
al., 2012). Portanto, a primeira estratégia farmacoldgica utilizada neste
estudo foi investigar o envolvimento do OEPa com o sistema
glutamatérgico, uma vez que 0S receptores ativados por esse
neurotransmissor representam os principais alvos da neurotransmissédo
excitatoria do SNC de mamiferos (Wallace et al., 2012).

E bem estabelecido na literatura que a injecdo intratecal de
glutamato ndo so ativa os neurdnios da medula espinal como também os
sensibiliza, causando um comportamento de dor imediata que é observado
em camundongos pelo ato de lamber e/ou morder a parte posterior do
corpo (Baggio et al., 2010; Martins et al., 2011). No presente estudo, foi
demonstrado que o tratamento pela via oral com OEPa reduziu de forma
expressiva a resposta nociceptiva provocada pela injecao intratecal de
glutamato, sugerindo que o sistema glutamatérgico esta envolvido na acéo
antinociceptiva do OEPa.

Para investigar quais receptores estariam envolvidos na agédo
antinociceptiva do OEPa, foram realizadas administragdes intratecais de
agonistas dos receptores ionotrépicos (AMPA, cainato e NMDA) e
metabotropicos (trans-ACPD). Os resultados mostram que o tratamento
oral com OEPa inibiu de forma seletiva receptores do tipo ndo-NMDA
(AMPA e cainato), sem alterar a resposta provocada pelos agonistas de
NMDA e trans-ACPD, indicando que o efeito do OEPa seja mediado,
pelo menos em parte, pelo sistema glutamatérgico através dos receptores
AMPA e cainato.

Esses resultados sdo grande relevancia, uma vez que estes
receptores estdo envolvidos na transmissdo excitatéria rapida (através da
modulagéo do processamento de estimulos nociceptivos), na plasticidade
sindptica do SNC e no processo de sensibilizacdo central em estados de
dor persistente (Burnashev et al., 1992; Hollmann et al., 1994; Tao et al.,
2010). Além disso, ja foi demonstrado que o bloqueio de receptores
AMPA reduz o desenvolvimento de hiperalgesia térmica induzida por
lesdo nervosa (Mao et al., 1992).

Ainda como investigacdo preliminar foi avaliado o efeito do
OEPa sobre a agdo de duas citocinas chave no processo de intensificacdo
do processo nociceptivo, TNF-a e IL-1f (Sachs et al., 2002). Ja foi
demonstrado que ambas as citocinas aumentam as correntes excitatorias
induzidas por AMPA e NMDA em laminas superficiais de neurénios do
corno dorsal da medula espinal, mostrando que estas citocinas
desempenham um papel importante no aumento da transmisséo sinaptica
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e da atividade neuronal (Kawasaki et al., 2008). Estudos também
demonstram que varias vias, diretas e indiretas, ligam citocinas proé-
inflamatdrias com nocicepcao e/ou hiperalgesia, fazendo com que essas
proteinas sejam consideradas elementos chave na indugdo e manutengéo
da dor (Winkelstein et al., 2001; Russell et al., 2009).

Diversas evidéncias mostram ainda que o aumento da sintese e
liberacdo de TNF-a ¢ IL-1p ap6s ativacdo de células gliais (como
astrdcitos e microglia) € fundamental para promover o estabelecimento e
manutencdo da dor neuropatica. Além disso, quando sdo administrados
antagonistas dos receptores destas citocinas, é possivel observar reducéo
da hiperalgesia causada pela lesdo nervosa (Moalem e Tracey, 2006;
Austin e Moalem-Taylor, 2010; Ji et al., 2013; Tsuda et al., 2013; Lu et
al., 2014). Os dados aqui apresentados mostram que o tratamento com
OEPa também reduziu acentuadamente a nocicep¢édo causada pela inje¢do
intratecal de IL-1B, embora ndo tenha alterado o comportamento
nociceptivo induzido pelo TNF-a, sugerindo que o efeito do OEPa seja
mediado por interacGes com o receptor 1L-1.

O passo seguinte foi investigar a acdo do OEPa na nocicepgéo
induzida por agonistas de canais TRPs, haja visto que ambos estdo
envolvidos tanto na dor aguda (heurogénica) quanto na dor crbnica
(neuropaética) (Salat e Filipek, 2015). Mais uma vez o tratamento com
OEPa apresentou um carater seletivo, reduzindo a resposta nociceptiva
induzida pela administracdo intratecal de cinamaldeido (um agonista
TRPAL), sem alterar a resposta induzida pela capsaicina (um agonista
TRPV1). Assim, demonstra-se que o tratamento com OEPa desempenha
acao antinociceptiva por atuar de forma seletiva sobre canais TRPAL.

