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RESUMO

O geraniol é um alcool monoterpeno, encontrado nos 6leos essenciais de véarias
plantas aromaticas. Possui um amplo espectro de atividades farmacolégicas, com
destaque para a atividade antinociceptiva. O presente estudo caracterizou-se como
nao-clinico, randomizado, controlado e duplo-cego. Seu objetivo foi avaliar o efeito
antinociceptivo orofacial do geraniol em modelo experimental de nocicepcdo em
camundongos e avaliar seu mecanismo de ancoragem molecular. Para cada teste
realizado, sete animais por grupo foram tratados pela via intraperitoneal (i.p.) com
0 geraniol de acordo com sua dose (12,5; 25 e 50mg/kg, i.p.), com o controle
positivo (morfina-6mg//kg, i.p) e o controle negativo (salina+Tween 80 a 0,2%, i.p),
por um pesquisador 30 minutos antes do inicio do experimento. A inducdo da
nocicepcao foi realizada através da injecao dos agentes glutamato (40 pl,25uM),
capsaicina (20ul, 2.5ug) e formalina (20ul, 2%) na regido de labio superior direito
(perinasal) do animal. A analise do comportamento dos animais considerou o tempo
de friccdo, em segundos, da referida regido pelas patas traseiras ou dianteiras, por
um pesquisador cego aos grupos de tratamento. A analise estatistica foi feita
cegamente, considerando a=5%. Para identificar se ocorreu diferenca
estaticamente significativa entre os grupos, realizou-se o teste Anova de um unico
fator. Os grupos foram comparados utilizando o teste T ndo-pareado de variancias
heterogéneas. Os resultados mostraram que no teste do glutamato e da capsaicina
as concentracfes de 25 mg/kg e 50mg/kg apresentaram atividade antinociceptiva
(p<0,005 e poder>80%). No teste da formalina, o geraniol conseguiu reduzir a
nocicepcao na concentracdo de 50mg/kg (p<0,005 e poder>80%). No estudo de
ancoragem molecular, observou-se elevados valores de ligacdo entre a sustancias
e 0s receptores avaliados: receptor metabotropico para o glutamato seis (mGlur6);
N-metil-D-aspartato (NMDA); acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolepropiénico (AMPA); receptor opiode mu (u); receptor opiode kappa (K);
receptor opiode delta (8); receptor de potencial transitério vaniloide um (TRPV1). A
partir da analise dos dados, pode-se inferir que o geraniol demonstrou expressivo

potencial terapéutico no combate a dor orofacial

Palavras-chave: monoterpenos, geraniol, dor orofacial, experimentacdo em

animais, modelo animal de dor.
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ABSTRACT

Geraniol is the monoterpene alcohol, found in the essential oils of several aromatic
plants. It has a broad aspect of pharmacological activities, with emphasis on
antinociceptive activity. The presente study was characterized as non-clinical,
randomized, controlled and double-blind. Its objective was to evaluate the orofacial
antinociceptive effect of geraniol in an experimental model of nociception in mice
and and its molecular anchorage mechanism. For each test performed, seven
animals per group were treated through the intraperitoneal route (i.p.) with geraniol
according to their dose (12.5; 25 and 50mg / kg, ip), with the positive control
(morphine-6mg / kg, ip) and the negative control (saline + 0.2% Tween 80, ip), by a
researcher 30 minutes before the beginning of the experiment. Nociception
induction was carried out by injecting the agents glutamate (40 pl, 25 pM), capsaicin
(20 pl, 2.5 pg) and formalin (20 pl, 2%) in the upper right lip (perinasal) region of the
animal. The behavioral analysis of the animals considered the friction time, in
seconds, of the mentioned region using hind or front paws by a researcher blind to
the treatment groups. The statistical analysis was performed blindly, considering a
= 5%. To identify whether there was a statistically significant difference between the
groups, the ANOVA test of a single factor was implemented. They were compared
utilizing the unpaired T-test of heterogeneous variances. The results of the
glutamate and capsaicin test established antinociceptive activity (p <0.005 and
power> 80%) at 25 mg/kg and 50 mg/kg. In the formalin test, geraniol reduced
nociception at the concentration of 50 mg/kg (p <0.005 and power> 80%). The study
of molecular anchorage observed high values of binding between the evaluated
substances and receptors: metabotropic receptor for glutamate six (mGlur6); N-
methyl-D-aspartate (NMDA); a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic
acid (AMPA); opioid mu (u) receptor; opioid kappa (k) receptor; opioid delta (&)
receptor; vanilloid transient potential receptor one (TRPV1). From the data analysis,
it can be inferred that geraniol demonstrated significant therapeutic potential in

combating orofacial pain

Keywords: monoterpenes, geraniol, orofacial pain, animal testing, animal pain

model.
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LISTA DE ABREVIATURAS, SIMBOLOS E SIGLAS

AMPA: acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropidnico
Ca?*: fon célcio

CONCEA: Conselho Nacional de Controle da Experimentagdao Animal
CGRP: Peptideo Relacionado ao Gene da Calcitonina
DP: Desvio Padrao

