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RESUMO

No Brasil a prevaléncia de dor (aguda e/ou cronica) varia de 23,02 a 76,17%. O
tratamento farmacoloégico para o controle da dor é composto, basicamente, por
analgésicos periféricos, farmacos adjuvantes e analgésicos de acdo central, que
derivaram, em parte, da fitoterapia. O uso de plantas e seus derivados com finalidades
terapéuticas tém ocorrido de forma extensiva e crescente em todo o mundo. Dentre 0s
produtosde origem natural, destacam-se 0s 6leos essenciais, que sdo misturas de produtos
quimicos volateis extraidos de plantas. Os principais constituintes quimicos existentes
nos 6leos essenciais sdo 0s monoterpenos e fenilpropanoides. O alcool cinamico (AC) é
um fenilpropanoide encontrado na casca de Cinnamomum verum J.Presl (canela). No
presente estudo foi avaliado o efeito antinociceptivo do AC em modelos de nocicep¢édo
in vivo e por meio de estudos in silico e o possivel envolvimento das vias do glutamato,
oxido nitrico e TRPV1. Inicialmente, camundongos Swiss machos (Mus musculus) foram
tratados intraperitonealmente com AC nas doses de 6,25 mg/kg, 12,5 mg/kg e 25 mg/kg,
e submetidos a modelos de nocicepgao quimicos e térmicos, e foi avaliado a coordenagao
motora. O AC ndo causou comprometimento motor nos animais no teste do rota rod.
Quanto ao efeito antinociceptivo, o AC inibiu as contor¢des abdominais induzida por
acido acético, em todas as doses testadas, bem como o comportamento nociceptivo
induzido por formalina, na primeira fase (neurogénica) e na segunda fase (inflamatoria).
O AC apresentou uma boa interacdo com a enzima cicloxigenase 2 (COX2) no estudo de
docking molecular. O AC apresentou atividade antinociceptiva no teste do glutamato,
corroborando com o resultado in silico, onde houve interacdo do AC com o receptor
glutamatérgico NMDA, também foi eficaz em atenuar a nocicep¢do térmica, no teste da
placa quente e inibir a nocicep¢do no teste da capsaicina. O AC também foi capaz de
reduzir a expressdo de oOxido nitrico (método de Griess). O AC apresenta efeitos
antinociceptivos associados a antagonizacdo dos receptores NMDA, TRPV1 e
diminuicdo do oOxido nitrico, o efeito anti-inflamatério esta associado a bloqueio da
COX2.

Palavras Chaves: Nocicepgdo, Fenilpropanoide, Modelo animal, Oleo essencial,
Estudos in silico



ANDRADE, H. H. N. Non-clinical study of the antinociceptive mechanism of
cinnamic alcohol. 2023. 116f. Tese (Doutorado em Desenvolvimento e inovagao
tecnoldgica em medicamento) — UFPB / CCS, Jodo Pessoa/PB.

ABSTRACT

In Brazil, the prevalence of pain (acute and/or chronic) ranges from 23.02 to 76.17%.
Pharmacological treatment for pain control basically consists of peripheral analgesics,
adjuvant drugs and centrally acting analgesics, which were derived, in part, from
phytotherapy. The use of plants and their derivatives for therapeutic purposes has been
extensive and growing all over the world. Among the products of natural origin, essential
oils stand out, which are mixtures of volatile chemical products extracted from plants.
The main chemical constituents in essential oils are monoterpenes and phenylpropanoids.
Cinnamic alcohol (CA) is a phenylpropanoid found in the bark of Cinnamomum verum
J.Presl (cinnamon). In the present study, the antinociceptive effect of AC was evaluated
in models of in vivo nociception and through in silico studies and the possible
involvement of glutamate, nitric oxide and TRPV 1 pathways. Initially, male Swiss mice
(Mus musculus) were treated intraperitoneally with AC at doses of 6.25 mg/kg, 12.5
mg/kg and 25 mg/kg, and subjected to chemical and thermal models of nociception, and
the motor coordination. CA did not cause motor impairment in the animals in the rota rod
test. As for the antinociceptive effect, AC inhibited the abdominal writhing induced by
acetic acid, in all tested doses, as well as the nociceptive behavior induced by formalin,
in the first phase (neurogenic) and in the second phase (inflammatory). AC showed a
good interaction with the enzyme cyclooxygenase 2 (COX2) in the molecular docking
study. AC showed antinociceptive activity in the glutamate test, corroborating the in silico
result, where there was interaction of AC with the NMDA glutamatergic receptor, it was
also effective in attenuating thermal nociception in the hot plate test and inhibiting
nociception in the capsaicin test . AC was also able to reduce the expression of nitric
oxide (Griess method). AC has antinociceptive effects associated with the antagonization
of NMDA and TRPV1 receptors and a decrease in nitric oxide, the anti-inflammatory
effect is associated with COX2 blockade.

Keywords: Nociception, Phenylpropanoid, Animal model, Essential oil, Insilico studies
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1. INTRODUCAO

A dor desempenha papéis fisioldgicos importantes, como informar sobre estimulos
potencialmente perigosos ou chamar a atencdo para tecidos inflamados (WHITE;
BHANGOO; MILLER, 2005). A dor pode ser classificada quanto ao tempo de duragéo,
diferenciando-aem dor aguda ou dor crbnica (curta e longa duracéo, respectivamente), e
quanto as caracteristicas fisiopatoldgicas como dor inflamatéria e dor neuropatica
(KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008).

O componente fisioldégico dador é chamado de nocicepcéo, que € a detecgdo da lesdo
tecidual por transdutores especializados ligados a fibras dos nervos periféricos, as quais
transmitem sinais ao sistema nervoso central, influenciados pela inflamacdo e por
estimulos ambientais fisicos ou quimicos (KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008).

Apesar da diversidade de substancias e do avango no tratamento para controle dador,
ainda existe uma grande necessidade de analgésicos mais eficazes e com menos efeitos
adversos (BENEDITO, 2013). Os desafios para o alivio/tratamento da dor tornaram-se
um impeto para a pesquisa de medicamentos alternativos e complementares. Atualmente,
grande parte dos medicamentos terapéuticos comumente disponiveis para dor, como
opioides e anti-inflamat6rios ndo esteroidais (AINES), derivaram da fitoterapia.
(HEBERT,; BARICE; HENNEKENS, 2014).

O uso de plantas e seus derivados com finalidades terapéuticas tém ocorrido de
forma extensiva e crescente em todo o mundo. Dentre os produtos de origem natural,
destacam-se 0s 0leos essenciais, que sdo misturas de produtos quimicos volateis extraidos
de plantas. Os principais constituintes quimicos existentes nos 6leos essenciais sao 0s
monoterpenos e fenilpropanoides. Sua diversidade de efeitos farmacoldgicos €
provavelmente devido a variabilidade quimico-estrutural que os constituintes dos 6leos
essenciais apresentam (DE SOUSA, 2011). Estudos recentes tém demonstrado a eficacia
desses constituintes em diversas atividades bioldgicas em modelos animais, incluindo a
atividade analgésica (SARMENTO-NETO et al., 2015). O género Cinnamomum spp.
Schaeff. tem demonstrado aspectos farmacoldgicos nao clinicos de seus constituintes,
com atividades no sistema nervoso central e énfase no potencial anti-inflamatério e
antioxidante (MONTEIRO et al., 2021).
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Cinnamomum cassia (Lauraceae) e Cinnamomum spp. Schaeff. sdo espécies de
arvores de folha perene, comum na Coréia, China e no Japéo, conhecidas comumente por
“canela-aromatica” e utilizadas na culindria no mundo inteiro. Seus extratos contém
varios componentes ativos, como: aldeido cindmico, &lcool cindmico e acido cindmico
(MONTEIRO etal., 2021; PARK et al., 2005).

O alcool cinamico (AC) é um fenilpropanoide de formula molecular CoH100, de
cor variando de branca a amarelo sélido, naturalmente encontrado no 6leo essencial da
casca da canela (Cinnamomum zeylanicum Blume) e de outras arvores/arbustos do género
Cinnamomum (PUBCHEM, 2021). Os derivados cinamico, aldeido, alcool e &cido
cindmico tém se destacado por apresentarem atividades em nivel de SNC, (MONTEIRO

et al., 2021; PARK et al., 2005). Sendo promissor a investigacdo da possivel atividade
antinociceptiva do AC e o mecanismo de acéo envolvido.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Consideracdes sobre a dor

2.1.1 Classificacdo e Epidemiologia

De acordo com a Internacional Association for the Study of Pain (IASP), a dor €
definida como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada um dano
real ou potencial ao tecido (LOESER; TREEDE, 2008). Refere-se a uma experiéncia
pessoal que sofre influéncia de graus distintos por fatores biologicos, psicologicos e
sociais. Embora a dor geralmente desempenhe um papel adaptativo, pode ter efeitos
adversos na fungdo e no bem-estar social e psicologico (RAJA et al., 2020). A dor
patolégica pode ser classificada como dor inflamatéria (nociceptiva) (somatica ou
visceral) ou neuropética (Sistema nervoso). E importante destacar a caracterizacao
temporal da dor, diferenciando-a em dor aguda (curta duracdo) ou dor cronica (longa
duracdo) (KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008).

A dor neuropatica ¢é definida pela IASP, como uma dor causada ou iniciada por
uma lesdo primaria ou por disfuncdo do Sistema Nervoso Central (SNC) e/ou Periférico
(SNP). Podendo ser provocada por compressao, transeccéo, infiltracdo, isquemia, injuria
metabdlica de corpos celulares de neurdnios ou uma combinacdo desses fatores
(CARDOSO, 2012; GALLUZZI, 2007).

Na dor nociceptiva, as vias se encontram preservadas, sendo ativadas pelos
nociceptores de tecidos cutaneos (Dor somética) ou profundos (Dor visceral), sejam por
estimulos térmicos, quimicos ou mecéanicos (CARDOSO, 2012). A dor visceral e a dor
somatica geralmente sdo subagudas e podem vir acompanhadas de respostas autonémicas
ou comportamentais especificas (KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008). Outro tipo de
dor é a dor mista, que se caracteriza por ambos os tipos de dor, por exemplo, dor
nociceptiva resultante do crescimento do tumor e das metéstases e dor neuropatica
resultante da compressao do tumor em estruturas neurais. Um exemplo de dor mista é a
doroncolégica (CARDOSO, 2012).

No Brasil a prevaléncia de dor (aguda e/ou crénica) varia de 23,02 a 76,17%,
apresentando média nacional de 45,59% da populacdo. Levando-se em consideracdo as

classificacbes de mecanismos da Associa¢do Internacional para o Estudo da Dor
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(International Association for the Study of Pain - IASP), a dor nociceptiva obteve
prevaléncia de 36,70%, a neuropatica foi de 14,5%. (AGUIAR et al., 2021). Nos Estados
Unidos 50,2 milhdes de adultos (20,5%) relataram sentir algum tipo de dor. Os locais de
dor mais comuns foram nas costas, no quadril, joelho ou pé. Tais achados indicam que
um ou mais em cada cinco adultos sofrem de dor (YONG; MULLINS, 2022). Estudo
realizado com adultos com mais de 25 anos, em 52 paises, evidenciou que a prevaléncia
global ponderada de dor foi em média 27,5% (variando de 9,9% a 50,3%) (ZIMMER,;
FRASER; GROL-PROKOPCZYK, 2021).

A dor se faz presente na vida do ser humano nas mais diferentes faixas etarias.
Estudos evidenciam prevaléncia de dor em criancas e adolescentes, com uma
diversificacéo substancial, principalmente; dor de cabeca: 8-83%; dor abdominal: 4-53%;
dor nas costas: 14-24%; dor musculoesquelético: 4-40%; dores multiplas: 4-49%; outras
dores: 5-88%. (KING et al., 2011). Estudo realizado em 22 paises com adultos jovens
(15-34 anos), identificou uma taxa de prevaléncia dedor cronica de 11,6%, sugerindo que
1 em cada 9 jovens adultos experimentam dor cronica (MURRAY et al., 2021). Ja na
populacdo idosa, estima-se que que 36,6% de idosos na India eram frequentemente
incomodados pela dor e 25,2% experimentaram dor limitando a atividade habitual
(MOHANTY; AMBADE; UPADHYAY, 2022). Nos EUA a prevaléncia de dor
neuropatica foi de 14,6% entre idosos residentes em asilos (MBRAH et al., 2022).

Estudo recente demostrou uma prevaléncia de sintomas de dor p6s-COVID de
origem musculoesquelética em pacientes que sobreviveram a infeccdo (sindrome
respiratdria aguda grave pos covid), como: mialgia (5,65% a 18,15%), dor articular (4,6%
a12,1%) e dor no peito (7,8% a 23,6%) em diferentes periodos de seguimento durante o
primeiro ano de pds-infeccdo. A amostra incluiu 14.639 pacientes (FERNANDEZ-DE-
LAS-PENAS; NAVARRO-SANTANA, 2022).