Com base em estudos anteriores e nos resultados obtidos, o efeito
antinociceptivo do OEPa pode ser atribuido, pelo menos em parte, ao
blogueio das acBes exercidas por mediadores inflamatorios. Estes
mediadores, incluindo, prostaglandinas, bradicinina, histamina, fatores de
crescimento e citocinas pro-inflamatérias, também séo liberados durante
uma lesdo periférica do nervo, onde contribuem para o desenvolvimento
e manutencdo da dor neuropatica (Moalem e Tracey, 2006). Dessa forma,
para investigar o efeito antinociceptivo adicional do OEPa, foi utilizado
um modelo pré-clinico de neuropatia.

Foi observado que tanto a administragdo aguda quanto
prolongada do OEPa reduziram significativamente a hiperalgesia
mecanica induzida pela LPNI em camundongos, com agdo por até 4h,
quando tratados uma vez ao dia ou 8h quando tratado duas vezes ao dia,
sendo que em ambos os casos demonstraram efeito significativo uma hora
apo6s a sua administracdo aguda. Esse efeito foi evidente ndo apenas
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durante os dias de tratamento dos animais como também dias ap6s a
interrupcdo da sua administracdo, demonstrando que o OEPa é capaz de
manter seu efeito de maneira cumulativa a partir do tratamento repetido.
Além disso, quando o efeito do tratamento cumulativo foi perdido e os
animais voltaram a sentir dor, 0 OEPa foi capaz de causar novamente
reducdo expressiva da hiperalgesia, demonstrando, assim, que nao induz
tolerancia pelo tratamento prolongado nem causa qualquer alteracdo
sensorial dos animais.

Além da hiperalgesia mecénica, também foi avaliada a
hiperalgesia térmica, uma vez que a hipersensibilidade aos estimulos
térmicos é um sintoma bem caracterizado de dor inflamatdria e
neuropética tanto em humanos quanto em animais utilizados em modelos
experimentais (Planells-Cases et al., 2005; Irwin, 2011). Como
demonstrado, 0 modelo de LPNI foi capaz de reduzir o tempo de laténcia
da retirada da pata dos animais tanto no teste da placa quente (hiperalgesia
ao calor) quanto no teste da placa fria (hiperalgesia ao frio). O tratamento
com OEPa, por sua vez, novamente foi capaz de reduzir a
hipersensibilidade a ambos os estimulos, reestabelecendo o limiar dos
animais para valores semelhantes aos basais.

Atualmente é bem estabelecido que canais TRPs atuam como
sensores de temperatura, sendo que os canais TRPAL representam 0s
principais transdutores de estimulos relacionados ao frio nocivo (Story et
al., 2003). Esses canais podem ser ativados por temperaturas abaixo de
17 °C (TRPAL) e quando sensibilizados, desempenham um importante
papel no desenvolvimento de hipersensibilidade térmica e mecanica
associada a condicdes patoldgicas (Bandell et al., 2004; Eid et al., 2008;
Pinheiro et al., 2015).

Por outro lado, apesar dos canais TRPAL serem amplamente
aceitos como receptores para uma gama de produtos irrititantes,
controvérsias referentes a sua percepc¢do ao frio tem sido amplamente
discutidas. Contudo, estudos recentes mostraram que este canal é um
mediador chave da hipersensibilidade ao frio provocada por condi¢des
patolégicas, como dor inflamatéria e neuropatica (Del Camino et al.,
2010).

Diversas abordagens j& foram realizadas para demonstrar esse
envolvimento, incluindo delecdo genética (animais knockout) e
antagonistas farmacoldgicos (HC-030031), mostrando que estes canais
estdo envolvidos com a hipersensibilidade térmica ao frio, tanto ap6s uma
inflamac&o aguda quanto apés uma lesdo nervosa (Clapham, 2002; Obata
et al., 2005; Kwan et al., 2006; Koivisto et al., 2014). Corroborando com
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estes achados, também ja foi demonstrado que o estimulo frio
potencializa a ativacdo dos canais TRPAL seguida da administracio de
isotiocianato de alila e 4-hidroxinonenal, reforgando que a
hipersensibilidade provocada é mediada por TRPAL em condicfes
inflamatdrias (Petrus et al., 2007; Del Camino et al., 2010; Da Costa et
al., 2010).