IC: Intervalo de Confianca

ID.: Identificacdo

I.p.: intraperitoneal

Kcal/mol: quilocaloria por mol

Kg: quilograma

pl: microlitro

mg: miligrama

mMGlur6: receptor metabotropico para o glutamato seis
min: minuto

MDS: Moldock Score

NMDA: N-metil-D-aspartato

NacCl: Cloreto de sadio

NO: Oxido Nitrico

PDB: Protein Data Bank

O: receptor opiode delta

K: receptor opiode kappa

l: receptor opiode mi

SNC: Sistema Nervoso Central

SPSS: Statistical Package for Social Sciences
TRPV1: receptor de potencial transitorio vaniloide um

UFPB: Universidade Federal da Paraiba
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1. INTRODUCAO

A denominacéo dor orofacial é utilizada na literatura como termo amplo e
engloba condi¢cdes dolorosas provenientes da cavidade oral e face. No entanto,
também pode ser referida a regido da cabeca e/ou pescoco, e ainda estar
associada a cervicalgias, cefaleias primarias e doencas reumaticas como
fiboromialgia e artrite reumatoide®. A nocicepcdo refere-se ao estimulo doloroso
propriamente dito, sem levar em consideracdo o componente emocional, ou seja,
engloba as vias neuroanatdbmicas, bem como os mecanismos neuroldgicos e 0s

receptores especificos que detectam o estimulo lesivo?.

As principais fibras nervosas responsaveis pela conducdo desse estimulo
sdo as do tipo A-delta e C. As fibras A-delta sdo mielinizadas e responsaveis pela
conducéo rapida de estimulos mecanicos dolorosos agudos. Enquanto as do tipo
C sao amielinizadas e de conducéo lenta, respondendo a dor de origem mecanica,
térmica e quimica. Na regido orofacial, essas fibras séo relacionadas ao nervo
trigémeo (V par craniano) através de seus trés ramos: oftalmico, maxilar e
mandibular. Esse nervo apresenta os nucleos mesencefalico, sensorial principal e
o trigeminal espinhal, conhecido como corno dorsal. O corno dorsal divide-se em
trés subnucleos: subnucleo oral, interpolar e caudal. No subnucleo caudal é onde

ocorre maioria das sinapses das fibras nociceptivas 2.

Os medicamentos constituem-se como a base do tratamento da dor
orofacial. No entanto, abre-se uma lacuna em relac&o ao protocolo medicamentoso
a ser estabelecido, tendo em vista que ainda ndo ha disponivel um farmaco
analgésico, anti-inflamatorio, antidepressivo que ndo promova reacdes adversas
potenciais nos pacientes®. Dessa forma, surge a necessidade de buscar medidas

alternativas para o desenvolvimento de medicamentos para o combate da dor.

O uso de plantas medicinais e seus metabdlitos se destacam na perspectiva
de descoberta para novas drogas com potencial terapéutico para o tratamento de
disturbios dolorosos orofaciais. Os produtos de origem natural fornecem uma fonte
diversificada de compostos bioativos, de modo que cerca de 20 a 50% dos
medicamentos atualmente utilizados possui como fonte primaria os produtos

naturais, incluindo as plantas medicinais®>®’.



Observa-se na literatura cientifica a presenca de estudos que utilizaram
produtos de origem natural para avaliar o efeito antinociceptivo orofacial em
modelos experimentais ndo-clinicos em roedores. Na revisdo sistematica realizada
por Siqueira-Lima et al.® , 18 artigos descreveram o efeito antinociceptivo de
extratos de plantas medicinais e isolados quimicos em modelos animais, em
concentragdes que variaram de 1ug/kg a 400mg/kg, pelas vias oral e intraperitoneal
(i.p.), sendo avaliado, principalmente o comportamento animal caracterizado pelo
tempo no qual os animais executam friccao na regido orofacial apds administracédo
de agente indutor de nocicepcao. A partir da andlise desse trabalho, observou-se
gue os produtos naturais podem ser uma ferramenta de destaque para o
desenvolvimento de potenciais drogas para o tratamento das dores orofaciais.

Substancias obtidas através dos produtos de origem natural sdo os
monoterpenos, encontrados nos 0leos essenciais de diversas plantas aromaticas.
Caracterizam-se por apresentar unidades isoprenicas, compostas por dez unidades
de carbono. Essas moléculas sdo reconhecidas por apresentarem diversas
atividades farmacoldgicas, como o efeito anti-inflamatério e antinociceptivo ja
relatado na literatura®®. Na revisdo sistematica da literatura realizada por
Guimaraes et al.'!, foram encontrados 45 artigos relatando a atividade analgésica
de 27 diferentes monoterpenos em modelos de nocicepcao animal. A partir desse
estudo, observou-se que o0s monoterpenos aciclicos geralmente modulam o

sistema opioide e possuem acao na producédo de mediadores inflamatérios.