2.1.2 Dor agudae dor cronica

A dor aguda inicia-se com uma lesdo ou injuria, induzindo o surgimento de
respostas reflexas e comportamentais coordenadas. Substancias algogénicas séo liberadas
no local, estimulando terminag6es nervosas (nociceptores) de fibras mielinizadas finas ou
amielinicas; suaevolucdo natural mira manter o danotecidual o mais controlado possivel,

porém, em decorréncia da ativacdo de vérias vias neuronais de modo prolongado, o
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carater da dor pode se modificar e a dor aguda cronificar-se (SALLUM; GARCIA;
SANCHES, 2012).

Diferentemente das dores agudas, a dor cronica pode estar associada com a

continuacdo da patologia ou persistir apds a recuperacdo da doenca ou lesdo. A dor

cronica é mais que um sintoma, é a doenca que perdura; ndo desaparece apos a cura da

lesdo ou esta relacionada a processos patoldgicos cronicos. A literatura aponta um tempo
igual ou superior a trés meses de permanéncia dador (SALLUM; GARCIA; SANCHES,

2012). A dor também pode ser classificada quanto as caracteristicas fisiopatoldgicas
(quadro 1) (KLAUMANN:; WOUK; SILLAS, 2008).

Quadro 1 - Classificagdo dador quanto aos mecanismos fisiopatologicos.

Tipo Subtipo Caracteristicas Exemplos
Constante, muito bem | Osteoartrose, artralgias,
. localizada, que se exacerba | metastase Ossea, infiltracdo
Somatica . o X
com movimentos e alivia com | de tecidos moles.
0 repouso.
-Em aperto ou com sensacgdo | Cancer ou metastases
?nil ?;EZ?&Z d;fgﬁgﬂfjeameme abdominais. Infiltracdo
' visceral  poOs-quimioterapia
(cistite hemorréagica,
mucosite)
- Intermitente, clica | -Tumores que cursam
Nociceptiva | Visceral asstomflda_l a reacdes | ., obstruciio de visceras
autondmicas (nduseas, ocas do TGI
sudorese) pobremente
localizada.
Dor do membro fantasma,
Neuropatia periférica
Deaferentagio dl,abetlca, (DPN), Neuralgia
pos-herpética (NPH).
Central . « A .
Disfuncdo Autondmica Sindrome Complexa
Regional tipo 1 e Il
Neuropatica . . e
(ou P Polineuropatias Neuropatia diabética,
neurogeénica) neuropatia pos-
Periférica quimioterapia e radioterapia

Mononeuropatias.

Invasdo de plexo

braquial, neuralgia
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trigeminal.

(CARDOSO, 2012; GALLUZZI, 2007; KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008;
PASERO; MCCAFFERY, 2010).

Outro tipo de dor é a dor psicogénica, a qual esta relacionada a prevaléncia de
fatores psicoldgicos na génese da sensacdo dolorosa. Esse tipo de dor pode ser observado
em distlrbios psicoldgicos como na depressdo e na ansiedade generalizada (FURST,
1999).

2.2 Dor e Nocicepcéao

Dor e nocicepgdo sdo fendmenos diferentes. A dor ndo esta relacionada apenas a
atividade em neur6nios sensoriais. A expressao verbal é um dos varios comportamentos
para manifestar a dor; incapacidade de se comunicar ndo nega a possibilidade de que um
ser humano ou um animal sente dor (COHEN; QUINTNER; VAN RYSEWYK, 2018;
RAJA et al., 2020).

O componente fisioldgico da doré chamado nocicepcao, que é a deteccdo dalesdo
tecidual por transdutores especializados ligados a fibras dos nervos periféricos, do tipo
AJd (delta) e C, as quais transmitem sinais ao sistema nervoso central, influenciados pela
inflamacg&o e por estimulos ambientais fisicos ou quimicos. A nocicepcao consiste dos
processos de transducdo, transmissdo, modulacéo e percepcao de sinais neurais gerados
em resposta a um estimulo nocivo externo. Esses processos se dao a partir de trés
neurdnios: neurdnio de primeira ordem com origem na periferia e prolongando-se para a
medula espinhal, neurénio de segunda ordem (medula espinhal) e o neur6nio de terceira

ordem estende-se para o cortex cerebral (CHEN; SEHDEV, 2019; KLAUMANN,;
WOUK; SILLAS, 2008).
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Figura 1. Circuito Nociceptivo
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Fonte: Autor (adaptado de Golan, 2009).

O primeiro processo na sequéncia dos eventos que originam o fendmeno doloroso
é a transducdo (figura 1), que consiste na transformacdo dos estimulos agressivos
(térmicos, mecénicos ou quimicos) em potenciais de acdo. Esses potenciais s&o
transmitidos para 0 SNC através das fibras nervosas periféricas. Neurotransmissores que
sdo produzidos dentro do corpo celular (ganglio da raiz dorsal) e sdo liberados por
terminacdes das fibras nervosas (periféricas e centrais) produzindo o sinal doloroso
perifericamente e também de eventos que levam as percepgdes centrais (BASBAUM et
al., 2009; CHEN; SEHDEV, 2019).

O tecido danificado libera e produz inUmeros fatores que, por sua vez, ativam
terminagdes nervosas. Esses fatores sdo substancias algogénicas (acido araquidonico,
citocinas, serotonina, noradrenalina, bradicinina, histamina, substancia P, fator de
crescimento nervoso, globulina, quinases proteicas, prostaglandinas, leucotrienos, entre
outros), em decorréncia do processo inflamatério ou traumatico, ocorrendo uma
amplificagdo da sensacdo dolorosa (figura 3) (BASBAUM et al., 2009; MARQUES,
2004).
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A liberacdo dessas substancias estimula os canais transdutores, tendo como
principal exemplo os canais de potencial receptor transitorio (TRP), que funcionam
semelhante ao canal de potassio fechado por tensao, e assim, ajudam a iniciar potencias
receptores, induzindoum potencial deacéo nas fibras nervosas (BASBAUMet al., 2009;
VENKATACHALAM; MONTELL, 2007).

O segundo estagio na sequéncia dos eventos que originam o fendmeno doloroso é
a transmissdo. A informacdo do estimulo nocivo é transmitida, principalmente através de
neurdnios nociceptivos aferentes primarios (tipo Ad e C) que conduzem o estimulo em
diferentes velocidades. As fibras Ao sdo pouco mielinizadas e podem ser divididas em
duas classes principais, onde se diferenciam pela temperatura de ativagdo. As fibras C
(polimodais) transmitem estimulos mecanicos, térmicos e quimicos, em uma velocidade
muito mais lenta em virtude de ndo possuirem bainha de mielina (figura 2). Os
nociceptores tém seus corpos celulares que vao do ganglio daraiz dorsal até as camadas
superficiais do corno dorsal da medula espinhal, onde ha liberacdo de mediadores como
glutamato, acetilcolina e substancia P, para a retransmissdo da mensagem (figura 3)
(BASBAUMetal., 2009; JULIUS; BASBAUM, 2001; KLAUMANN; WOUK; SILLAS,
2008).

Figura 2. Tipos de Neurdnios Sensoriais primarios

Aa e Ap ASlell C
Tipos de
Fibras
O™~ e

Mielinizacio  Muita Pouca Anzente
Diimetro 10 2-6 04-12
(um)
Velocidade de 30 - 100 1.2-30 05-2
Conducio
(m/s)
Temperatura Nio reconhece Tipo I = 53°C =43°C

Tipo II = 43°C
Tipo de sinal  Propriocepcio Térmico, mecdnico e Térmico, mecinico e

QUIICO QuUimco

Fonte: Adaptado de Julius e Basbaum, 2001.
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As fibras aferentes nociceptivas terminam predominantemente no corno dorsal da
medula espinhal. Assim, a informacéo nociceptiva € transmitida da medula espinhal para
o tronco encefélico e ao talamo, que a seguir, transmitem sinais ao cortex, hipotalamo e
sistema limbico (ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIK, 2004; GOLAN et al., 2009).

O terceiro aspecto do processamento do estimulo nocivo € a modulacdo. A
modulacdo envolve o mecanismo de supressdo dador, que é desencadeada pelas proprias
vias nociceptivas. Este evento representa alteragcdes que ocorrem no sistema nervoso em
resposta a estimulos nocivos inibindo seletivamente tais sinais recebidos, modificando
assim a transmissdo do sinal para centros superiores (FERNANDES; GOMES, 2011,
OSSIPOV; DUSSOR; PORRECA, 2010; YAKSH, 2006).

Estudos destacam o importante papel do corno dorsal da medula espinhal na
modulagdo da transmisséo do sinal nociceptivo. Em 1965, Melzack e Wall propuseram o
efeito dessa influéncia através da teoria da comporta, que ainda possui grande validade
na comunidade cientifica. De acordo com esse modelo, a dor s € percebida quando os
neurdnios nociceptivos ndo especificos (T), que sdo responsaveis por transmitir o sinal
nociceptivo para estruturas supraespinhais, sdo ativados. Quando ocorre ativacdo das
fibras de grande didmetro (Aa e AP), ha ativacdo dos interneurdnios inibitorios, que
podem ser GABAZérgicos ou glicinérgicos, localizados na substéancia gelatinosa (SG),
impedindo a ativacdo do neurdnio T. Esse interneuronio pode ser inibido pela ativacéo
das fibras nociceptivas de pequeno didmetro (Ad ¢ C). Dessa forma, a ativagdo das fibras
Ao e AP aumenta a ativacdo inibitéria do interneurdnio, fechando a comporta e
bloqueando a propagacdo para as vias supraespinhais, enquanto a ativacao das fibras Ad
e C, pela ativagdo dos interneurdnios inibitorios, podem abrir a comporta, facilitando a
transmissdo do sinal nociceptivo. (ALMEIDA; ROIZENBLATT,; TUFIK, 2004,
CALVINO; GRILO, 2006; BASBAUM et al., 2009; OSSIPOV; DUSSOR; PORRECA,
2010; YAKSH, 2006). Portanto, a medula espinhal ndo executa somente a recepcao e
transmissdo dosimpulsos sensoriais, mas também um elevado grau de modulagéo central,
envolvendo abstracdo local, integracdo, selecdo e dispersdo apropriada dos impulsos
sensoriais (FERNANDES; GOMES, 2011; OSSIPOV; DUSSOR; PORRECA, 2010;
YAKSH, 2006).



ANDRADE, HH.N | 32

Figura 3. Circuito nociceptivo; liberacdo de substancias algogénicas
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Fonte: adaptado de STANLEY OISETH (2022).

A regido do corno dorsal da medula espinhal esta organizada anatomicamente em
ld&minas numeradas de | a V (BASBAUM, A.; JESSEL, 2000) e recebem os estimulos
oriundos das fibras aferentes primarias. Tais estimulos sdo processados por
interneurdnios excitatorios (glutamato) e inibitérios (GABA ou glicina), levando a
informac&o para areas cerebrais (via ascendente da dor). As projeces ascendentes visam
o0 talamo e as projecdes colaterais visam os nucleos mesencefalicos. Os axbnios presentes
nesses neurdnios de projecdo, passam através dos tratos espinotalamicos contralaterais e
realizam sinapses com neurdnios localizados no tdlamo onde estdo presentes outras
projecbes para o cortex somatosensitivo (BASBAUM et al., 2009; BASBAUM, A,
JESSEL, 2000).

As vias descendentes inibitorias para a dor (figura 4) controlam os impulsos no
corno posterior, partindo da amidala e do hipotalamo rumo a regido periaquedutal
cinzenta (PAG). A regido periaquedutal, passa pelo Locus Coeruleus (LC) e projeta-se

para a medula rostroventral (RMV). A medula rostroventral projeta-se para o corno da
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medula espinhal. A Inibicdo da dor por essa via se da devido a mediadores quimicos

(serotonina, as catecolaminas e os peptideos endogenos) produzidos pelos neurdnios
(OSSIPOV; DUSSOR; PORRECA, 2010; RANG; DALE, 2012; TODD, 2010).

A PAG esta diretamente envolvida na supressdo da dor. A PAG recebe varias
aferéncias de varias estruturas do encéfalo, muitas das quais sdo responsaveis pela
transmissdo de informacdes relacionadas ao contexto emocional. Os neuronios da PAG
enviam axodnios descendentes a varias regides localizadas na linha média do bulbo,
especialmente para os nucleos da rafe. Esses neurdnios bulbares projetam os axénios, por
sua vez, para os cornos dorsais da medula espinhal, onde podem deprimir de maneira
eficiente a atividade dos neurbnios nociceptivos (BEAR; CONNORS; PARADISO,
2002).