Os resultados aqui apresentados estdo de acordo com dados da
literatura e mostram que o tratamento com OEPa é capaz de reduzir a
hiperalgesia térmica ao frio em um modelo de dor neuropatica. Desse
modo, os resultados da LPNI reforcam os dados encontrados nos
experimentos de nocicepcdo aguda, indicando o possivel envolvimento
de canais TRPA1 no efeito antinociceptivo do OEPa.

Por outro lado, embora o limiar dos animais tenha sido
reestabelecido pelo tratamento com o OEPa no teste da placa quente, ndo
foram observadas diferengas significativas do comportamento
nociceptivo induzido pela capsaicina (um agonista especifico de canais
TRPV1). Assim, parece que o efeito do tratamento com OEPa néo
envolve uma acéo direta com canais TRPV1. Essas diferencas podem ser
decorrentes do fato de que os canais TRPAL sdo co-expressos com canais
TRPV1, de modo que a acdo do OEPa sobre os canais TRPAL possam
afetar indiretamente a a¢do dos canais TRPV1, haja visto que ambos 0s
canais possuem uma relacéo sinérgica e/ou condicional na percepcédo de
estimulos térmicos (Nozadze et al., 2016). Outro ponto importante é que
0 OEPa pode exercer a¢do analgésica central, e portanto, ser responsavel
pelo aumento no tempo de resposta no teste da placa quente.

Para confirmar que as ac¢bes do tratamento com o OEPa ndo
foram decorrentes de acdes inespecificas, foi realizada uma anélise
comportamental dos animais para verificar, além de analgesia, outros
efeitos, como relaxamento muscular e sedacdo. Em ambas as situacdes, 0
comportamento do animal pode ser alterado e caracterizar um Viés na
proposta do estudo. Dessa forma, foi utilizado o teste de campo aberto
para verificar se possiveis efeitos inespécificos estariam relacionados ao
tratamento com OEPa.

O teste de campo aberto é um teste bem caracterizado na
literatura, que pode ser utilizado tanto na avaliagdo de efeitos
inespecificos sobre a atividade locomotora, como na avaliacdo de agentes
farmacoldgicos com potencial ansiolitico (Choleris et al., 2001). Os
resultados apresentados mostram que o tratamento prolongado com
OEPa, administrado uma ou duas vezes ao dia, ndo alterou a atividade
locomotora dos animais. Assim, 0 OEPa parece ndo estar associado com
qualquer efeito motor, uma vez que ndo afeta a capacidade ambulatéria
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dos animais, demonstrando que os efeitos do OEPa ndo sdo decorrentes
de acBes inespecificas.

Apesar das plantas medicinais apresentarem atividades
bioldgicas benéficas aos humanos, o potencial toxico dessas substancias
ndo deve ser descartado (Rosidah et al., 2009; Almanga et al., 2011).
Dessa forma, foi investigado o possivel efeito toxico decorrente do
tratamento prolongado com OEPa em animais com neuropatia periférica.
Entre um dos pardmetros bioquimicos foram analisados os niveis séricos
das enzimas hepéaticas AST, ALT e GGT. E bem estabelecido na literatura
gue 0 aumento dos niveis séricos dessas enzimas, como consequéncia de
alteracdo da permeabilidade celular hepatica, necrose ou lesdo celular,
representa um bom indicador de lesdo causada no figado (Upur et al.,
2009).

E vélido ressaltar que ALT é considerada um indicador de
hepatotoxicidade mais sensivel, pois constitui uma enzima limitada ao
figado, enquanto AST pode ser encontrada em diversos tecidos, como
coracdo, pulméo, musculo esquelético e rins, assim como a enzima GGT,
gue apesar de ser abundante nos hepatdcitos, também é encontrada nos
rins e no pancreas (Al-Habori, 2002).

Assim, a analise dos parametros bioquimicos mostrou que 0s
niveis séricos de indicadores de lesdo hepatica (AST e ALT, Ul/mL), bem
como os de lesdo renal (conteldo de creatinina, uréia e acido Urico,
mg/dL) ndo foram modificados, com excecdo da GGT, que apresentou
uma reducdo significativa nos animais tratados com OEPa.

Além de alteracfes plasmaticas, a exposi¢do a substancias
potencialmente téxicas pode ainda provocar outras alteracdes, como
aumento no peso de 6rgdos internos, por exemplo (Teo et al., 2002).
Portanto, foram feitas analises macroscopicas a fim de verificar se o
tratamento com OEPa promove alteracdo de pardmetros como peso,
forma e cor de 6rgdos como o coracdo, pulmdes, figado, rins e bago. As
andlises mostraram que ndo houve diferengas entre os pesos dos 6rgdos
examinados, nem alteracbes macroscdpicas caracteristicas, como
aparéncia, forma, cor e tamanho, corroborando com os dados encontrados
na analise bioquimica.