O geraniol (3,7-dimetilocta-trans-2,6-dien-1-ol) € um &alcool monoterpeno
aciclico, com formula quimica C10H180, encontrado nos 6leos esséncias de varias
plantas aromaticas como Cinnamomum tenuipilum, Valeriana officinalis
Cinnamomum tenuipilum Kosterme, dentre varias outras espécies vegetais.
Apresenta-se na cor amarelo palido, sendo insolivel em agua. Exerce um amplo

espectro de atividades farmacolégicas 2131415,
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Figural- Estrutura quimica do geraniol

Através de estudos realizados, observou-se que o geraniol apresenta
atividade antimicrobiana'®, anti-inflamatérial’, antioxidante!®, com acdo
antiulcerogénical®, com reducdo das lesGes gastricas em 70% a 90% dos casos
avaliados. Essa substancia também é capaz de atuar contra células tumorais
relacionadas aos canceres de mama?°, pulméo?! e prostata?’. Ainda em relacédo a
sua atividade antitumoral, Cho et al?® observaram que esse monoterpeno foi capaz
de controlar uma variedade de moléculas de sinalizagéo as quais estao envolvidas
no ciclo celular, no metabolismo, autofagia e apoptose. De maneira geral, drogas
gue atuam assim sdo mais eficazes nos tratamentos de canceres que apresentam
maior resisténcia.

Yan et al** avaliaram a acéo do geraniol sobre a dor neuropética. Ratos com
lesdo induzida na medula espinhal foram tratados com o geraniol nas
concentragcfes de 100 e 200mg/kg. A partir dessa pesquisa, verificou-se que esse
monoterpeno promoveu de modo significativo a recuperacédo da funcdo neuronal,
com melhoria da funcdo locomotora, a partir regulacdo negativa de receptores N-

metil-D-aspartato (NMDA), tendo acao dose-dependente.

Na literatura existem modelos classicos para avaliagdo da nocicepcao
orofacial em modelo de roedores. Entre eles, pode-se destacar o uso de
substancias indutoras da nocicepc¢ao orofacial: glutamato, capsaicina e formalina,
a fim de avaliar a capacidade de inibir essa atividade pela molécula ou substancia
estudada. Nesses modelos, essas substancias sdo injetadas no labio superior
direito do camundongo (ou regido perinasal) e é analisado o tempo de friccdo da
referida regido pelas patas dianteira ou traseiras do animal 2>26. Através da mesma
metodologia, Tomaz-Morais et al?’, analisou a capacidade de reverter a nocicepc¢ao
orofacial, usando o monoterpeno (S)-(-)-alcool-perilico, nas doses de 50 e 75 mg/kg
usados na via i.p., as quais foram capazes de reduzir esse comportamento nos

animais.



A atividade antinociceptiva do geraniol foi observada no estudo prévio de La
Rocca et al 28, em que as concentracfes de 12,5; 25 e 50mg/kg demonstraram
efeito farmacolégico. No entanto, ndo hé relatos na literatura que evidenciem sua
acao sobre os processos nociceptivos na regido orofacial. Dessa forma, objetivo do
presente estudo foi avaliar a atividade antinociceptivo orofacial do geraniol, no
modelo experimental de nocicep¢do em camundongos, utilizando os testes do
glutamato, capsaicina e formalina, nas concentra¢des anteriormente citadas. Os

mecanismos de ancoragem molecular também foram avaliados.
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O geraniol é um alcool monoterpeno, encontrado nos 6leos essenciais de varias
plantas aromaticas. Possui um amplo aspecto de atividades farmacoldgicas, com
destaque para a atividade antinociceptiva. O objetivo do presente estudo foi avaliar
o efeito antinociceptivo orofacial do geraniol em modelo experimental de
nocicepcdo em camundongos, utilizando os testes do glutamato, capsaicina e
formalina, e avaliar seu mecanismo de ancoragem molecular. Para cada teste

realizado, sete camundongos por grupo foram tratados pela via intraperitoneal (i.p.)
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com o geraniol (12,5; 25 e 50mg/kg, i.p.), morfina (6mg//kg, i.p.) e veiculo
(salina+Tween 80 a 0,2%, i.p.) por um pesquisador 30 minutos antes do inicio do
experimento. A inducdo da nocicepcao foi realizada através da injecdo dos agentes
glutamato (40 pl,25uM), capsaicina (20ul, 2.5ug) e formalina (20ul, 2%) na regido
de labio superior direito (perinasal) do camundongo. A andlise do comportamento
dos animais considerou o tempo de friccdo, em segundos, da referida regido pelas
patas traseiras ou dianteiras por um pesquisador cego aos grupos de tratamento.
A andlise estatistica foi feita cegamente, considerando a=5%. Para identificar se
havia diferenca entre os grupos, realizou-se o teste Anova de um unico fator. Os
grupos foram comparados utilizando o teste T n&o-pareado de variancias
heterogéneas. Os resultados mostraram que no teste do glutamato e da capsaicina
as concentracdes de 25 mg/kg e 50mg/kg apresentaram atividade antinociceptiva
(p<0,005 e poder>80%). No teste da formalina, o geraniol conseguiu reduzir a
nocicepcao na concentracdo de 50mg/kg (p<0,005 e poder>80%). No estudo de
ancoragem molecular, observou-se elevados valores de ligacdo entre a sustancias
e 0s receptores avaliado: receptor metabotropico para o glutamato seis (mGlur6);
N-metil-D-aspartato (NMDA); acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolepropiénico (AMPA); receptor opiode mu (u); receptor opiode kappa (K);
receptor opiode delta (8); receptor de potencial transitério vaniloide um (TRPV1). A
partir da analise dos dados, pode-se inferir que o geraniol apresentou atividade

antinociceptiva orofacial, sendo uma potencial terapia no combate a dor orofacial

Palavras-chave: monoterpenos, geraniol, dor orofacial, experimentacdo em

animais, modelo animal de dor.