Figura 4. Via descendente inibitdria dador
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Fonte: Autor. Criado com BioRender.com
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2.3 Dor e Estresse Oxidativo

A hiperalgesia ¢ o resultado de um estado persistente de sensibilizacdo aferente
periférica, durante a inflamacdo aguda/crbnica, que posteriormente leva a sensibilizacdo
espinhal através da liberacdo do glutamato e da producdo de radicais livres (espécies
reativas de oxigénio (EROs) e especies reativas de nitrogénio (ERNs) (ILARI et al.,
2020).

O estresse oxidativo é definido como um desequilibrio entre os niveis celulares
mais elevados de EROs e ERNs e os sistemas de defesa antioxidante celular. O estresse
oxidativo é reconhecido por desempenhar um papel central na fisiopatologia de diferentes
doencas (BURTON; JAUNIAUX, 2011) como; Esclerose lateral amiotrofica, Doenca de
Huntington, Alzheimer, Parkinson, doengas vasculares, envelhecimento e na dor
(MARIANI et al.,, 2005; TAHA; BLAISE, 2012). O estresse oxidativo afeta
predominantemente o cérebro, e esta vulnerabilidade é devida, principalmente, ao intenso
metabolismo aerdbico e perfusdo sanguinea, o que gera grande quantidade de
EROsS/ERNs (ILARI et al., 2020).

Os mecanismos de geracdo de radicais livres ocorrem, sobretudo, nas
mitocdndrias, membranas celulares e no citoplasma, na via do acido urico (enzima
xantina oxidase), na inflamacao e em fagdcitos, no processo de isquemia e nos exercicios
fisicos. Fatores externos (como tabagismo, poluicdo, radiacdo, medicamentos, pesticidas,
solventes industriais, dentre outros) influenciam nos niveis de radicais livres (figura 5)
(GUAN; LAN, 2018; KUMAR; PANDEY:;LIU, 2015). EROs e (ERNSs) sdao moléculas
muitos reativas, que se apresentam de duas maneiras (A/B):

(A) Radicais livres — caracterizado por apresentar um ou mais elétrons desemparelhados.
Ex: didxido de nitrogénio (°NO2), 6xido nitrico (*NO), radical hidroxila (*OH), peroxila
(ROO+/LOQ¢), anion superoxido (O2°¢) hidroperoxila (HO2e) alcoxila (RO</LO¢).
(GULCIN, 2020; KIM et al., 2015; VALKO et al., 2007).

(B) Nao radicais livres — ndo possuem elétrons desemparelhados. Ex: ozénio (O3), &cido
hipocloroso (HCIO), oxigénio singlete (102), peréxidos lipidicos (LOOH), peroxinitrito
(ONOOQO), peroxido de hidrogénio (H202) (GULCIN, 2020; KIM et al., 2015; VALKO
et al., 2007).
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Figura 5. Fatores externos e internos geradores de EROs e o papel do EROs
desencadeando a inflamacéo.
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Fonte: Autor. Criado com BioRender.com

Em condicbes normais, as ERO intracelulares sdo benéficas, agindo na protecdo
contra patdgenos invasores, e os niveis de ERO se mantém controlados por varias
atividades enzimaticas. Em condigdes patolégicas, os niveis de ERO intracelulares
aumentam devido ao desequilibrio na producdo ou remocgdo destas espécies/radicais,
causando danos celulares que véo desde o inchaco citoplasmatico até a morte. Sendo
assim, a remoc¢do de ERO que se encontra em excesso € muitas vezes importante para
restaurar as condicdes normais (KIM et al.,, 2004), e podem prevenir os achados
caracteristicos associados a dor inflamatdria e outras etiologias diferentes de dor (ILARI
et al., 2020).
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Figura 6. Mecanismos de sensibilizagdo neuronal promovido por EROs.
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O estresse oxidativo pode interferir em processes fisiologicos como inflamacéo e
percepcdo da dor. A expressdo génica pro-inflamatéria induzida por EROs promove a
ativacdo de leucdcitos e sintese exagerada de citocinas e mediadores inflamatorios,
conduzindo o organismo a um estado de inflamacdo cronica. As EROs podem ativar a
expressao génica através davia das proteinas quinases ativadas por mitogenos (MAPK)

ou diretamente por meio defatores transcricionais, como NF-KB (RANNEH et al., 2017).

Devido ao seu alto teor em fosfolipidios e mitocéndrias axonais, e de uma fraca
defesa antioxidante neuronal, os nervos dos mamiferos sdo extremamente suscetiveis a
radicais livres. Em virtude dessas limitagcdes, as EROs podem atuar por diferentes vias
para promover a sensibilizacdo periférica/central, impactando na forma como sera
conduzido o estimulo nocivo. Além de promover reducdo nas defesas antioxidantes,
disfuncao mitocondrial, peroxidarao lipidica e danoao DNA, o estresse oxidativo no SNC
também promove ativacdo de células da glia e leucdcitos. O aumento de calcio

intracelular é peca chave na etiologia da dor neuropatica, e a ativacdo direta de canais da
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familia dos receptores de potencial transitério (TRP) por EROs permite o influxo, desta

forma, contribuindo para a sensibilizacdo neuronal (figura 6) (CARRASCO et al., 2018).

2.4 Antioxidantes

Um antioxidante € uma molécula capaz de inibir a oxidacdo de outras moléculas
e reduzir efeitos nocivos das ERO, retardam o progresso de muitas doengas cronicas, bem
como a peroxidacdo lipidica. Estudos cientificos relatam os variados beneficios de
antioxidantes em processos como envelhecimento, estresse, apoptose, infestagdo de
patdgenos e doencas neuroldgicas (GULCIN, 2020).

Os antioxidantes podem ser enzimaticos (superdxido dismutase — SOD, glutationa
peroxidase e catalase) ou ndo-enzimaticos (vitaminas C e E, glutationa, carotenoides,
flavonoides e outros) (GULCIN, 2020b; KAPOOR et al., 2019).

O excesso de radicais livres durante o estado de dor é geralmente inativado por
antioxidantes, que inibem a oxidacdo de outras moléculas, removendo diretamente
radicais livres (pro-oxidantes) e fornecendo protecdo méxima para sitios biologicos
(ILARI et al., 2020). Os humanos ingerem antioxidantes diretamente de frutas e vegetais

frescos e secos, que contém uma grande quantidade de flavonoides (GULCIN, 2020).

2.5 Determinacdo de nitrito por espectrofotometria

O métodomais usado para a andlise de nitrito é baseado na reacdo de Johann Peter
Griess. A reacdo de Griess foi realizada pela primeira vez em 1879 e tornou-se a técnica
mais comum para a deteccao de nitrito. Na reacdo de Griess, 0 nitrito reage com &cido
sulfanilico sob condic6es &cidas para formar um ion diazénio, o qual se acopla com a a-

naftilamina formando um corante azo vermelho-violeta, solivel em agua (SILVA,
KORN; DE ANDRADE, 2007; TSIKAS, 2007).

Outros reagentes também podem ser usados na reacdo de Griess, para a reacéo de
diazotacdo e acoplamento, a saber, sulfanilamida e N-(1-naftil) etilenodianina (NED).
NED apresenta varias vantagens sobre componentes de acoplamento, tais como N,N-
dimetil-1-naftilamina em termos de reprodutibilidade, maior rapidez de acoplamento,

aumento na sensibilidade e aumento da solubilidade &cida do azo corante (TSIKAS,
2007).
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A reacdo de Griess modificadausando sulfanilamida e NED é atualmente a reacao
mais usada para determinacdo quantitativa de nitrito (EATON; CLESCERI;
GREENBERG, 2014; TSIKAS, 2007). A metodologia de Griess tem ampla aplicagdes
tanto para determinacéo de nitrito como para nitrato. Tendo como partida a diazotacao de
uma amina aromatica pelo nitrito em meio acido com subsequente reacéo de acoplamento,
fornecendo um corante altamente colorido no qual a concentragdo de nitrito pode ser
calculada. Dependendo do reagente selecionado, a absor¢cdo maxima para o produto
colorido é geralmente encontrada no intervalo de 500 a 600 nM (nmol) (MOORCROFT;

DAVIS; COMPTON, 2001; RIDER; MELLON, 1946; SILVA; KORN; DE ANDRADE,
2007) .

2.6 Tratamento Farmacoldgico da dor

O tratamento farmacoldgico para o controle dador é composto, basicamente, por
trés grupos de drogas analgeésicas:

I) Analgésicos periféricos representados pelos anti-inflamatérios ndo esteroidais
(AINES);

I1) Farmacos adjuvantes, como os antidepressivos, anticonvulsivantes, ansioliticos e

antipsicoticos;
[11) Analgésicos de agdo central como os opioides.

Os AINEs fazem parte de um grupo heterogéneo de compostos, que apresentam
um ou mais anéis aromaticos ligados a um grupamento acido funcional. Sdo acidos
organicos fracos que atuam principalmente nos tecidos inflamados e se ligam,
significativamente, a albumina plasmética. O mecanismo de acdo dos AINEs, seus efeitos
terapéuticos e colaterais resultam principalmente dainibicdo daenzima COX, diminuindo
a sintese das prostaglandinas (PG) e reduzindo a intensidade do processo inflamatério
(MONTEIRO et al, 2008; MURI; SPOSITO; METSAVAHT, 2009). Os AINEs
apresentam propriedades anti-inflamatérias, analgésicas e antipiréticas. S&o
principalmente indicados para o tratamento de doencas reumaticas e nao-reumaticas
como, osteoartrite, artrite psoriatica e artrite reumatoide. Também tém indicagdo para o

tratamento de dor leve e moderada devido as suas propriedades analgésicas prolongadas
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e diminuem a temperatura corporal elevada sem provocar dependéncia quimica
(MONTEIRO et al., 2008; MURI; SPOSITO; METSAVAHT, 2009). Sado exemplos de
AINEs o diclofenaco, ibuprofeno, Piroxicam, nimesulida, etc.

O segundo grupo é dos farmacos adjuvantes que sdo usados como analgésicos,
particularmente para tratar estados dolorosos neuropéticos, que respondem mal aos
analgésicos convencionais e trazem importantes problemas clinicos. Esse grupo inclui os
seguintes; antidepressivos triciclicos, particularmente imipramina e amitriptilina. Estes
farmacos atuam centralmente, inibindo captura da noradrenalina e sdo altamente eficazes
em aliviar dor neuropatica em alguns casos, mas ndo em todos, sua acdo é independente
deseus efeitos antidepressivos; Antiepilépticos, como a carbamazepina e gabapentina sdo

vezes eficazes na dor neuropatica (COSTA et al., 2007; JAHAMUNNA ABRANTES
ANDRADE et al., 2008).

O terceiro grupo sdo os analgésicos de acdo central tais como os farmacos
opioides, a exemplo da morfina e da codeina. S&o Uteis no tratamento de dor viscerais
difusas, dores associadas ao cancer e na analgesia pré e pos-cirdrgica. O mecanismo de
acao destes farmacos envolve a ativacdo dos receptores opioides p (mu), 6 (delta) e «
(kappa). O uso de opioides, como a morfina, em tratamento doloroso é limitado pelos
diversos efeitos indesejados, e também o uso prolongado pode ocasionar tolerancia com
consequente reducdo da analgesia em uma dose fixa. Outradesvantagem é a possibilidade
de acarreta em sindrome de abstinéncia ao findar o uso (MCDONALD; LAMBERT,
2013; MIZOGUCHI et al., 2012).

2.7 Considerac@es gerais sobre produtos naturais/dleos essenciais

O tratamento da dor inclui medidas farmacoldgicas e ndo-farmacoldgicas. Antes
da revolugdo da medicina moderna, varias civilizagbes utilizavam plantas com

propriedades curativas, praticas que até hoje sdo comuns em diversos paises, inclusive no
Brasil (PIMENTEL et al, 2015)

Uma Grande parcela dos farmacos em uso clinico atualmente ou sdo de origem
natural ou foram sintetizados quimicamente a partir de produtos naturais. As plantas sdo
importantes fontes de substancias biologicamente ativas. Varios metabdlitos secundarios

ou especiais se sobressairam como matérias-primas valiosas para a producdo de inlmeros
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medicamentos que se encontram disponiveis para comercializacdo no mercado,

ressaltando a importancia do estudo com produtos naturais como estratégia para 0
desenvolvimento de novos farmacos analgésicos (BARREIRO; BOLZANI, 2009).

O uso de plantas e seus derivados com finalidades terapéuticas tém ocorrido de
forma extensiva e crescente em todo o mundo. Dentre os produtos de origem natural,
destacam-se os 6leos essenciais (OESs), que sdo substancias volateis extraidas de plantas
aromaticas geralmente encontradas em paises de clima temperado e tropical. Séo liquidos
de origem natural, contendo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, com
aroma acentuado, podendo ser obtidos detodas as partes das plantas, como botdes, flores,
folhas, caules, ramos, sementes, frutos, raizes ou cascas. Apresentam aplicacdes na area

alimenticia, na agricultura, na saide e na indlstria de cosméticos representando um
importante produto no campo industrial (LEITE et al., 2020).