Contudo, sabe-se que uma comparagdo direta entre os “cfeitos
toxicos” produzidos em humanos e animais de laboratdrio ¢ inadequada,
uma vez que eles apresentam diferencas farmacocinéticas de
biotransformacdo, absorcdo e excre¢do, o que leva a consequentes
diferencas nos parametros farmacocinéticos, como meia-vida, liberacéo e
biodisponibilidade, além da producéo de diferentes metabélitos. Portanto,
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as consequéncias produzidas pela administragdo oral de um produto
podem ser manifestadas de formas diferentes em vérias espécies (Abass
et al., 2009).

Com base nos resultados obtidos, o passo seguinte foi investigar
o efeito antinociceptivo do OEPa em um modelo de dor inflamatdria
aguda. Nesse contexto, a dor pos-operatéria € uma caracteristica comum
em pacientes que foram submetidos a uma cirurgia. Esse tipo de dor causa
sofrimento, perda de independéncia e frequentemente afeta a qualidade
de vida de cerca de 80% dos pacientes que passam por procedimentos
cirlrgicos, sendo que deste percentual, pelo menos 75% dos pacientes
relatam sentir dor moderada a severa (Apfelbaum et al., 2003; Gan et al.,
2014).

O modelo de dor pés-operatdria, diferente de outros tipos de dor
induzida por inflamacdo convencional, como CFA (adjuvante completo
de Freund) e LPS (lipopolisacarideo), por exemplo, a dor é provocada
diretamente por lesdes na pele, fascia, misculos e pequenos nervos que
fazem a inervacdo desses tecidos (Zahn e Brennan, 1999; Zahn et al.,
2002). Além disso, 0 modelo de dor p6s-operatoria € um modelo animal
bem estabelecido na literatura que mimetiza a dor pos-operatéria em
humanos (Brennam et al., 1996; Pogatski e Raja, 2003).

Sabe-se que, quando néo é controlada de forma adequada, a dor
afeta a qualidade de vida e a recuperacdo do paciente, além de aumentar
0s riscos de complicagdes pos-cirtrgicas e desenvolvimento de dor p6s-
operatoria persistente (Gan et al., 2014). De fato, tem sido demonstrado
na literatura que o procedimento cirirgico é uma das causas mais
frequentes de dor cronica em pacientes que buscam atendimento de dor
nas clinicas (Reddi e Curran, 2015).

O controle da dor po6s-operatoria ainda representa um grande
desafio, sobretudo pelo fato de que os tratamentos disponiveis apresentam
eficacia limitada (Chou et al.,, 2016). As terapias sdo baseadas
principalmente no uso de tratamentos farmacol6gicos, como anti-
inflamatdrios ndo-esteroidais, opidides, gabapentina e pregabalina (Wu e
Raja, 2011). Contudo, na maioria das vezes o tratamento é acompanhado
de sérios efeitos adversos, como nauseas, sedacdo, tolerancia,
dependéncia, entre outros. Anti-inflamatorios n&o-esteroidais, por
exemplo, embora sejam bastante utilizados, sabe-se que se utilizado a
longo prazo, provoca efeitos secundarios indesejaveis, sendo que 0s
efeitos sobre o trato gastrointestinal representam os mais graves (Blower
etal., 1997; Harned e Sloan, 2016).

Com relagdo aos mecanismos periféricos da dor pds-operatoria,
ha evidénias de que a liberacdo de mediadores inflamatérios induza a
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ativacdo e sensibilizacdo dos nociceptores, provocando dor espontanea e
hipersensibilidade no local da lesdo (Verri et al., 2006). Estes mediadores
incluem tanto aqueles que séo liberados pelos leucécitos ativados e/ou
infiltrados (citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento e lipidios),
guanto aqueles que sdo liberados das células que foram danificadas (ATP,
prétons e compostos reativos como hidroxinonenais) (Miller et al., 2009;
Grace et al., 2014).

Em meio ao processo inflamatdrio, os neutréfilos representam as
primeiras células a serem recrutadas, atuando por meio da liberacdo de
seus mediadores inflamatorios na tentativa de conter a lesdo ou infecgdo
(Kolaczkowska e Kubes, 2013). A infiltracdo de neutr6filos também
induz o recrutamento de mondcitos que se diferenciam em macréfagos no
local da lesdo. Por sua vez, os mediadores produzidos pelos macréfagos
ativados sensibilizam o0s nociceptores, resultando na geracdo e
manutencao da dor inflamatoria (Ren e Dubner, 2010).