Contagem de palavras: 7673.



INTRODUCAO

A dor orofacial é definida como a dor associada a tecidos moles e
mineralizados (pele, vasos sanguineos, 0ssos, dentes, glandulas, musculos) da
cavidade oral e da face. Pode ser referida na regido da cabeca e/ou pescoc¢o ou
mesmo estar associada a cervicalgias, cefaleias priméarias e doencgas reumaticas,
como fibromialgia e artrite reumatoide. As principais fontes de dor orofacial sao
problemas  odontogénicos, cefaleias, doencas neurogénicas, dores
musculoesqueléticas, dores psicogénicas, cancer, infeccbes, fendmenos
autoimunes e trauma tecidual *.

A ocorréncia da dor orofacial nos pacientes pode causar repercussoes
biolégicas e impacto sobre a qualidade de vida. Os portadores podem apresentar
disfuncdes fisiologicas, levando a uma maior ingestdo de farmacos, disturbios do
sono, modificagdo da dieta e afastamento das atividades laborais. Dada a
morbidade que proporciona, pode ser considerada um problema de saude publica
2,3_

A farmacoterapia € a base do tratamento e a escolha do medicamento
depende do tipo de dor diagnosticada. De maneira geral, os analgésicos opioides,
antidepressivos triciclicos, anticonvulsivantes, anti-inflamatorios nao-esteroidais
(AINE’s) e os relaxantes musculares sdo as principais classes de farmacos
utilizadas para o alivio dos quadros agudos e cronicos*®. Entretanto, ndo existe
um farmaco que seja ideal para o tratamento das dores do complexo orofacial, pois
mesmo sendo eficazes, promovem efeitos adversos potenciais nos pacientes.
Esses efeitos podem incluir lesdes do trato gastrointestinal e renal®.

Nessa perspectiva, os produtos de origem natural representam uma
alternativa no emprego de moléculas biologicamente ativas com potencial
terapéutico’. A importancia desses produtos e dos seus metabdlitos no controle da
dor e outras doencas tem sido reconhecida pela ciéncia contemporanea, de modo
gue 20 a 50% medicamentos atualmente utilizados possui como fonte primaria os
produtos naturais, incluindo as plantas medicinais®®.

Diante disso, uma substancia que ganha destague em relacdo ao seu
potencial terapéutico é o geraniol, um alcool monoterpeno aciclico, obtido a partir
de Oleos essenciais de plantas aromaticas, apresentando uma diversidade de

atividades farmacolégicas e destacado uso comercial’®l, A atividade



antinociceptiva do geraniol foi previamente relatada no estudo realizado por La
Rocca et al.?, em que as doses de 12,5; 25 e 50mg/kg foram utilizadas para avaliar
a atividade antinociceptiva em modelo animal. No entanto, ndo ha relatos na
literatura que evidenciem sua acédo sobre 0s processos nociceptivos na regiao
orofacial.

Dessa forma, objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade
antinociceptivo orofacial do geraniol, no modelo experimental de nocicepgcao em
camundongos, usando os testes do glutamato, capsaicina e formalina, nas doses
anteriormente citadas, e determinar os mecanismos de ancoragem molecular a

partir de uma modelo in silico.



MATERIAIS E METODOS

Experimentacao animal

O presente estudo caracterizou-se como um ensaio nao-clinico,
randomizado, controlado e duplo-cedo, estando de acordo com as normas do
Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA) e aprovado
pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba
(CEUA-UFPB), com certidao de aprovacao 068/2017.

Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizados camundongos Swiss
(Mus musculus), machos, adultos, saudaveis, pesando entre 25 e 35 gramas,
disponibilizados pelo Biotério Prof. Thomas George da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB). Os animais foram submetidos ao ciclo claro-escuro de 12 horas
(claro 6-18h), com agua e dieta balanceadas ad libitum. A alimentacao foi suspensa
24 horas antes da realizacéo de cada experimento, sendo mantida apenas agua ad
libitum. Todos os experimentos foram executados sempre utilizando os mesmos

observadores, previamente calibrados, no turno da tarde.

Para o célculo amostral, foram utilizados os resultados obtidos a partir das
investigacdes de La Rocca et al*? . Dessa forma, adotou-se um estudo como
bicaudal, com nivel de significancia de 5%, r=-0,878 (magnitude do efeito) e poder

estatistico de 80%, resultando em sete animais por grupo, em total de 105.

Nesse estudo, os animais foram eutanasiados ap0s cada experimento.
Inicialmente, administrou-se o Cloridrato de Cetamina (150mg/kg), por via
intramuscular, e Cloridrato de Xilazina (11mg/kg) por via intraperitoneal Em
seguida, administrou-se 2mmol/kg de Cloreto de Potéassio, por via intravenosa, e

entdo os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical.



Inducé&o da nocicepcéo orofacial

Para o estudo da dor orofacial em modelo animal, foram utilizados os
seguintes experimentos: nocicepcao orofacial induzida pelo glutamato, pela
capsaicina e pela formalina. Para a realizacdo dessa pesquisa, as sustancias
indutoras de nocicepcao e o geraniol foram obtidos da Sigma-Aldrich ® EUA.