Os principais constituintes quimicos existentes nos 0Oleos essenciais sdo 0s
terpenos e fenilpropanoides. Sua diversidade de efeitos farmacologicos é provavelmente
devido a variabilidade quimico-estrutural que os constituintes dos 6leos essenciais
apresentam. Estudos recentes tém demonstrado a eficicia desses constituintes em

diversas atividades biolégicas em modelos animais, incluindo a atividade antinociceptiva
(DE SOUSA, 2011 SARMENTO-NETO et al., 2015; OLIVEIRAZet al., 2014).

2.8 Atividade Antinociceptiva dos Fenilpropanoides

Os OEs séo formados por uma mistura complexa de diferentes compostos que séo
classificados em terpendides, sesquiterpenos e fenilpropanoides (DE SOUSA, 2011). Os
fenilpropanoides representam um grande grupo de compostos orgénicos produzidos por
plantas para protegé-las de infeccdes, radiacdes ultravioletas e herbivoras. Eles sdo
sintetizados a partir do aminoacido fenilalanina que é convertido em acido cindmico. O
grupo acido carboxilico do &cido cindmico é reduzido, gerando os fenilpropanoides (SA
et al., 2014). Ha relatos na literatura cientifica evidenciando a participacdo de varios

fenilpropanoides com atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria (quadro 2).
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Quadro 2 - Fenilpropanoides com atividades antinociceptiva e/ou Anti-inflamatoria.

Nome Estrutura quimica Atividade Autor
MeO Antinociceptiva | (FONSECA et
al., 2016).
Orto-eugenol
HO
OH Antinociceptiva (DANIEL et al.,
2009).
MeO
Eugenol
OMe Antinociceptiva (YANO et al,
2006)
MeO
Metileugenol
Antinociceptiva (ASSIS, 2016).
2 alilfenol

Calceolarioside

OH

Ho
0
0
H H
o ...
o *olt
H )
o H
H

Antinociceptiva

(PIERETTI et
al., 2022)
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2.9 Alcool Cinamico

O AC é um alcool priméario que compreende um ndcleo aciclilico com um
substituinte hidroxila na posi¢cdo 1 e um substituinte fenilo na posicdo 3 (geometria da
ligacdo C = C ndo especificada). Faz parte do grupo dos fenilpropanoides, apresenta
formula molecular C9H100, de cor branca para amarelo, naturalmente encontrado no
Oleo essencial da casca da canela (Cinnamomum zeylanicum Blume) e de outras

arvores/arbustos do género Cinnamomum (PUBCHEM, 2021).

A canela é uma especiaria comum usada por varias culturas no mundo todo ha
muito tempo. E obtida a partir da casca interna das arvores do género Cinnamomum, uma
planta tropical perene que possui duas variedades principais; Cinnamomum zeylanicum e
Cinnamomum cassia. Além de ser bastante utilizada na culinaria, na medicina ayurvédica
nativa a canela é tidacomo alternativa no tratamento de doengas respiratorias, digestivas
e ginecoldgicas. Os O6leos volateis obtidos da casca, folha e raiz diferem
consideravelmente na composicdo quimica, 0 que sugere que também podem variar em
seus efeitos farmacoldgicos (RANASINGHE et al., 2013).

Seus extratos contém diversos componentes ativos, como AC, aldeido cindmico e acido

cinamico (Figura 7).

(4) (B) (©)

> COOH

Figura 7. Estrutura quimica do &lcool cindmico (A), aldeido cindamico (B) e é&cido
cindmico(C). Fonte: Pubchem 2020.

Osderivados cindmicos sdo dotados de importantes propriedades farmacologicas.
Em nivel de SNC, estudos ndo clinicos descreveram que o AC é um composto capaz de
promover efeitos ansiolitico-simile e antinociceptivo (ANDRADE et al., 2020),
antidepressivo-simile  (SAKINA; DANDIYA, 1990), anti-neuroinflamatério
(GUNAWARDENA et al.,, 2015) e neuroprotetor (CREWS STAVINOHA; ANIL
VATTEM, 2015). Os efeitos antimicrobiano, antioxidante, anti-inflamatério também

foram relatados (MONTEIRO et al., 2021). Esses estudos, portanto, fundamentam novas
pesquisas que investigam as potencialidades antinociceptiva e anti-inflamatéria do AC.
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2.10 Docking molecular

Nas Gltimas décadas, o uso de metodologias in silico como quimioinformatica,
modelagem molecular e a inteligéncia artificial aumentaram significativamente. As
abordagens in silico permitem a triagem virtual de milnGes de compostos em um tempo
acessivel, reduzindo os custos iniciais de identificacdo de acertos e melhorando as
chances de encontrar os candidatosa farmacos desejados (PINZI;RASTELLI,2019). As
metodologias de acoplamento visam prever o modo de ligacdo experimental e a afinidade
de uma pequena molécula dentro do local de ligacdo do receptor alvo de interesse. O
acoplamento molecular consiste em trés principais objetivos conectados: previsdo de
pose, triagem virtual e estimativa de afinidade vinculante (GUEDES; DE
MAGALHAES; DARDENNE, 2014)

Uma metodologia de acoplamento bem sucedida deve ser capaz de prever
corretamente a pose de ligante nativa dentrodo local deligacdo doreceptor e as interaces
moleculares fisico-quimicas associadas (GUEDES; DE MAGALHAES; DARDENNE,
2014). O docking molecular ¢ um exemplo de um dos métodos in silico bem sucedidos,

baseados em estrutura, ajudando a prever as interacdes que ocorrem entre moléculas e
alvos bioldgicos (PINZI; RASTELLI, 2019; SALMASO; MORO, 2018).

Para a realizacdo de um célculo de docking é necessario obter a estrutura alvo, que
geralmente consiste em uma grande molécula bioldgica (proteina, DNA ou RNA). Tais

macromoléculas podem ser obtidas do Protein Data Bank (PDB), que fornece acesso a
coordenadas atbmicas 3D (TORRES et al., 2019).

Em geral, existem dois objetivos principais em estudos de docking, primeiro: a
energia de afinidade do ligante pela proteina correta, segundo; a predi¢do da pose do
ligante. Com a predicdo da pose entre duas moléculas (proteina-ligante ou proteina-
proteina), dentro de um sitio de ligacdo e a estimacdo do célculo da sua afinidade de
ligacdo (KASTRITIS et al., 2011) é possivel observar as interacdes entre o ligante e 0s
residuos pertencentes ao sitio de ligacdo do receptor, como por exemplo, ligacdes de
Hidrogénio e interacdes eletrostaticas e de van der Waals.(KITCHEN et al., 2004; PINZI;
RASTELLI, 2019; TORRES et al., 2019)
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O método de docking precisa de dois componentes principais: A primeira etapa é
a aplicacdo do algoritmo que representa pequenas espécies quimicas (ligantes) no sitio
ativo de dada proteina, com o intuito de detectara melhor pose do ligante (TORRES et
al., 2019). Em segundo momento, sdo utilizadas fungdes de scoring para avaliar os modos
de interacdo entre o ligante e a proteina, direcionando a busca para conformacfes de
ligante com maior afinidade pelo receptor.(HUANG; GRINTER; ZOU, 2010; WANG;
LU; WANG, 2003)

As funcBes de scoring podem ser divididas em trés classes principais: baseadaem
campo de forga, empirica e baseada em estruturas conhecidas (HUANG; GRINTER,;
Z0U, 2010; WANG; LU; WANG, 2003). O método baseado em estruturas conhecidas
se baseia na analise estatistica da interacdo de pares de atomos a partir do complexo
proteina-ligante com estruturas tridimensionais disponiveis. O método baseado em campo
deforca utiliza os campos de forca classicos e consiste no somatorio de termos de energia.
Os métodos empiricos sdo baseados na correlacdo da energia livre de ligagdo com uma
soma ponderada de variaveis ndo relacionados. (PINZI; RASTELLI, 2019; SALMASO;
MORO, 2018; TORRES et al., 2019)

2.11 Modelos animais para avaliacdo do potencial antinociceptivo de produtos

naturais.

H& milhares de anos, as plantas sdo utilizadas como agente terapéutico, em
diversas formulacgdes, seja naforma dedrogas brutas como chas, pds e outras formulacfes
de ervas. Com o isolamento de compostos ativos, como por exemplo, o isolamento da
morfina do 6pio no inicio do século XIX, foi possivel a utilizacdo destes compostos na
forma de medicamento. A descoberta de drogas de plantas medicinais levou ao
isolamento de drogas primitivas como cocaina e codeina, dentre outras (BALUNAS;
KINGHORN, 2005)

Existem uma grande variedade de produtos naturais, no entanto, apenas uma
pequena parte tem suas caracterizagdes fitoquimicas e potencial bioldgico estudados.
Fazendo com que seja necessario cumprir algumas etapas (extracdo, isolamento,
identificacdo e obtencdo de andlogos estruturais dos metabdlitos biologicamente ativos),

associado ao conhecimento toxicologico e o potencial farmacoldgico da substancia séo
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indispensaveis para obtencdo de novos agentes terapéuticos. Por fim, trazendo a
necessidade da realizagdo de ensaios bioldgicos(ALMEIDA JUNIOR, 2019).

Apesar do grande quantitativo de farmacos disponiveis para o tratamento da dor,
h& uma incessante e necessaria busca por novos compostos com atividade efetiva, tendo
em vista as limitacdes existentes nos tratamentos disponiveis no mercado, como os efeitos
adversos. A dor apresenta diferentes vias de sinalizacdo, o que faz com que seja
necessario a utilizacdo de diferentes modelos experimentais que diferencie uma possivel
atividade nociceptiva de um composto natural por mecanismos centrais ou periféricos
(resposta inflamatéria)(ALMEIDA JUNIOR, 2019; SILVA et al., 2013).

Os modelos experimentais mais utilizados para avaliagdo da atividade
antinociceptiva de produtos naturais, sdo subdivididos em modelos de nocicepgao por
estimulos quimicos (contor¢es abdominais induzidas por acido acético, teste da
formalina, dororofacial induzida pela formalina) térmicos (teste deretirada da cauda(tail-
flick), teste daplaca quente (hot-plate) e mecénicos (teste de Randall-Selitto, testede Von
Frey). Essas metodologias sdo bastantes utilizadas por serem modelos simples, rapidos,
confiaveis, reprodutiveis e sensiveis para farmacos com efeito antinociceptivos (SILVA,
et al. 2013; ALMEIDA, 2019).



OBJETIVOS
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antinociceptiva do alcool cindmico em estudos in vivo
(modelos animais) e in silico (docking molecular), bem como os mecanismos envolvidos

em tais atividades.

3.2 Objetivos Especificos

v" Realizar estudo computacional de predicdo (docking molecular);

v Verificar a coordenacdo motora e possiveis sinais de relaxamento muscular em

animais tratados com o alcool cindmico no teste do rota-rod;

v' Analisar a atividade antinociceptiva do alcool cindmico em modelos de
nocicepcdo quimico (teste da formalina, teste do glutamato, teste da capsaicina e

teste do acido acético) e térmico (teste da placa quente).

v Avaliar a participacdo da via do glutamato, TRPV1 e oxido nitrico no efeito

antinociceptivo do alcool cinamico.



MATERIAL E
METODOS
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Substancias

Alcool cindmico (Merck /Sigma-Aldrich Products - EUA);
Acido acético glacial (Reagen - Brasil);

Acido fosforico (Merck /Sigma-Aldrich Products - EUA);
Agua destilada (LTF/UFPB);

Cloridrato de morfina (Merck /Sigma-Aldrich Products - EUA);
Capsaicina (Merck /Sigma-Aldrich Products - EUA);

DMSO (Merck /Sigma-Aldrich Products - EUA);

Etanol (LTF / UFPB — Brasil);

Formaldeido 37% (Vetec — Brasil);

Glutamato (Merck /Sigma-Aldrich Products— E.U.A);

MK-801 (Merck /Sigma-Aldrich Products - EUA);
Sulfanilamida (Merck /Sigma-Aldrich Products - EUA);
N-(1-Naftil)etilenodiamina (Merck /Sigma-Aldrich Products - EUA);
Solucdo salina (NaCl);

Tween 80 (Vetec — Brasil).

49
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4.1.2 Preparacdo do Alcool cindmico

A substéncia utilizada foi o alcool cindmico (AC) (Sigma-Aldrich Products —
Cinnamyl alcohol 0.98; CAS No.: 104-54-1), cedida pelo professor Dr. Damiéo
Pergentino de Sousa do Laboratério de Quimica Farmacéutica da UFPB. Peso molecular
134,178 g/ mol, ponto de ebulicdo 250,0 ° C / 760 mmHg, Densidade 1,0397 a 35 ° C,
soltvel em agua e glicerol (PUBCHEM, 2021).