Contudo, sabe-se que em uma ferida estéril (incisdo cirlrgica),
as armas utilizadas pelos neutrdfilos para matar possiveis patégenos
podem causar significativo dano tecidual, e consequentemente, um atraso
no processo de recuperacdo do tecido, além de provocar formacdo
excessiva de cicatrizes (Wilgus et al., 2013). Estudos em modelos animais
sugerem que os neutrofilos sdo células dispensaveis durante o processo
de reparo das feridas que ndo possuem risco de infeccdo, uma vez que a
acdo dessas células acaba sendo prejudicial, ja que impede a
reepitelizagdo ou mesmo aumenta a producdo de tecido cicatricial. Dessa
forma, a atividade de substancias antimicrobianas e proteases nao
especificas para patdgenos derivadas de neutréfilos, podem causar um
dano maior e potencialmente atrasar o processo de reparo (Dovi et al.,
2003; Martin et al., 2003). Além disso, o0 recrutamento continuo de
neutréfilos, assim como o acumulo apoptdtico dessas células, podem
prolongar a inflamacdo e contribuir para o desenvolvimento de
cronificacdo da inflamagdo (Gutierrez-Fernandez et al., 2007; Khanna et
al., 2010).

Estudos também tém mostrado que os neutr6filos sdo
responsaveis pela hiperalgesia provocada pela inflamacéo decorrente da
lesdo cirlrgica e que este mecanismo envolve a participacdo de
mediadores inflamatdrios, como PGE: (Renner et al., 2016). Além disso,
tem sido evidenciado que o recumentamento dessas células depende de
cascatas de sinaliza¢do que envolvem a quimiocina CXCL1 e seu receptor
CXCR1/2, sugerindo que o bloqueio da migracdo de neutréfilos pela
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sinalizagdo CXCL1-CXCR1/2 pode ser um alvo atraente no controle da
dor pds-operatoria (Cunha et al., 2008; Teng et al., 2017).

Estudos mostram ainda que a ativacdo de receptores
glutamatérgicos periféricos do tipo AMPA e cainato provocam alodinia e
hiperalgesia mecéanica, ao passo gque a administracdo de antagonistas,
especificamente para os receptores AMPA aliviam a dor inflamatéria
(Lee et al., 2006; Gangadharan et al., 2011). De fato, receptores de
glutamato sdo amplamente expressos na membrana de neurdnios pos-
sinpticos espinais e, portanto, podem controlar e modular a resposta
nociceptiva durante a primeira sinapse (Bardoni, 2013).

Os receptores AMPA e cainato também sdo expressos em
estruturas supra-espinais que conduzem informagdo nociceptiva e,
portanto, podem inibir a transmissao nociceptiva em sitios supra-espinais
gue respondem a esses estimulos. Além disso, podem contribuir com as
vias supra-espinais descendentes que influenciam na transmisséo da dor,
uma vez que o0s antagonistas desses receptores podem inibir o
comportamento nociceptivo nos animais, em parte por causar o bloqueio
desses receptores a nivel supra-espinal (Xu et al., 1993; Dougherty et a.,
1996; Nishiyama et al., 1999; Guan et al., 2002).

Vérias evidéncias tém demonstrado que a ativacdo de células
gliais (astrocitos e microglia), desempenham um importante papel no
desenvolvimento e manutencdo da sensibilizacdo central. Esse processo
ocorre, pelo menos em parte, como resultado do aumento da fosforilacéo
da via p38 MAPK, e consequente aumento da producdo das citocinas
TNF-0 ¢ IL-1B, sobretudo apds ativagdo da microglia. Essas citocinas, por
sua vez, potencializam a excitotoxicidade mediada pelo glutamato, tanto
através de mecanismos diretos (pelo aumento da expressdo de receptores
AMPA nas sinapses) quanto indiretos (pela inibicdo do transporte de
glutamato nos astrécitos) (Fu et al., 2006; Pickering et al., 2005; Olmos
e Lladd, 2014).

Corroborando com esses achados, ja foi demonstrado que o
blogueio farmacoldgico da via p38 MAPK, preveniu a alodinia mecanica
induzida pela incisdo plantar e reduziu os niveis de p38 fosforilada no
corno dorsal da medula (Wen et al., 2009). Esse estudo sugere ainda que
a via de ativacdo p38 na microglia pode oferecer um modo de prevenir a
dor pos-operatoria por inibir a sensibilizacdo central dirigida pela
micrdglia, uma vez que a hiperatividade de neurbnios do corno dorsal da
medula possui um papel critico no desenvolvimento da dor persistente (Ji
et al., 2003).