No inicio do experimento, o geraniol foi aplicado nos grupos-teste. As doses
sugeridas para avaliacdo da sua eficicia farmacologica foram baseadas em estudo
prévio para avaliacdo do efeito antinociceptivo em modelos classicos 2 e, portanto,
corresponderam a 12,5, 25 e 50 mg/kg (i.p). O controle negativo foi a solugéo de
NaCl e Tween 80 (2%, i.p.). A morfina (6mg/kg, i.p.) foi utilizada como controle
positivo.

Cerca de 30 minutos ap06s a administracéo dessas substancias, foi realizada
a inducdo da nocicepcdo orofacial através da administracdo das substancias
indutoras na regiao orofacial direita (perinasal) do animal. Para o presente estudo,
utilizou-se 0 modelo de andalise comportamental, que consiste na observacao do
seu comportamento, considerando o tempo (em segundos) em que O Mesmo
permaneceu friccionando a area injetada com as patas traseiras ou dianteiras.

Para a avaliacéo, foram utilizadas caixas de madeira em formato triangular,
com duas paredes de 25cm de altura e largura, formadas por espelho e vidro
transparente. O pesquisador, previamente calibrado, realizou a observacéo direta
intensiva do comportamento do animal.

Inicialmente, foi realizado o teste de inducdo da nocicepcéo pelo glutamato.
Esse experimento foi descrito por Beirith, Santos e Calixto!?, com modificacdes.
Utilizou-se o volume de 40ul (25uM) do glutamato na porcdo do labio superior
(regido perinasal), com uma agulha de calibre 27. Em seguida, os animais foram

observados pelos 15 minutos posteriores a aplicacdo do agente algico.

A nocicepc¢ao induzida pela capsaicina foi realizada através da injecéo
subcuténea de 20 uL (2.5ug) da capsaicina, dissolvida em etanol, dimetil-sulféxido
e agua destilada (1:1:8), na regido do labio superior (regido perinasal) com uma

agulha de calibre 27. O comportamento nociceptivo foi observado por 20 minutos
(14).
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Por fim, no teste de indugdo da nocicepcdo pela formalina, foram
administrados 20 pl de uma solugao de formalina a 20% na regiéo de labio superior
direito do camundongo (regido perinasal) com uma agulha de calibre 27. Apés a
administracao da substancia, o comportamento nociceptivo foi observado em dois

periodos: Fase 1 ou neurogénica (0-5 min) e Fase 2 ou inflamatéria (15-40 min).
(15),

Gerenciamento dos dados e cegamento

O gerenciamento dos dados e métodos de cegamento foram realizados
objetivando reduzir possiveis vieses no método de coleta e analise dos dados. A
pesquisa teve 0 sequenciamento de testes randomizados, com alocacgdo aleatéria
dos animais, utilizando o software Random Allocation 2.0.

O cegamento dos experimentos ocorreu da seguinte forma: o pesquisador A
realizou a preparacdo dos materiais necessarios para a execucao dos testes e
codificagcdo dos animais; o pesquisador B fez aplicacdo das substancias; o
pesquisador C, que estava cego para as substancias e doses recebidas pelo animal
fez a observacédo direta intensiva do comportamento nociceptivo do animal, de
acordo com o tempo de cada substancia indutora. A seguir, a analise estatistica
dos dados foi realizada pelo pesquisador D, também cego. Por fim, o pesquisador

A fez a recodificacdo dos dados analisados pelo pesquisador D.
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Estudo de ancoragem molecular: in silico

A estrutura do geraniol foi obtida através do PubChem
(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/637566#section=Top), no formato
.sdf. Os receptores foram baixados do Protein Data Bank - PDB
(http://www.rcsb.org/). Todos os receptores possuem acoplado a sua estrutura um
ligante inibidor j& relatado em estudos in vitro que atuam na sua atividade
enzimatica. Para esse estudo foram selecionados o0s receptores que, uma vez
ativados, iniciam uma cascata de eventos bioquimicos que culminam com a
nocicepcao'® 17. 18,

Inicialmente, foram baixados 0s seguintes receptores e seus respectivos
ligantes: receptor metabotrépico para o glutamato seis (PDB ID: 1S50, ligante acido
glutamico), N-metil-D-aspartato (PDB ID: 2A5S, ligante acido glutdmico), acido a-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropiénico (PDB ID: 3DLN, ligante &cido
glutamico); receptor opiode mu (PDB ID: 4DKL, ligante morfina); receptor opiode
kappa (PDB ID: 4DJH, ligante JDTic); receptor delta (PDB ID: 4EJ4, ligante
naltrindol); receptor de potencial transitorio vaniloide um (PDB ID: 5IRZ, ligante
C24 Has O13 P).