Minutos antes doinicio doteste,0 AC foi solubilizado em Tween 80 (Polissorbato
80) a 1% e em solugéo salina (NaCl 0,9%), utilizando-se concentra¢des decimais de forma
a possibilitar a injecdo de 0,1 mL/10 g de peso do camundongo. O AC foi preparado nas
doses de 6,25mg/kg; 12,5 mg/kg e 25 mg/kg para administragdo pela via intraperitoneal
(i.p.) (ANDRADE et al, 2020). Como controle negativo, utilizou-se Tween 80 a 1% em
solugdo salina (NaCl 0,9%) ou &gua destilada (CLARK, MCCRACKEN, ANNA 1971).

As demais substancias, em suas respectivas doses, foram dissolvidas em agua
destiladaou solucéo salina (NaCl 0.9% + Tween 80 a 1%) ou DSMO + alcool 99%. Todas
as doses das substancias foram injetadas no volume de 0,1 mL/ 10g de animal pela via
intraperitoneal. As Unicas excec¢fes foram a formalina, capsaicina e o glutamato as quais

foram injetadas na proporgdo 20ulL/pata (intraplantar).

4.1.3 Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) Swiss, machos, entre dois e trés
meses de vida, pesando entre 25-35 g, provenientes da Unidade de Producdo Animal
UPA/IPeFarM/UFPB. Os animais foram mantidos no biotério, em gaiolas de polietileno,
contendo, no maximo, 8 camundongos por caixa, 0s quais permaneceram sob condigdes
controladas de temperatura (21 + 2° C), ciclo claro/escuro de 12 horas cada, com livre

acesso a uma racao tipo pellets (Purina®) e agua disponivel em garrafas de polietileno.

4.1.4 CondicOes experimentais e procedimentos éticos

Todos os procedimentos experimentais (in vivo) foram realizados no Laboratorio
de Psicofarmacologia localizado no Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos
(Psifarm/IPeFarM) no periodo compreendido entre as 13:00 e as 17:00 horas. Osanimais

foram pesados, separados em grupos de no 8 por gaiola e transferidos para o local de
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realizacdo dos testes, um dia antes, a fim de permitir sua ambientacdo e minimizar o

estresse provocado pela exposi¢do a um novo ambiente.

As bancadas metélicas e os aparelhos utilizados foram higienizados com alcool
70%, entretanto, durante os testes, foi utilizado etanol com baixo teor (10%), na tentativa

de diminuir possiveis odores que pudessem interferir no comportamento dos animais.

Todo protocolo experimental foi previamente aprovado pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal da Paraiba-Brasil, sob certificado
CEUA n° 1648220719 (1D 000783).

Os testes in silico (docking molecular) foram realizados no Laboratério de
Quimioinformatica, da Universidade Federal da Paraiba, com a colaboragéo do professor

Dr. Marcus Tullius Scotti.
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Fluxograma Experimental

Estudo in silico

Docking molecular

Estudo in vivo

Teste do Rota Rod
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Atividade Antinociceptiva

Mecanismo de Agdo

Teste do Acido Acético

Teste do Glutamato

Teste da Formalina

Teste da Capsaicina

Teste da Placa Quente

Quantificacdo de Nitrito
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4.2 METODOS

4.2.1 Estudo in silico

O estudo in silico de possiveis alvos terapéuticos € uma alternativa necessaria
antes de procedimentos experimentais in vivo, uma vez que permite uma rapida analise e
compreensdo dos possiveis mecanismos moleculares envolvidos na atividade

farmacoldgica e consequentemente reducdo nos gastos no processo da descoberta de
novos farmacos (BALAKRISHNAN; RAJ; KANDAKATLA, 2015).

4.2.2 Docking molecular

O docking molecular foi utilizado para investigar o mecanismo de agdo do
composto AC na a atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria através da afinidade de
ligacdo do AC e as enzimas selecionadas no estudo. Para isso, foi obtido estruturas 3D de
duas enzimas do Homo sapiens do Protein Data Bank (PDB)
(https://www.rcsh.org/pdb/home/home.do) (BERNSTEIN et al., 1977). Apos a busca no

banco de dados (tabela 3), duas proteinas foram selecionadas, e as informag6es detalhadas

sobre elas podem ser visualizadas na tabela 1. Inicialmente, todas as moléculas de dgua
foram removidas da estrutura cristalina e o desvio quadratico médio (RMSD) foi
calculado para verificar o grau de confiabilidade do ajuste. O RMSD fornece a pose mais
préxima a estrutura experimental e é considerado bem-sucedido se o valor for aproximado
a2,0A.

4.2.2.1 Molegro Virtual Docker (MVD) 6.0

Usamos o software Molegro Virtual Docker v.6.0.1 (MVD) (THOMSEN,;
CHRISTENSEN, 2006) com os parametros predefinidos no mesmo software.
Medicamentos foram usados como padrdo para definir o sitio ativo das enzimas
selecionadas e comparar os resultados de energia de ligacdo com o AC. Em seguida, 0s
compostos foram importados em formato SDF (Standard Database Format) para analisar
a estabilidade do sistema através das interacdes identificadas com o sitio ativo da enzima,
tomando como referéncia o valor energético do MolDock Score e Rerank score
(THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006). O algoritmo MolDock SE (Simplex Evolution)
foi usado com os seguintes parametros: um total de 10 execu¢des com um maximo de
1.500 intera¢des usando uma populacdo de 50 individuos, 2.000 etapas de minimizagdo

para cada residuo flexivel e 2.000 etapas de minimizacdo global por corre. A fungdo de
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pontuacdo MolDock Score (GRID) foi usada para calcular os valores de energia de
encaixe. Um GRID foi fixado em 0,3 A e a esfera de busca foi fixadaem 15 A deraio.

Para a andlise daenergia do ligante, foram avaliadas as interagdes eletrostaticas internas

e ligagdes de hidrogénio internas.

Tabela 1. Informagdes sobre as proteinas selecionadas no estudo.

Proteina PDB ID Medicamento Resolucéo
NMDA 512N z 2.12 A
CHs
MK-801
CH,
H,C
COX2 5KIR 2.70 A
HO o
(¢]
Ibuprofeno

4.2.3 Estudo in vivo

Na psicofarmacologia o uso de modelos animais € uma estratégia para analise de
causas genéticas, ambientais e farmacologicas que podemapresentar sintomas homologos
a de humanos com determinado disturbio. Podendo-se desta maneira investigar 0s
possiveis efeitos e mecanismos de acdo de substancias especificas no Sistema Nervoso
Central (SNC) (ALMEIDA JUNIOR, 2019; BOURIN, 2015).
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4.3.1 Teste do Rota Rod

O teste do rota-rod, foi inicialmente descrito por (DUNHAM; MIYA, 1957), e
tem como intuito avaliar uma possivel atividade miorelaxante ou neurotoxica de
substancias com perfil depressor no SNC. Esta metodologia avalia a coordenacdo motora
por meio da capacidade do camundongo em caminhar/equilibrar-se sobre uma barra
giratéria em uma velocidade constante (ALMEIDA, 2006; PRITCHETT; MULDER,
2003). Um diaantes da realizacdo doteste os animais foram pré-selecionados, onde foram
considerados aptos para o teste aqueles que permaneciam na barra giratoria (7 r.p.m.) por,

pelo menos, 3 minutos em trés tentativas.

Os camundongos foram divididos em grupos de 8 animais, posteriormente 0s
animais foram tratados com o alcool cinamico (6,25 mg/kg, 12,5 mg/kg e 25 mg/kg, i.p),
0 grupo controle recebeu salina e Tween 80 a 1%, e o0 grupo padrao recebeu diazepam 2
mg/kg. i.p. Apds 60 minutos, os animais foram colocados no aparelho. Para cada animal
foi registrado o tempo de permanéncia total na barra, em um periodo de até 3 minutos,
sendo o limite maximo de trés quedas para cada animal (DUNHAM; MIYA, 1957). Os
animais foram avaliados nos tempos de 60, 90 e 120 minutos apds os tratamentos (figura
8).

Figura 8. Esquema experimental do teste do rota rod.

Tratamento ip
Grupos : Controle ( Salina Tween 1%)
Alcool Cindmico ( 6, 25;12,5 e 25 mg kg-)
Padrdo (Diazepam 2 mg kg-*)

Avaliagdo da atividade miorrelaxante
Niimero de Quedas (3 min/ 7 rpm)
60, 90 e 120’



ANDRADE, H.H.N | 56

4.3.2 Teste das contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético

O teste dascontorg¢des abdominais induzidas por acido acético é bastante utilizado
na triagem de substancias com potencial efeito antinociceptivo (ALMEIDA JUNIOR,
2019). A administracdo intraperitoneal do acido acético causa uma resposta dolorosa
visceral no abdbmen caracterizada pela liberacdo de mediadores inflamatorios
(serotonina, histamina, citocinas e eicosanoides) e ativacdo de neurdnios nociceptivos
(MING-TATT et al., 2012; REJON-ORANTES et al., 2013), essa irritacio no periténio
¢ caracterizada pela contracdo abdominal e pelo alongamento das patas traseiras (figura
9) (COLLIER etal., 1968).

Os camundongos foram divididos em cinco grupos (n=8) e pré-tratados com
veiculo, alcool cindmico (6,25 mg/kg, 12,5 mg/kg e 25 mg/kg, i.p.) ou morfina (6 mg/kg,
i.p.). Apds sessenta minutos dos tratamentos iniciais, administrou-se uma solucdo de
acido acético 1% na cavidade peritoneal que provocou uma contorcéo abdominal. Apés
5 minutos da administracdo do &cido acético, o nimero de contor¢Ges abdominais foi
registrado pelos 10 minutos seguintes. O efeito antinociceptivo foi exibido pela inibi¢do
em relacdo ao numero de contorg¢Bes do grupo controle (KOSTER, 1959).

Figura 9. Esquema experimental do teste de contor¢do abdominal induzida pelo &cido

acético
60 min 5 min
{ [ —
I [l
I - I
Tratamento i.p . Acido Acético 1% Contagem do niimero de
Grupos ; Controle ( Salina Tween 1%) contogdes por 10 min

Alcool CinAmico ( 6, 25;12,5 e 25 mg kg-')
Padrio (Morfina 6 mg kg-")
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4.3.3 Avaliacéo da atividade antinociceptiva pelo teste da formalina

O teste da formalina foi proposto por (HUNSKAAR; FASMER; HOLE, 1985).
Nesta metodologia administra-se 20pL de uma solugdo de formalina 2,5% na regido
subplantar dapata posterior direita doanimal, o que induz a estimulacdo dosnociceptores,
sendo a reducdo do tempo de lambida da pata considerado indicativo de resposta
antinociceptiva (ALMEIDA JUNIOR, 2019). O teste é composto por duas fases, uma
neurogénica e outra inflamatoéria (SHIBATA et al., 1989).

A primeira fase ocorre nos cinco primeiros minutos apés a injecdo da formalina
e, provavelmente, é resultante da estimulacdo direta dos nociceptores, levando a uma
resposta neurogénica. A inibicdo dessa fase € indicativa de drogas analgésicas que atuam
em nivel central. Em seguida, ha um periodo chamado de interfase (5-15 min), que é
caracterizado pelos mecanismos endogenos de supressio da dor (GAUMOND;
SPOONER; MARCHAND, 2007). A segunda fase (15-30 minutos) é caracterizada por
um processo inflamatorio, gerada tanto pela estimulacdo de nociceptores como pela
liberagdo de mediadores inflamatdérios (HUNSKAAR; HOLE, 1987).

Foram utilizados cinco grupos de 8 camundongos, onde administrou-se pela via
intraperitoneal os tratamentos, grupo veiculo e os trés grupos experimentais com &lcool
cindmico (6,25 mg/kg, 12,5 mg/kg e 25 mg/kg), o grupo controle positivo foi tratadocom
a droga padréo do teste, morfina a 6 mg/kg.

Transcorridos 60 minutos dos tratamentos, injetou-se a solugéo de formalina 2,5%
na regido subplantar da pata posterior direita dos camundongos (figura 10), em seguida,

esses animais foram colocados nas caixas de observacéo, sendo entdo registrado o tempo
de lambida da pata que recebeu a formalina nas duas fases do teste.
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Figura 10. Esquema experimental do teste da formalina.

60 min ]
/ b ’/ ‘ = aa
N /" ——

/’)? @ / 7 ==
il /

e I e ol o

Grupos : Controle ( Salina Tween 1%) ‘ (20mh Fase inflamatoria: 15'- 30’
Alcool Cindmico ( 6,25; 12,5 ¢ 25 mg kg)
Padrdo (Morfina 6 mg kg-") | I

4.3.4 Teste daPlaca Quente

O teste da placa quente foi descrito inicialmente por Woolfe e Macdonald (1944)
e modificado por Eddy e Leimbach (1953), o teste consiste em quantificar o tempo de
reacdo do animal ao estimulo térmico, o animal € colocado sobre uma superficie metalica
(55°C) sendo contabilizado o tempo em segundos até o mesmo apresentar 0
comportamento de tentativa de pular, sendo essa resposta indicativa de nocicepcao
(ALMEIDA JUNIOR, 2019).