Os dados aqui apresentados estdo de acordo com a literatura e
mostram que o tratamento com OEPa é capaz de reduzir tanto a
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hiperalgesia quanto a alodinia mecéanica no modelo de dor p6s-operatoria.
Estudos realizados por Lima e colaboradores demonstraram ainda que o
tratamento com OEPa reduz de maneira dose-dependente a migracao de
neutréfilos no modelo de pleurisia induzida por carragenina. Os dados da
citometria de fluxo, demonstram ainda que esse efeito pode ser atribuido,
pelo menos em parte, a reducdo da migracdo celular de neutrofilos,
corroborando com achados anteriores. Além disso, 0 OEPa também reduz
significativamente a migracdo de mondcitos, uma vez que os niveis de
macréfagos no tecido foram substancialmente reduzidos.

E importante ressaltar ainda que o tratamento de camundongos
da linhagem C57BL/6 (de ambos 0s sexos) ndo apresentaram reducdo da
alodinia mecanica quando tratados pela via intragastrica. Por outro lado,
guando foram tratados pela via intraperitoneal, tanto 0os machos quanto as
fémeas exibiram redugdes significativas da alodinia e hiperalgesia
mecanica causada pela incisdo plantar. Para testar a hip6tese de que essas
diferencas seriam decorrentes da metabolizacdo de primeira passagem
que ocorre no figado, foi realizada uma curva dose-resposta do tratamento
com OEPa no teste de nocicepcéo aguda induzida pelo isotiocianato de
alila (AITC).

Os resultados mostraram que as doses mais altas do tratamento
com OEPa (300 e 1000 mg/kg), administrados pela via intragastrica,
reduziram de maneira dose-dependente a nocicepgao induzida pelo AITC.
Além disso, as doses equivalentes (30 e 100 mg/kg), administradas pela
vai intraperitoneal, apresentaram um perfil semelhante. Assim, foi
demonstrado que as diferengas entre as doses e as vias de administracéo,
dependem diretamente da metabolizacdo hepatica do OEPa em animais
C57BL/6. Esses dados corroboram com dados da literatura, que mostram
gue existem diferencas intra-especificas significativas de enzimas
hepéticas envolvidas na metabolizacdo de compostos xenobidticos nas
linhagens Swiss Webster e C57BL/6 (Al-Salmy, 2002).

Outra diferenca observada neste estudo refere-se ao limiar
nociceptivo apresentado por machos e fémeas da linhagem C57BL/6 no
teste de nocicepg¢do induzida por AITC. Quando comparados em relagdo
a0 sexo, 0s animais machos apresentaram hiperalgesia muito maior em
relagdo as fémeas. Contudo, pode ser que essas diferengas sejam
decorrentes de estresse, uma vez que estudos ja mostram que 0 estresse
induz hiperalgesia em animais machos, sem alterar o limiar das fémeas
(Gamaro et al., 1998; Gamaro et al., 2014).

Assim, considerando o efeito antinociceptivo do OEPa no
modelo de nocicepcédo aguda induzida pelo cinamaldeido, sua capacidade
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de reduzir a hipersensibilidade mecénica nos modelos de inflamagéo
aguda (incisdo plantar) e neuropatia (ligacdo do nervo isquiatico), e
levando em consideracdo que os canais TRPs estdo envolvidos na
hipersensibilidade associada aos processos inflamatérios agudos e
crbnicos. O proximo passo foi demonstrar o efeito do tratamento com
OEPa no envolvimento com esses canais.

Para testar essa hipoGtese, foram realizados experimentos
utilizando abordagens farmacoldgicas e antagonistas dos canais TRPAL
(HC-030031) e TRPV1 (capsazepina), a fim de evidenciar esse possivel
envolvimento. Inicialmente foi utilizado o dleo de mostarda, e
posteriormente 0 AITC (seu principal principio ativo), para demonstrar o
efeito antinociceptivo do OEPa com diferentes agonistas do canal
TRPAL. Os resultados confirmaram que o OEPa é capaz de reduzir
acentuadamente a nocicepcdo induzida pelo 6leo de mostarda e pelo
AITC, corroborando com os testes realizados com cinamaldeido
administrado pela via intratecal (Nucci-Martins et al., 2015).

Com base nos resultados obtidos, foi desenhado um experimento
para verificar se 0 OEPa seria capaz de causar nocicepgao per se quando
administrado localmente na pata de camundongos. Os resultados
mostraram que, quando administrado em doses mais altas (30 e 100
pg/pata), o 6leo possui efeito algogénico, ao passo que doses mais baixas
(0,1-10 pg/pata) ndo apresentam diferencas significativas em rela¢do ao
grupo controle tratado com veiculo.