Inicialmente, o composto geraniol e 7 ligantes presentes nas proteinas do
PDB foram desenhados no programa Hyperchem for Windows v. 8.0.5%° e os
compostos tiveram suas geometrias moleculares otimizadas usando o campo de
forca de Mecéanica Molecular MM+ e 0 método semi-empirico AM1 (Austin Model
1),

Em seguida, o geraniol foi submetido ao ancoramento molecular utilizando o
programa Molegro Virtual Docker v. 6.0.1 — MVD?.. Todas as moléculas de agua
foram deletadas da estrutura da enzima. As estruturas de enzimas e compostos
foram preparadas usando a mesma configuracdo de parametro padrdo do
programa: Avaliacdo do ligante: foram verificados o Internal ES, Internal HBond;
Numero de corridas: 10 corridas; Algoritmo: MolDock SE; Interacfes maximas:
1500; tamanho maximo da populacdo: 50; Maximo de etapas: 300; Fator de
distancia: 1.0; Numero maximo de poses: 5. O procedimento de acoplamento foi
realizado usando um GRID de 15 A de raio e resolucéo de 0,30 para cobrir o local

de ligacao do ligante na estrutura da proteina. O poder de interacdo proteina-ligante
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€ expresso na forma de Moldock Score (MDS) em que valores negativos refletem
interacGes mais fortes??,

Os resultados para cada célculo foram analisados para obter os valores de
energia de afinidade (Kcal/mol) para cada conformacdo do ligante em seu
respectivo complexo, e imprecisdes estruturais provaveis foram ignoradas nos

calculos.

ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada através do software Statistical Package for
Social Sciences (SPSS,) versédo 21, adotando-se o estudo como bicaudal, com
nivel de significancia de 5%. Inicialmente, foi realizado o teste Anova One-way para
identificar se ocorre diferenca estatisticamente significante entre 0s grupos.
Posteriormente, foi realizado o teste T de variancias heterogénea a fim de verificar

como se deu as diferentes médias entre os grupos em relacéo ao controle.
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RESULTADOS

A nocicepgéao orofacial induzida pelo glutamato foi impedida pela acdo do
geraniol. As doses de 25mg/kg (p=0,01; média= 23,85; DP=15,26; poder=86,42%;
IC: 0,42-3,15) e 50mg/kg (0,004; média= 17,14; DP=10,12; poder= 94,90%; IC:
0,70-3,61) foram eficazes. De modo semelhante, a morfina apresentou efeito
semelhante (p=0,001; média= 1,5; DP= 2,6; poder=99%; IC: 1,26-4,58), conforme
pode ser observado na figura 1.
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Figura 1- Efeito do geraniol na nocicep¢do orofacial induzida pelo glutamato. Controle (Tween
80%,0,2%) geraniol (12,5;25 e 50 mg/kg, i.p.); morfina (6mg/kg, i.p.). Valores foram expressos em
média e DP (n=7, por grupo). p*= 0,01; p**= 0,005; p***=0,001, versus controle (ANOVA one-way —
teste T de variancias heterogéneas)

O geraniol promoveu reducdo significativa na nocicepcdo induzida por
capsaicina quando administrado nas doses de 25 mg/kg (p=0,003; média= 25,71,
DP= 35,25; poder= 95,44%; IC= 0,62-3,68) e 50mg/kg (p=0,01; média=5,28;
DP=12,68; poder=98,88%, IC: 1,16-4,40). A morfina apresentou efeito
antinociceptivo quando administrada na dose de 6mg/kg (p= 0,001; média= 1,5,
DP=2,63; poder=99,14%, IC= 1,24-4,55). Estes resultados podem ser observados

na figura 2.
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Figura 2- Efeito do geraniol na nocicepc¢ao orofacial induzida pela capsaicina. Controle (Tween
80%,0,2%) geraniol (12,5;25 e 50 mg/kg, i.p.); morfina (6mg/kg, i.p.). Valores foram expressos em
média e DP (n=7, por grupo). p*= 0,003; p**= 0,01; p***=0,001, versus controle (ANOVA one-way,
seguido de teste T de variancias heterogéneas).

No teste de nocicepc¢ao induzida por formalina foram verificados os efeitos
dos produtos testados em duas fases: neurogénica (12 fase) e inflamatoria (23fase).
Na fase neurogénica, apenas a morfina apresentou valores estatisticamente
significativos: p= 0,0001; média= 0,833; DP=1,16; poder=99,99%, IC= 3,36-9,60.

Na fase inflamatéria do teste da formalina, observou-se que concentracao
de 50mg/kg (p= 0,01; média= 95,66; DP= 27,69; poder= 89,99%, IC= 0,53-3,62) e
morfina, 6mg/kg, i.p. (p=0,0008, média= 0,83; DP= 1,16; poder=99,79%; IC= 1,90-

6,30) apresentaram efeito, conforme apresentado na figura 3.
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Figura 3(A) - Efeito do geraniol na nocicepcao orofacial induzida pela formalina. Controle (Tween
80%,0,2%) geraniol (12,5;25 e 50 mg/kg, i.p.); morfina (6mg/kg, i.p.). Valores foram expressos
em média e DP (n=7, por grupo). p*= 0,0001; versus controle (ANOVA one-way, seguido de
teste T de variancias heterogéneas). (B) Efeito do geraniol na nocicepc¢ao orofacial induzida pelo
glutamato. Controle (Tween 80%,0,2%) geraniol (12,5;25 e 50 mg/kg, i.p.); morfina (6mg/kg, i.p.).
Valores foram expressos em média e DP (n=7, por grupo). p*= 0,01; p**=0,0008 (ANOVA one-
way, seguido de teste T de varidncias heterogéneas).