O estimulo térmico do teste da placa quente € utilizado para avaliar a atividade
analgésica mediada por mecanismos centrais ja que Sao respostas nociceptivas integradas
supraespinhalmente (YAMAMOTO; NOZAKI-TAGUCHI; CHIBA, 2002). Esse
estimulo ¢ caracterizado por uma ativacao dos nociceptores (fibras C e A o) responsaveis
por conduzir o impulso nervoso ao corno dorsal damedula espinhal e aos centros corticais
(DICKENSON, 1997).

Uma hora antes do inicio do teste os animais foram pré-selecionados, onde nédo
houve administragcdo de qualquer substancia, no intuito de se avaliar a sensibilidade dos
mesmos ao estimulo térmico, sendo considerados aptos 0s animais que apresentassem a
resposta indicativa de nocicepcdo no periodo inferior a 8 segundos, quando colocados
sobre a placa (leitura basal). Para este experimento, cinco grupos de 8 camundongos,

receberam pela via intraperitoneal (i.p) os tratamentos, o grupo veiculo, os trés grupos
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experimentais com AC (6,25 mg/kg, 12,5 mg/kg e 25 mg/kg) e o grupo controle positivo
foi tratado com a droga padrdo do teste, morfina a 6 mg/kg. Posteriormente, apos 0s
respectivos tratamentos, os animais foram submetidos a avaliacdo decorridos 60, 90 e 120
minutos dos tratamentos iniciais (figura 11). O tempo maximo de permanéncia na placa
foi de 15 segundos, para minimizar danos teciduais (PARK; CHA;JEON, 2011).

Figura 11. Esquema experimental do teste da placa quente.

Placa Quente
| — 60, 90 e 120 min
55 o @ &
— ,r/? i
/
. . Tratamento i.p .

Leitura Basal Limiar do . . Tempo maximo de
Estimulo Nociceptivo Grupos : Controle ( Salina Tween1%) permanéncia 15 s.

Alcool Cindmico (6,25; 12,5 e 25 mg kg-))
Padréio (Morfina 6 mg kg-")

4.3.5 Teste de nocicepgédo induzida por capsaicina

O teste de nocicepcdo induzida por capsaicina seguiu o procedimento utilizado
por Santos e Calixto (1997). Foi administrado 20 pl de capsaicina (2,5 pg/pata feita com
DMSO, alcool 99% e agua destilada, na proporcao 8:1:1) sob a pele da superficie dorsal
da pata traseira direita dos camundongos. Os animais foram observados individualmente
por 20 minutos apoés a injecdo de capsaicina. O tempo gasto lambendo a pata injetada foi
cronometrado e foi considerado como indicativo de dor. Os animais foram tratados com
AC 12,5 mg/kg, controle (veiculo) ou Morfina 6 mg/kg (i.p), uma hora antes de receber

a injecdo intraplantar de capsaicina (figura 12).
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Figura 12. Esquema experimental do teste da capsaicina.

/ 60 min ‘ / 20 min ] )
f O ] G —

// I

/ /

Tratamento ip 20 pl de capsaicina Tempo de Lambida (s)

Grupos : Controle ( Salina Tween 1%) (2,5 pg/pata)
Alcool Cinamico (12,5 mg kg-%)
Padro (Morfina 6 mg kg-")

4.3.6 Teste danocicepc¢do induzida pelo glutamato

O glutamato é o principal aminoécido excitatorio liberado pelo sistema nervoso
central e periférico em respostas nociceptiva. Utilizamos o teste do glutamato como
modelo de dor periférica e central. O procedimento foi descrito anteriormente por Beirith;
Santos; Calixto (2002). Um volume de 20 pL de glutamato (30 umol / pata) foi injetado
por via intraplantar na superficie dorsal da pata traseira direita do camundongo. Os
animais foram observados individualmente por 15 minutos apos a inje¢do de glutamato,
pois estudos anteriores sugeriram que a resposta nociceptiva induzida pelo glutamato a
30 pmol/pata é evidente durante os primeiros 15 minutos apds a injegdo, mas quase
ausente depois (BEIRITH; SANTOS; CALIXTO, 2002). Com a administracdo do
glutamato ha uma ativacdo direta das fibras aferentes primarias, culminando numa
liberacdo de mediadores inflamatorios e neuropeptidios, bem como ativacdo dos
receptores glutamatérgicos (BORDI; UGOLINI, 1999). A literatura aponta que a resposta
nociceptiva induzida pelo glutamato esta relacionada a receptores de NMDA e nao-
NMDA localizados na regido espinhal, supraespinhal e periférica (BEIRITH; SANTOS;
CALIXTO, 2002). A guantidade de tempo gasto lambendo a pata injetada foi registrada
com um cronémetro e foi considerada indicativa de nocicepcao.

Os grupos de camundongos (n=8) foram pré-tratados por veiculo, alcool cindmico
(12,5 mg/kg, i.p.) ou MK-801 (0,15 mg/kg, i.p.). Apds uma hora das administracoes, 0s

animais receberam uma injegdo intraplantar de 20 pL de uma solugdo de glutamato (30
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umol/pata) na pata posterior direita e, logo em seguida, foram colocados individualmente
em caixas de observacdo. O parametro observado foi o tempo de lambida da pata que foi
registrado por 15 minutos apos a inje¢do do glutamato (figura 13).

Figura 13. Esquema experimental do teste do glutamato

60 min / — .
/ ¥ | : S
) ‘ @ fé @ = ii = A,j — =
/ "
Tratamento ip 20 pl de Glutamato Tempo de Lambida (s)
Grupos : Controle ( Salina Tween 1%) (30 pmol/pata)
Alcool Cinamico (12,5 mg kg-!)

MK-801 (0,15 mg kg-")
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4.3.7. Determinacdo de nitrito por espectrofotometria

Para determinacéo de nitrito utilizamos quatro grupos de camundongos (n=8), o
grupo naive (ndo recebeu tratamento), grupo AC (12,5 mg/kg i.p) e Salina (NaCl 0,9%).
Passado uma hora apés 0s respectivos tratamentos, os animais foram submetidos ao teste
de nocicepgéo induzido por formalina (com excecdo do grupo naive), findado o teste, foi
coletado o cortex pré-frontal dos camundongos. Os niveis de nitrito na regido cerebral do
camundongo foi determinado pela reacdo de Griess (GREEN AND GOLDMAN, 1981,
RADENOVIC AND SELAKOVIC, 2005). O homogenato foi centrifugado
(800g/10min), o sobrenadante foi coletado e adicionado o reagente de Griess
(sulfanilamida 1 %/ N-(1-Naftil)etilenodiamina 0.1% / acido fosférico 5% / agua
destilada, 1:1:1:1) e incubado, em temperatura ambiente, por 10min (figura 14). A
concentracdo de nitrito foi expressa em nM de nitrito/g de tecido e absorbancia das
amostras foi determinada a 560nm (GREEN; TANNENBAUM; GOLDMAN, 1981,
RADENOVIC; SELAKOVIC, 2005).

Figura 14. Esquema experimental da quantificacdo de nitrito pelo método de Griess.

60 min i ;. - — J
= W — |
Tratamento i.p =

PN Formalina 2,5%
f | (20 pl) - Exceto o Naive

Grupos : Controle ( Salina Tween 1%)
Alcool Cinimico ( 12,5 mg kg)

Cértex Pré-Frontal

l

Leitura: 560 nm Meétodo de Griess Processamento da
Amostra -

Homogenato
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4.4 Analise estatistica

A partir do teste de normalidade (D'agostino test) os dados in vivo foram analisados
usando andlise de variancia unilateral (ANOVA “one way”), teste de Tukey para
comparacgdo entre as médias. Os dados foram expressos como médias + desvio padréo
(DP) e os valores foram considerados significativos quando apresentaram um nivel de

significancia de 95%, ou seja (p) menor que 0,05 (p<0.05).
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RESULTADOS
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5. RESULTADOS

5.1 Docking molecular

O AC foi submetido ao acoplamento molecular nas proteina NMDA e COX2 para
investigacdo mecanismo de ac¢do do &lcool cindmico. Os resultados de docking foram
gerados usando a funcdo de pontuacdo Moldockscore e Rerankscore. Valores mais
negativos indicaram melhores previsdes. Foi considerado um bom resultado quando o

composto AC obteve valores de energia de ligacdo préximo ao medicamento em pelo
menos uma funcao de pontuacao.

Os resultados de docking gerados pelas funcbes de pontuacdo foram validados
pelo redocking do ligante cristalografico com todas as proteinas investigadas. Os desvios
daraiz quadrada média (RMSDs) das poses obtidas no redocking foram calculadas em
comparagio com a estrutura cristalina. Os valores RMSD inferiores a 2 A indicam um
grau ideal de confiabilidade do acoplamento. Durante a anélise de redocking, observamos
que os valores RMSD estavam abaixo de 2,0 A, ou seja, as poses geradas posicionaram
o ligante corretamente no local ativo. O ligante cristalografico do NMDA apresentou

RMSD 0.11 A e o ligante complexado & COX2 apresentou RMSD 0.22 A (Figura 15).
Os valores foram considerados satisfatérios e 0 Docking considerado confiével.

Figura 15. Sobreposicdo da pose do redocking e estrutura do ligante cristalografico. A —
Ligante cristalografico do NMDA e B- ligante cristalografico da COX2.

A B
—

Os resultados de docking podem ser visualizados nas tabelas 2 e 3. O AC obteve
bons resultados nas duas proteinas investigadas quando comparados com os resultados

obtidos pelos farmacos. Para a proteina NMDA, observamos que o AC obteve valor de
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energia Rerankscore superior ao MK-801, com valores -65.09 kcal/mol parao ACe -3.10
kcal/mol para o MK-801 (tabela 2). Porém, quando comparado com os valores de
Moldock score, 0 medicamento apresentou uma maior afinidade de ligagéo. Para a enzima
COX2, 0 AC obteve valores de energia de ligacdo proximos aos valores do ibuprofeno.

Tabela 2. Valores de energia de ligacdo analisadas nas enzimas selecionadas no estudo
usando o AC e os medicamentos (MK-801 e ibuprofeno).

Proteina AC Farmaco

Moldock score | Rerank score Moldock score | Rerank score
NMDA -80.36 -65.09 -99.56 -3.10
COX2 -64.53 -53.96 -92.85 -79.22

Analisamos as interacdes detalhadamente formadas pelo AC com as proteinas
investigadas. O composto AC conseguiu formar uma ligacao estavel de hidrogénio com
a Pro129, uma interacdo de van der Waals com a Tyr144 e trés intera¢6es hidrofobicas
com a Prol41, Thr242 e His273 com o sitio ativo da proteina NMDA. Enquanto que o
MK-801 formou interacdes mais fracas quando comparadas com o AC (Figura 16).
Foram observadas quatro interagGes hidrofébicas com os aminoécidos Pro129, Prol41,
Tyrl44 e His273, aléem de uma interacdo estérica com o residuo Thr242. Enquanto que
na enzima COX2, o composto AC formou duas ligaces de hidrogénio com os residuos
Leu352 e Ser353, trés interacbes hidrofébicas com os aminoacidos Val349, Val523 e
Ala527 e uma interagdo de van der Waals com o amino4cido His90 com o sitio ativo da
enzima. O ibuprofeno formou nove intera¢6es hidrofobicas com os aminoacidos Val349,
Ala527, Leu3d52, Arg513, Phe518, His90, Ala516, 11e517 e Val523 (Figura 17).
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Figura 16. Interacdes 2D e 3D entre 0 AC, 0 MK-801 e a proteina NMDA.. As ligacGes
dehidrogénio sdo destacadasem verde escuro; as ligacoes de Van der wals séo destacadas
em verdeclaro; as interagdes hidrofobicas sdo destacadasem rosa e as interagdes estéricas

sdo destacadas em vermelho.
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Ibuprofeno

Figura 17. InteracGes 2D e 3D entre 0 AC, o ibuprofeno e a proteina COX2. As ligacoes
dehidrogénio sdo destacadasem verde escuro; as ligacdes de VVan der wals sdo destacadas
em verde claro; as interagdes hidrofobicas sdo destacadasem rosa e as interagcdes estéricas

sdo destacadas em vermelho.