Com base nesses achados, foi realizada uma abordagem
farmacoldgica para demonstrar que o efeito antinociceptivo do OEPa esta
envolvido diretamente com canais TRPAL. Inicialmente, foi investigado
se 0 tratamento local da pata com OEPa seria capaz de reduzir a
nocicepcdo induzida pela capsaicina (agonista TRPV1) e AITC (agonista
TRPAL). Os resultados mostraram que a dose de 10 pg/pata reduz de
forma acentuada a nocicepcdo causada pelo AITC, mas ndo é capaz de
alterar o comportamento nociceptivo induzido pela capsaicina,
corroborando com os testes realizados anteriormente.

Para demonstrar que o OEPa atua especificamente sobre canais
TRPAL foram utilizados os antagonistas dos canais TRPA1 (HC-030031)
e TRPV1 (capsazepina) na nocicep¢do induzida por OEPa. Os resultados
mostraram que o tratamento local com HC-030031 (antagonista do canal
TRPAL) reduziu de forma significativa a nocicepcdo provacada pelo
OEPa, ao passo que o tratamento com capsazepina (antagonista do canal
TRPV1) ndo causou nenhuma alteracao da nocicepgdo quando comparada
ao grupo controle. Esses resultados demonstram que o tratamento
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realizado com OEPa atua de forma especifica sobre canais TRPAL e
descartam o envolvimento com canais TRPV1.

Estudos tém demonstrado ainda que a ativagdo de TRPA1L induz
hiperalgesia inflamatéria e edema através de mecanismos que dependem
de interacGes neuro-imunes envolvendo a degranulacdo de mastdcitos e,
consequentemente, da liberacdo de seu principal mediador, histamina
(Andrade et al., 2008; Hox et al., 2013; Perin-Martins et al., 2013). Desse
modo, foram realizados experimentos para testar o envolvimento do
OEPa com a nocicepcdo induzida por mastocitos e histamina. Os
resultados demonstraram que o tratamento com OEPa reduziu de forma
expressiva a nocicepcao induzida tanto pela degranulacéo de mastécitos
guanto pela prépria histamina, demonstrando que o efeito antinociceptivo
do OEPa também envolve interacGes com mastocitos e seus subprodutos.

Experimentos adicionais foram realizados in vitro para verificar
se 0 OEPa seria capaz de provocar alteragdes na atividade do NF-xB, haja
visto que a ativagao desse fator resulta na inducdo da expressao e secre¢ao
de citocinas, causando forte resposta pré-inflamatéria (Bryant et al.,
2010). Para isso, mondcitos humanos da linhagem THP-1 foram
inicialmente utilizados para verificar o possivel efeito citotoxico da
aplicacdo do OEPa diretamente sobre essas células. Os resultados
mostraram que o tratamento ndo apresentou efeito toxico em nenhuma
das concentragdes utilizadas (0,1 — 0,001%).

Para verificar a acdo especifica do tratamento sobre a atividade
do NF-xB foram entdo utilizadas células da linhagem THP-1 Xblue, uma
vez que estas possuem um marcador que permite avaliar a atividade
intrinseca do NF-kB apos ativa¢do com LPS. Os resultados mostraram
que o LPS induziu a atividade do NF-xB e, surpreendentemente, a
concentracdo de 0,1% do OEPa foi efetiva em reduzir a atividade deste
fator nuclear, uma vez que o 6leo mineral, utilizado como controle
negativo, ndo apresentou qualquer efeito.

Contudo, para descartar a possibilidade de um resultado falso-
positivo, foi realizada uma analise mais precisa com um marcador de
morte celular DRAQ?7 para andlise através de citometria de fluxo. Os
resultados mostraram que a contragdo de 0,1% do OEPa, na verdade
apresentou efeito citotoxico, e a reducdo da atividade NF-xB pode ter sido
decorrente da morte celular provocada pelo tratamento prévio. Dessa
forma, parece que o OEPa ndo possui atividade direta sobre este fator de
transcricdo, considerando que as concentrages mais baixas ndo tiveram
qualquer efeito sobre a reducdo da atividade desse fator, o que permite
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inferir que seus efeitos sejam decorrentes de uma acao especifica com os
receptores, como IL-1 e TRPA1L, por exemplo.