Ancoragem molecular: in silico

A capacidade do geraniol se ligar aos receptores localizados nas fibras
nervosas foi avaliada utilizando métodos de ancoragem molecular. A tabela 1
mostra as energias de ligacdo do geraniol com o0s receptores: receptor
metabotropico para o glutamato seis (mGlur6; PDB ID: 1S50); N-metil-D-aspartato
(NMDA; PDB ID: 2A5S); acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropiénico
(AMPA; PDB ID: 3DLN); receptor opiode mi (u; PDB ID: 4DKL); receptor opiode
kappa (k; PDB ID: 4DJH); receptor opiode delta (&; PDB ID: 4EJ4); receptor de
potencial transitério vaniloide um (TRPV1; PDB ID: 5IRZ)
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Tabela 1: Energias de ligacdo entre o geraniol e os receptores

Receptores
m Gluré NMDA AMPA n K 5 TRPV1
PDB ID 1S50 2A5S 3DLN ADKL ADJH AEJ4 5IRZ
Energia -87.8501 -86. -85.6755 57.6318 -79.5355  -62.349  -68.5058
(Kcal/mol) ' 4451 : . . . )

Figura 4 A- Ligacdo do geraniol (azul) no sitio ativo do receptor mGlur6 e suas interacées.

Figura 4B- Interag&o do geraniol (azul) no sitio ativo do receptor NMDA: in silico
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Figura 4C- Interagdo do geraniol (azul) no sitio ativo do receptor AMPA: in silico
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Figura 4E- Interagc&o do geraniol (rosa) no sitio ativo do receptor opiode k: in silico
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Figura 4G- Interacdo do geraniol (amarelo) no sitio ativo do receptor TRPV1: in silico

O estudo de ancoragem molecular apresentou elevados valores negativos
de energias, com destaque para os receptores do glutamato mGlur MDS= -87.8501;
NMDA MDS= -86. 4451 e AMPA MDS= -85.6755. Analisando-se as interacfes do
geraniol nos sitios de ligacdo desses receptores, houve a prevaléncia de ligacbes

do tipo estéricas e ligacdes de hidrogénio.
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DISCUSSAO

Na regido orofacial, as fibras A-delta e C conduzem estimulos nociceptivos ao
nervo trigémeo. Modelos de estudo em animais que utilizam a administracado de
substancias indutoras na regido (glutamato, capsaicina e formalina) sdo uma
ferramenta relevante para o estudo da nocicepg¢éo e potencial desenvolvimento de
novas drogas.

No presente estudo, o geraniol promoveu uma significativa reducao na atividade
antinociceptiva nas concentracoes de 25 e 50 mg/kg pela injecdo do glutamato na
regido de labio superior direito. O glutamato € o aminoacido mais abundante no
sistema nervoso central (SNC) e atua como um neurotransmissor excitatorio
envolvido na transmissao do estimulo nociceptivo através da ativacdo dos

receptores glutamatérgicos 2324,

O glutamato pode se ligar a receptores metabotrépicos ou ionotropicos. Os
receptores metabotropicos (mGlur) tem sua acdo mediada pela proteina G, como
no caso mGlur6. Quando ativados, resultam na modulacdo do segundo
mensageiro, na cascata bioquimica intracelular. Os ionotropicos sao aqueles nos
guais o local de ligacdo do neurotransmissor é parte integrante de um canal i6Gnico,
como NMDA e o AMPA. S&o responsaveis pela transmissdo sinaptica rapida.
Quando ativados, leva a um influxo de ion Ca?*, ativacéo intracelular das vias
metabdlicas, além da producéo e liberacéo do éxido nitrico (NO)*°2°, Os resultados
desse estudo sugerem que o geraniol bloqueia a transmissdo do estimulo

nociceptivo pela via glutamatérgica através dos receptores referidos.

A capsaicina € o principal componente presente na pimenta vermelha,
responsavel pela sensa¢édo de queimacado. Atua como um agente pro-inflamatorio
a partir do estimulo a liberacdo de neuropeptidios, como a neuroquinona A,
substancia P e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) no nervo
trigémeo. E um agonista do receptor TRPV1. Este receptor esta presente nas fibras
A-delta e C dos neurdnios aferentes primarios. Quando ativado, promove o influxo
de fons Ca?* para o interior da célula, causando a despolarizacdo da membrana e
subsequente excitacdo celular?®?”28, Na indugdo da nocicepcéo pela capsaicina, o

geraniol, em doses de 25 e 50mg/kg, promoveu atividade antinociceptiva, sugerindo
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que seu efeito farmacologico possa estar relacionado ao bloqueio do receptor
TRPV1.

O teste da formalina é considerado um modelo néo-clinico véalido e confiavel
para avaliar a modulacdo dos estimulos nociceptivos orofaciais. A formalina,
guando aplicada na regido de labio superior direito do animal, proporciona
episddios de friccdo facial. Esse teste é divido em duas fases: a primeira fase ou
neurogénica (0-5min) e a segunda fase (15-40min) ou inflamatdria. O componente
bifasico desse teste reflete dois diferentes mecanismos. A primeira fase
corresponde a estimulacdo quimica das terminacfes nervosas nociceptivas do tipo
C, que reflete dor mediada centralmente com a liberagdo neuropeptidios como a
substancia P. Na segunda fase observa-se a interacéo entre os sistemas nervosos
central e periférico. Ocorre a libragdo de aminoacidos excitatorios, oxido nitrico e

peptideos®?.