Tabela 3. Outras proteinas estudadas
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Molécula | Receptor Agonista/ Energia de | Antagonista/ Energia | Concluséo
PDB ligacdo de ligacdo
4DJH K (kappa) | Nalbufina (-111,52) O AC ndo foium
opioide Morfina (-925) | <eececececes bom agonista
AC (-67,74)
6PT2 o(delta) leu-encefalina (-121,82) O AC néo foium
opioide NN N — bom agonista
5C1M K (mu) opioide | Morfina (-78,95) O AC néo foium
AC(-47.98) | oo bom agonista
S5WEK NMDA AP5 (-86,36) O ACfoiumbom
(GIluA2) Cetamina (-55,54) antagonista
AC (-62,9)
ANF5 NMDA AP5 (-83,32) O ACfoiumbom
(GIluN1 e —— antagonista
GIuN2A) Cetamina (-65,1)
AC (-55,22)
6FQH AMPA NBQX (-117,32) O AC néo foium
(GluA2) i CNQX (-98,71) bom antagonista
AC (-54,92)
3D7D AMPA NBQX (-131,26) O AC nao foium
(GluR2) CNQX (-108,24) bom antagonista
GYKI 52466 (-
113,49)
AC (-73,25)
4F1Y KAINATO NBQX (-113,49) O AC néo foium
(GIuA3) CNQX (-119,14) bom antagonista
AC (-70,96)
3KS9 Grupo 1 DL-AP3 (-71,54) O AC ndo foium
(mGIuR1) i AC (-47,98) bom antagonista
4009 Grupo 1 MTEP (-101,46) O ACfoiumbom
(mGIuRS) _ Acamprosate (-80,64) antagonista
AC (-78,57)
4XAS | Grupo 2 | LY354740 (-114,82) O AC n4o foi um
(mGIuR2) bom agonista

DCG-IV (-121,47)
AC (-72)
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6B7H Grupo 2 | LY354740 (-125,26) O AC nédo foium
(MGIURT) | | V3441495 (172,78) | —ooorrrrroeeroroeroeee bom agonista
AC (-73,8)
6BT5 Grupo 3| 1S3R-ACPD (-96,84) O AC néo foium
(MmGIuRS) L-AP4 (-100,78) | =-eecemeemememecememecns bom agonista
AC (-73)
3VGA | A2A CGS-21680(-162,72) O AC nédo foium
(adenosina) ligante PDB (-134,09) bom agonista
AC (-58,47)
60L9 M5 ligante PDB (-162,69) O AC néo foium
(muscarinico) AC (-60,36) bom agonista
6D9H Al RPia(R(-)N6-(2- O ndo AC foium
(adenosina) fenilisopropil) (-66,26) bom agonista
AC (-38,52)
AMQT | M2 ligante PDB (-135,55) | Atropina (-121,89) | O ndo AC foi
(muscarinico) | A~ (-73,14) AC (-59,57) um bom

agonista
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5.2 Rota Rod

No teste do Rota Rod os camundongos que tratados com AC nas doses de 6,25
mg/kg, 12,5 mg/kg e 25 mg/kg nédo apresentaram altera¢Ges significativas no tempo de
permanéncia na barra giratéria (coordenacdo motora), em relacdo aos animais do grupo
controle. Esta constatagdo se deu nos trés tempos de observagdo, ou seja, aos 60’ (6,25
mg/kg: 135 £ 26,7 vs. 165 + 15,2), (12,5 mg/kg: 135 £ 26,3 vs. 165 + 15,2), (25 mg/kg:
139 + 21,6vs. 165 + 15,2) [F (4, 35)] = 38,3 P<0,0001], 90’ (6,25 mg/kg: 144 + 15 vs.
150 £ 6,1), (12,5 mg/kg: 157 £ 13,7 vs. 150 £6,1), (25 mg/kg: 155 + 16,3 vs. 150 + 6,1)
[F (4, 35)] = 10,5 P <0,0001], 120’ (6,25 mg/kg: 163 + 12,3 vs. 174 + 6,3), (12,5 mg/kg:
161 + 12,5 vs. 174 £ 6,3), (25 mg/kg: 158 + 15,9 vs. 174 + 6,3) [F (4, 35)] = 3.9, P<
0,0090]. Esses resultados diferem dos observados na substancia de referéncia (padréo),
diazepam 2 mg/kg, nos tempos 60°(42,7 = 13,6) e 90’ (105 + 31,7) (grafico 1).

Rota rod
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L 11 [ 1 AC 6,25 mg/k
150+ ]_ = IR 25 mg/kg
=z B AC 12,5 mg/kg
é. 100- B AC 25 mg/kg
& Bl Diazepam 2 mg/kg
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O ] I L] L] L] 1 1 L] T I 1
| 1 | | 1 |
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Grafico 1 - Efeito do alcool cindmico nas doses de 6,25 mg/kg, 12,5 mg/kg e 25 mg/kg
(i.p.) sobre o tempo de permanéncia dos camundongos na barra giratéria no teste do Rota
Rod. Os valores estdo expressos como média £ DP (n=8). ***p<0,001 vs grupo controle.
ANOVA “one way” — Tukey teste de multiplas comparagdes.
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5.3 Teste do Acido Acético

No teste do Acido Acético, os camundongos tratados com AC nas doses de 6,25
mg/kg (4,3 £ 6,1), 12,5 mg/kg (2,5 + 3,9) e 25 mg/kg (0,6 * 0,8) reduziram o nimero de
contor¢des abdominais (81,9%; 89,3% e 97,2% respectivamente) em comparagcdo ao
grupo controle (23,8 + 0,8) (p< 0.001). Os resultados obtidos foram semelhantes aos da
substancia de referéncia (padrao), morfina, na dose 6 mg/kg (0,3 + 0,6) [F (4, 35) =41.7,
P <0,0001] (gréafico 2).
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Gréfico 2 - Efeito do alcool cindmico nas doses de 6,25 mg/kg, 12,5 mg/kg e 25 mg/kg
(i.p.) sobre o nimero de contorgdes abdominais no teste do Acido Acético. Os valores
estdo expressos como média £ DP (n=8). ***p<0,001 vs grupo controle. ANOVA “one
way” — Tukey teste de multiplas comparacGes



ANDRADE, HH.N | 73

5.4 Teste da Formalina

Na primeira fase do teste (fase aguda ou neurogénica), correspondente aos cinco
primeiros minutos apo6s a administracdo intraplantar da solugédo de formalina, foi possivel
observar que os animais tratados com AC nas doses de 6,25 mg/kg (41,3 + 12,5 p<0,05),
12,5 mg/kg (33 + 12 p<0,01) e 25 mg/kg (29,5 = 4,6 p<0,001) diminuiram
significativamente o tempo de lambida da pata (47,1%; 62,9% e 67,5% respectivamente)
em relagéo ao grupo controle (63,1 + 14,4). Os resultados obtidos foram semelhantes aos

da substancia de referéncia (padrao), morfina, na dose 6 mg/kg (9,8 + 6), F (4, 35) = 25,3,
P<0,0001] (gréfico 3).
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Gréfico 3. Efeito do alcool cinamico nas doses de 6,25 mg/kg, 12,5 mg/kg e 25 mg/kg

(i.p.) sobre o tempo de lambida na pata do camundongo na primeira fase do teste da
formalina. Os valores estdo expressos como média + DP (n=8). ***p<0,001, **p< 0,01,

*p<0,05 vs grupo controle. ANOVA “one way” — Tukey teste de maltiplas comparagdes.

Na segunda fase do teste (fase tardia ou inflamatoria) que corresponde aos quinze
minutos finais do experimento, 0 AC na dose 6,25 mg/kg (197 = 74,5) ndo reduziu o

tempo de lambida na pata dos animais, quando comparados ao grupo controle (245 *
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88,9). Os animais tratados com AC nas doses de 12,5 mg/kg (116 + 26.4, p<0,05) e 25
mg/kg (113 + 55, p<0,05) reduziram significativamente (49,8% e 48,7% respectivamente)
o tempo de lambida na pata doscamundongos, resultado semelhando ao do grupo morfina
6 mg/kg (5,17 £ 3,6, p<0,001) [F (4, 35) = 21,9 P<0,0001] (grafico 4).
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Gréfico 4. Efeito do alcool cinamico nas doses de 6,25 mg/kg, 12,5 mg/kg e 25 mg/kg
(i.p.) sobre o tempo de lambida na pata do camundongo no teste da formalina (2° fase).
Os valores estdo expressos como media £ DP (n=8). ***p<0,001, *p<0,05 vs grupo
controle. ANOVA “one way” — Tukey teste de multiplas comparacdes.
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5.5 Placa Quente

No testeda Placa Quente, os camundongos passaram inicialmente pelo teste, antes
dostratamentos, para que pudéssemos obter uma leitura basal (tempo zero) de cada grupo.
Este teste & necessario para que possamos acessar 0 comportamento dos camundongos
sem tratamento frente ao desafio da placa aquecida. Ndo foi observado diferenca
estatistica entre os grupos: controle (5,33 + 1) vs. AC 6,125 (6,58 + 1,5) vs. AC 12,5
mg/kg (6,42 £ 0,8) vs. AC 25mg/kg (6,17 £ 1,8) vs. Morfina 6 mg/kg (5,8 £ 0,8 [F (4, 35)
= 1,17, p< P=0,3399]. Em seguida, apds o tratamento com AC, a dose de 6.25 mg/kg,
apresentou resultado significativo nos tempos de 60’ (6,25 mg/kg: 10+ 3,1) [F (4, 35) =
17,6 p<0,0001], 90> (6,25 mg/kg: 10,5 + 4,2) F (4, 35) = 17,7 P<0,0001] e 120 (6,25
mg/kg: 11,4 + 3,9) F (4, 35) = 13,6 p<0,0001], aumentando a laténcia para saltar em
relacdo ao grupo controle (6,3 + 1,5; 5,4 £1,3; 5,3 + 1,3). A dosede 12,5 mg/kg também
apresentou um aumento significativo na laténcia para o salto em compara¢do ao grupo
controle, nos trés tempos analisados, 60’ (12,5 mg/kg: 10,9 + 2,7), 90’ (12,5 mg/kg: 9,3+
3,4), 120°(12,5 mg/kg: 9,1 + 3). A dose de 25 mg/kg nos tempos de 60’ (25 mg/kg: 9 +
2,5), 90’ (12.5 mg/kg: 9,1 £ 3,4), e 120° (25 mg/kg: 9,7 £ 3,5) também aumentou a
laténcia para o salto, assim como a morfina (6 mg/kg) aumentou o a laténcia de reacdo
em todos os tempos testados (60 15+ 0; 90° 15 £ 0; 120 15 £ 0) (60° 15+ 0; 90’ 15 £ 0;
120’ 15 = 0) (grafico 5).
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Gréfico 5 - Efeito do alcool cindmico nas doses de 6,25 mg/kg; 12,5 mg/kg e 25 mg/kg
(i.p.) sobre a laténcia de retirada da pata no teste da placa quente. Os valores estéo
expressos como média = DP (n=8). ***p<0,001, **p< 0,01, *p<0,05 vs grupo controle.
ANOVA “one way” — Tukey teste de multiplas comparacdes.
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5.6 Nocicepcao induzida por capsaicina

No teste da capsaicina, os camundongos tratados com AC na dose de 12,5 mg/kg
(55,8 +39,1) reduziram o tempo de lambida (48,6 %) em comparagdo ao grupo controle
(124,9 + 57,3) (p< 0.001). Os resultados obtidos foram semelhantes aos da substancia de
referéncia (padrdo), morfina, na dose 6 mg/kg (3,6 = 2,9) [F (2, 21) = 18,4, P <0,0001]
(Grafico 6).
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Gréfico 6. Efeito do AC na dose de 12,5 mg/kg (i.p.) sobre o tempo de lambida na pata
do camundongo no teste da capsaicina. Os valores estdo expressos como média + DP
(n=8). *p<0,05 ***p< 0,001 vs grupo controle. ANOVA “one way” — Tukey teste de
multiplas comparagoes.
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5.7 Teste da nocicepcao induzida pelo glutamato

No testedo glutamato os animais tratadoscom ACna dosede 12,5 mg/kg i.p (55,2
+ 13) e MK-801 na dose de 0,15 mg/kg i.p (25 £ 25,4) diminuiram o tempo de lambida
dapata (43% e 83%) respectivamente, em relacdo ao grupo controle (95,8 + 16,1) apos a

administra¢do intraplantar da solugdo de glutamato (30 pmol/pata) (Gréfico 7).
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Gréfico 7 - Efeito do alcool cindmico 12,5 mg/kg (i.p.), MK801 0,15mg/kg (i.p) sobre o
tempo de lambida na pata no teste do glutamato. Os valores estdo expressos como média
+ DP (n=8). ***p< 0,001, *p<0,05 vs grupo controle. ANOV A “one way” — Tukey teste
de multiplas comparacdes.
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5.8 Estresse Oxidativo (quantificacdo de nitrito por espectrofotometria)

Na reacdo de nitrito, foi possivel observar que o ACnadose de 12,5 mg/kg reduziu
(213,2 £ 40,81, p < 0,05) significativamente os niveis de nitrito na regido do cortex pré-
frontal dos camundongos, em comparacdo ao grupo salina (1258 + 977,3). N&o houve
diferenca em relacéo ao basal (607,3 +296,5) [F (3, 28) = 8,4 P=0,0004] (grafico 8).
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Gréfico 8 - Efeito do tratamento agudo do alcool cindmico 12,5 mg/kg (i.p.) sobre os
niveis de nitrito na regido do cortex pré-frontal dos camundongos. Os valores estao
expressos como média = DP (n=8). *p<0,05 vs grupo controle. ANOVA “one way” —

Tukey teste de maltiplas comparaces.
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6. DISCUSSAO

Ao longo do tempo, a humanidade tem utilizado muitos recursos disponiveis na
natureza como alternativa para combater um largo espectro de doencas. As plantas
constituiram a principal base para o desenvolvimento de varios produtos utilizados na
medicina tradicional. H4 um grande esforco feito por diversos centros de pesquisas para
descobrir e comprovar as atividades biologicas das plantas medicinais e seus
constituintes. Dentre esses componentes, o Alcool cindmico (AC) e seus analogos se

destacam por seus efeitos farmacoldgicos comprovados e por sua baixa toxicidade
(ANDRADE et al., 2020; MONTEIRO et al., 2021; RODRIGUES, 2018).