Dessa forma, os resultados aqui apresentados demonstram que o
OEPa possui efeito antinociceptivo em modelos pré-clinicos de
nocicepcdo aguda, bem como em um importante modelo de dor crénica
(neuropatia periférica). O mecanismo exato pelo qual o OEPa promove
seus efeitos ainda néo é totalmente compreendido. Contudo, os resultados
deste estudo corroboram com dados da literatura e demonstram que o
efeito antinociceptivo e anti-inflamatério do 6leo essencial de Piper
aleyreanum é mediado, pelo menos em parte, pelo blogqueio de receptores
glutamatérgicos ionotropicos do tipo ndo-NMDA (AMPA e cainato), da
citocina pré-inflamatoria IL-1p, e canais TRPA1, bem como através de
interacdes neuro-imunes, envolvendo mastocitos, neutrofilos e
macrofagos.

Em conjunto, os resultados apresentados neste estudo indicam
gue o OEPa pode representar um importante e potente alvo terapéutico
para o desenvolvimento de novos tratamentos de dor aguda e crénica.
Contudo, estudos adicionais sdo necessarios para aprofundar seu
mecanismo de acdo, bem como fornecer subsidios para a realizacdo de
triagens clinicas controladas.
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7. CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou que o tratamento com 6leo
essencial de Piper aleyreanum ap6s a lesdo do nervo isquiatico reduziu
de maneira expressiva a dor neuropatica, sem causar tolerancia, efeitos
toxicos ou mesmo inespecificos, como sedacdo e relaxamento muscular.
Também foi demonstrado que ap6s uma incisdo plantar, o tratamento €
eficaz em reduzir a hiperalgesia e alodinia mecanica.

Embora o mecanismo exato pelo qual o OEPa promova seus
efeitos ndo sejam totalmente conhecidos, os dados aqui apresentados
demonstram que o efeito antinociceptivo e anti-inflamatdrio do 6leo
essencial de Piper aleyreanum € mediado, pelo menos em parte, pelo
blogueio de receptores glutamatérgicos ionotrépicos do tipo ndo-NMDA
(AMPA e cainato), da citocina pré-inflamatéria IL-1pB, e canais TRPAI,
bem como através de interacdes neuro-imunes, envolvendo mastdcitos,
neutréfilos e macréfagos.

Em sintese, os resultados aqui apresentados fornecem subsidios
cientificos para o uso do Oleo essencial de Piper aleyreanum no
tratamento da dor pds-operatdria e neuropatica, através de interaces
neuro-imunes que contribuem para o estabelecimento da sensibilizagdo
periférica e central.
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Figura 38. Representacéo esquematica do possivel mecanismo de agéo envolvido no efeito
antinociceptivo do 6leo essencial de Piper aleyreanum. O esquema mostra que um dano
tecidual causa inflamagdo e atrai células do sistema imune para o local da lesdo, como
macréfagos, neutréfilos e células T. As células infiltradas e as células residentes liberam varios
mediadores inflamatoérios, incluindo citocinas pro-inflamatorias, bradicinina, prostaglandina,
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protons, ATP, fatores de crescimento e quimiocinas, os quais sensibilizam o terminal sensorial.
Como resultado do aumento da atividade do nociceptor ocorre o processo de sensibilizagdo
periférica. Lesdes nervosas também podem provocar respostas exageradas ao estimulo doloroso,
e consequentemente aumentar a atividade na medula espinal (sensibilizagdo central). Durante
esse processo, a liberagao de glutamato é aumentada na fenda sinéptica e provoca a ativagao dos
seus receptores (ionotrépicos e metabotrépicos) em ambos os lados da fenda sinaptica (pré e p6s-
sinaptica). A superativagdo dos neurdnios aferentes primarios também induz a ativagdo de
células ndo-neuronais, especialmente células da microglia, que por sua vez, aumentam a sintese
e liberagdo de citocinas pré-inflamatérias, incluindo TNF-a and IL-1B. Quando essas citocinas
se ligam aos seus receptores neuronais elas estimulam a atividade dos canais TRPALl e TRPV1,
contribuindo para o aumento da liberagdo de glutamato na fenda sindptica. No entanto, o
tratamento com OEPa é capaz de mediar interagBes neuro-imunes, sobretudo através da redugdo
da migracdo celular (monécitos/macréfagos e neutrdfilos) e da reducdo da atividade de
mastocitos. Além disso, é capaz de inibir a atividade da IL-1 e de receptores glutamatérgicos
ndo-NMDA (AMPA e cainato) no corno dorsal da medula, bem como é capaz de inibir a
atividade de canais TRPAL tanto a nivel periférico quanto central.

Elaboragéo e criagdo: Leandro Flores do Nascimento.
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