A administracao do geraniol promoveu uma diminui¢cdo da atividade nociceptiva
orofacial nos animais. Tal fato foi observado na segunda fase do experimento,
apenas para a dose 50mg/kg. No estudo de La Rocca et al*?, o geraniol apresentou
0 mesmo comportamento, com mesma concentracdo. Dessa forma, pode-se inferir
gue a substancia se apresenta como um potencial farmaco com acdo anti-
inflamatoria para o tratamento das dores do complexo orofacial com acéo central.
O efeito anti-inflamatorio do geraniol pode ser explicado pela sua participacédo na

regulacéo de receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) e reducao dos niveis de TNF-
a0,

Outros monoterpenos ja tiveram sua atividade antinociceptiva orofacial relatada
pela literatura. O estudo realizado por Silva et al®!, observou que o cravacol,
monoterpeno encontrado em 6leos essenciais, e também sua associacdo com a [3-
ciclodextrina conseguiram reduzir a nocicepcéo orofacial em modelo de roedores.
Venancio et al®? utilizando o linalol, também conseguiram obter resultados

semelhantes ao estudo anterior, com a mesma metodologia.

Brito et al®*®* avaliaram a capacidade antinociceptiva do citronelol, um
monoterpeno presente em plantas medicinais. As concentra¢des avaliadas foram
de 25,50 e 100 mg/kg e todas apresentaram essa atividade através da ativacdo de

areas no SNC. Os resultados encontrados sdo semelhantes a presente pesquisa,
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visto que as concentracdes de 25 e 50mg/kg do geraniol também apresentaram o

mesmo efeito.

Para melhor compreenséo do efeito farmacoldgico antinociceptivo orofacial do
geraniol, propusemos a analise de ancoragem molecular através da avaliacdo in
silico das possiveis interacdes da molécula do geraniol com o0s receptores
envolvidos na modulacdo da nocicepcéo, relacionando com os resultados obtidos
com 0s ensaios in vivo realizados. Os resultados demonstram que a molécula
avaliada promoveu acdo nos receptores mGlur6, NMDA, AMPA, receptores
opiodes u, ke §, e TRPV1.

As maiores energias de ligacdo do geraniol aos receptores avaliados indicam
provavel acdo pela via de transducéo glutamatérgica. De modo semelhante, Santos
et al®4, a partir da adogdo do método de ancoragem molecular, verificaram que
citronelol, também um monoterpeno, apresenta capacidade tedrica de interacéo ao
receptor glutamatérgico GluR2. Verificou-se que a ligacdo dessa molécula ao
receptor ocorreu atraves de elevados valores de energia e da interacao através dos
aminoacidos Arg-485, Glu-705, Thr-480, Ser-654, Pro-478 no sitio de ligacao.

Os resultados obtidos nesse estudo, a partir dos ensaios experimentais em
modelos com a utilizacdo de camundongos, indicam efeito antinociceptivo do
geraniol, com destaque para a dose de 50 mg/kg (i.p.), com provavel acdo sobre
receptores glutamatérgicos, TRPV1 e receptores ativados por peptideos
excitatérios. Esses resultados corroboram com os achados obtidos a partir da
analise tedrica computacional, que referiu possivel efeito da molécula em analise
com os receptores mencionados, uma vez que foram observados altos valores de

energia e de interacdo quimica, especialmente com receptores glutamatérgicos.
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CONCLUSAO

O geraniol apresenta atividade antinociceptiva orofacial em vias
relacionadas a nocicepgao induzida pelo glutamato, capsaicina e formalina, com
evidéncias tedricas de maior interacdo quimica com receptores envolvidos com a

via de transducao glutamatérgica.
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3. CONSIDERACOES GERAIS

Os monoterpenos apresentam destacadas atividades farmacologicas, no
entanto, ainda ndo havia na literatura relatos sobre mecanismos orofaciais. No
presente estudo, utilizou-se o0 modelo de inducdo da nocicepcédo orofacial através
da injecdo de substancias indutoras na regiao (glutamato, capsaicina e formalina)
em camundongos. Esse modelo € considerado classico para estudo da dor
orofacial em animais, mas apresenta a limitacéo de avaliar apenas o carater agudo
da dor. Assim, percebe-se uma escassez de modelos animais e métodos confiaveis
de medi¢do comportamentos de dor que de fato retratem o contexto clinico da dor
orofacial.

Nos dos testes realizados, 0 geraniol conseguiu reverter o comportamento
nociceptivo orofacial nos animais, na concentracao de 50mg/kg em todos os testes.
A partir desse estudo, observou-se que esse monoterpeno se apresenta potencial
farmaco para o tratamento da dor orofacial. Outros testes devem ser realizados
para investigar seus mecanismos de agéo, bem como avaliar sua atuacao sobre
guadros crbnicos de dor e a partir da obtencdo de resultados promissores,

desenvolver um ensaio-clinico.
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4. CONCLUSAO

Os resultados encontrados sugerem que o geraniol apresenta uma consideravel
acdo antinociceptiva na concentracdo de 50mg/kg, além de apresentar forte
interacdo com os receptores da via glutamatérgica que medeiam a nocicepcao.
Sugere-se que esse monoterpeno se apresenta como um potencial farmaco para o

tratamento das dores do complexo orofacial.
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