No estudo de docking molecular realizado, observamos para a enzima
ciclooxigenase 2 (COX2), que o AC obteve valores de energia de ligacdo proximos aos
valores do ibuprofeno. A COX é uma enzima responsavel pela ciclizacdo e oxigenacao
do acido araquidénico (AA), convertendo-o em prostaglandina G2 (PGG2), através a
captura da molécula de oxigénio (PERRONE et al.,, 2010). A COX apresenta duas
isoformas principais, COX-1 e COX-2. A COX-1 é responsavel pela sintese de
prostaglandinas e tromboxano em diversas células, como, as trato gastrointestinal e

plaquetas sanguineas. A COX-2 é expressa principalmente durante a inflamacdo (PAUL
et al.,, 2021; TAIDI; MAURADY; BRITEL, 2022).

O encaixe molecular do araquidonato nos sitios ativos da COX-2 evidenciou que
sua forma cristalina contém trés regides: 1) uma bolsa hidrofébica definida por Tyr-385,
Gly-526, Trp-387, Phe-518, Leu-384 e Ser- 530, que sdo responsaveis pela catalise de
AA por Tyr-385, responsaveis por induzirem a oxigenacdo do substrato. 2) entrada do
sitio ativo envolvido na fixacdo do substrato, delimitado com os residuos hidrofilicos
Arg-120 que é estabilizado por Tyr-355. 3) uma cadeia lateral responsavel pela
seletividade, limitada por His-90, Val-523, Arg-513, Leu-352, Ser-353 e GIn-192
(GOUDA et al,, 2016; TAIDI; MAURADY:; BRITEL, 2022).

Na analise de ancoragem molecular do AC com a COX2, o composto AC formou
duas ligacbes de hidrogénio com os residuos Leu352 e Ser353, trés interacdes
hidrofébicas com os aminoacidos Val349, Val523 e Ala527 e uma interacdo de van der

Waals com o0 aminoécido His90 com o sitio ativo daenzima. O ibuprofeno (droga padréo)
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formou nove interacdes hidrofébicas com os aminoacidos Val349, Ala527, Leu352,
Arg513, Phe518, His90, Ala516, 11e517 e Val523. Todos 0s aminoacidos para a enzima
COX2 foram observadas interagindo com o ligante cristalografico (ORLANDO,;
MALKOWSKI, 2016).

Nas interagdes formadas pelo composto AC com o NMDAR, foipossivel observar
uma ligacdo estavel de hidrogénio com a Pro129, uma interacdo de van der Waals com a
Tyrl44 e trés interagdes hidrofobicas com a Pro141, Thr242 e His273 com o sitio ativo
da proteina NMDA. Enquanto que o MK-801 formou intera¢cBes mais fracas quando
comparadas com o AC. Foram observadas quatro interacGes hidrofébicas com os
aminodcidos Prol29, Prol4l, Tyrl44 e His273, além de uma interacdo estérica e
desfavoravel com o residuo Thr242. Os aminoacidos Pro129, Thr242 e Gly243 foram
vistos interagindo com o ligante cristalografico e o NMDA (IVANOVA; KARELSON;
DOBCHEV, 2018; KIM; KIM; AHN, 2018; VOLGRAF et al., 2016).

Para a analise in vivo a via de administracdo escolhida para o estudo foi a
intraperitoneal devido a sua alta absor¢do, podendo atingir o efeito esperado em tempo
bem proximo ao alcangado pela via intravenosa e por ser considerada uma via com baixo
impacto de estresse nos animais (SHOYAIB; ARCHIE; KARAMYAN, 2019). Segundo
Andrade, et al, (2019) o AC apresenta uma DL50 (OECD 423) de 500mg/kg em
camundongos. Baseado nesse estudo, escolhemos as mesmas doses (6,25 mg/kg, 12,5

mg/kg e 25 mg/kg). A via de administracdo escolhida foi a intraoeritoneal.

Drogas com acdo depressora sobre o sistema nervoso central podem reduzir a
coordenagdo motora em animais, bem como a expressao de comportamentos nociceptivos
(BARS et al., 2001). Sabendo que os testes de avaliacdo de atividade antinociceptiva
exigem respostas motoras dos animais, resultados falsos positivos poderiam ser obtidos,
caso ocorresse perda da coordenacdo motora dos animais por sedacdo e/ou relaxamento
muscular. Para descartar tal viés, foi realizado o teste do Rotarod, uma metodologia
bastante utilizada nesta fase da pesquisa, visto que é possivel detectar algum
comprometimento motor causado por agentes farmacoldgicos (neurotoxicidade) e avaliar

a integridade da coordenacdo motora dos animais (KIM et al., 2021).

O AC nas doses de 6,25 mg/kg, 12,5 mg/kg e 25 mg/kg (i.p) ndo modificou a

capacidade dos animais caminhar sobre a barra giratoria, no tempo pré-estabelecido, o



ANDRADE, HHN | 82

que indica que o AC ndo causa comprometimento motor (relaxamento muscular) e,
consequentemente, uma resposta falso-positiva no comportamento nociceptivo. Quando
0s animais tratadoscom a drogainvestigada, apresentam um desempenho semelhante aos
animais do grupo controle, significa a falta de comprometimento motor (BLANCO et al.,
2009). O AC néo alterou a coordenagdo motora dos animais, sugerindo uma baixa
neurotoxicidade das doses testadas (KIMet al., 2021). E importante a avaliagio da funcéo
motora dos animais, ap6s um tratamento, em modelos de nocicepgdo, para descartar
resultados “falso-positivo” tendo em vista que alteragdes locomotoras podem levar a

conclusbes imprecisas, como por exemplo, um efeito “pseudo-antinociceptivo”
(WILHELM et al., 2009).

O teste das contor¢des abdominais induzidas por &cido acético € um modelo de dor
visceral amplamente utilizado na triagem de novas substancias com potencial analgésico
ou anti-inflamatério. A administracdo do acido acético estimula a liberacdo de uma gama
de mediadores inflamatérios como prostaglandinas, serotonina, histamina, bradicinina
substancia P e histamina (BATISTA et al., 2016; MOHAMAD et al., 2010). O acido
acético em contato com o peritdénio do animal ativa nociceptores somaticos e viscerais
que inervam o peritdnio, gerando uma inflamacdo nos érgdos subdiafragmaticos e nas
paredes musculares subcuténeas, levando o animal a contrair os mdsculos abdominais e
uma extensao dos membros inferiores (WHITTLE, 1964).

Nossos resultados mostraram que 0 AC reduz o numero de contor¢des abdominais
induzidas pelo é&cido acético. O que sugere participacdo do AC na atividade
antinociceptiva/anti-inflamatéria podendo estar relacionado a reducdo na liberacdo de
mediadores inflamatdrios ou bloqueio direto dos receptores. O fenilpropanoide Acetato
deperilila, também obteve resultado semelhante no teste doacido acético (BRAGA et al.,
2022). O aldeido cindmico, acetato cindmico e o &cido cindmico, derivados do AC tem
atividade anti-inflamatoria ja relatada na literatura (MONTEIRO et al., 2021).

Um grande namero de farmacos com atividades farmacologicas distintas sdo
capazes de diminuir o nimero de contor¢bes abdominais, demonstrando a ndo
seletividade desse teste, o que faz com que a diminuicdo no numero de contorgdes
necessite de confirmagdo em outros modelos de nocicep¢do como, por exemplo, o teste
daformalina (KAWAURA et al., 2011).
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O testeda formalina é uma metodologia utilizada como modelo de dor persistente,
apresentando boa correlagcdo com a dorclinica (TIGLSEN etal., 1992). Inicialmente, este
modelo era utilizado para andlise da dorem ratos e gatos, adaptado posteriormente para
camundongos (HUNSKAAR; FASMER; HOLE, 1985). Este modelo apresenta uma
vantagem sobre os outros, pois tem o poder de discriminar a agdo de compostos sobre
dois tipos de dor, a dor neurogénica e a inflamatoria, devido ao fato ser um modelo
bifasico (GRIPP et al., 2020).

O parametro observado neste teste consiste na intensa atividade de
lamber/friccionar a pata que recebeu o estimulo nocivo em dois periodos distintos. A
primeira fase caracteriza-se por uma resposta neurogénica ou aguda (a¢do direta da
formalina sobre os nociceptores) se inicia logo apos a administracdo da formalina e tem
duracdo de 5 minutos, ha uma interfase que vai dos 5 aos 15 minutos, onde ndo se
contabiliza o tempo de lambida. A segunda fase envolve respostas inflamatdrias e consiste
dos 15 aos 30 minutos apds a administragcdo do estimulo quimico (HUNSKAAR; HOLE,
1987; SALDANHA et al., 2019).

Apobs a administracdo da formalina na regido intraplantar do camundongo, ha uma
estimulagdo das fibras nociceptivas aferentes, causando a liberagdo de substancias como
glutamato, GABA, substancia P, serotonina, histamina e bradicinina (BATISTA et al.,
2016; SHIELDSetal., 2010). O mecanismo deacgdo nociceptiva, na primeira fase doteste
caracteriza-se pela excitacdo direta das fibras C sensoriais, através da ativacdo de
receptores TRPA1, envolvendo, em parte, as fibras do tipo Ad e relacionado também a
liberacdo de oxido nitrico e substancia P (FISCHER et al., 2014; GRIPP et al., 2020).
Farmacos que atuam na via opioide, caracterizam-se por agirem nesta fase neurogénica
danocicepc¢édo (R1ZZl et al., 2017).

Findadaa primeira fase, ha um intervalo 10 minutos para iniciar a segunda fase
do teste. Neste periodo, a resposta do animal ao estimulo doloroso (formalina) é
suprimida, devido a uma diminuicdo da atividade das fibras C e ativacdo de processos
inibitorios, como a liberagdo do neurotransmissor GABA. A segunda fase caracteriza-se
pela liberacdo de mediadores inflamatorios, como: serotonina, prostaglandinas,
bradicinina, histamina, aminas simpaticomiméticas, TNF-a e interleucinas (GRIPP et al.,
2020; SALDANHA et al., 2020).
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Uma caracteristica da resposta nociceptiva a formalina é a sensibilidade diferente
das duas fases do teste, a primeira fase que é essencialmente devido a estimulacdo
transitdria dos nociceptores resultando em dor nociceptiva é exclusivamente sensivel aos
opioides, ja a segunda fase que esta relacionada a resposta inflamatoria persistente a
formalina, é sensivel aos analgésicos opioides e anti-inflamatorios (RI1ZZI et al., 2017).

Os resultados obtidos sugerem que AC apresenta tanto uma atividade
antinociceptiva, como uma possivel atividade anti-inflamatoria, pois teve a capacidade
de reduzir o limiar de dor nas duas fases do teste. Em concordancia com o exposto, o
fenilpropanoide acetato de perilila (BRAGA et al., 2022) também obteve resultado
semelhante no teste da formalina diminuindo o pardmetro (tempo de lambida) nas duas
fases observadas, caracterizando uma acdo antinociceptiva central. Ja o resultado
envolvendo a atividade anti-inflamatéria também foi observado com o fenilpropanoide
metiluegenol, onde houve a diminuicdo do tempo de lambida na segunda fase do teste
(ANNE SCHINK etal., 2018; YANO et al., 2006). Os resultados demonstrados no estudo
de docking, mostra uma possivel AC com aenzima COX-2, esse resultado somado a uma
inibicdo dasegunda fase do teste da formalina, nos dar a possibilidade de investigar mais
a fundo uma possivel atividade anti-inflamatéria do AC.

Uma vez que o AC teve uma acentuada acdo na primeira fase do teste da
formalina, ha um possivel componente central envolvido nesse efeito, logo para elucidar
o efeito antinociceptivo central do AC, realizamos o teste da placa quente que é um
modelo utilizado para identificacdo de analgésicos com acdo central. O teste da placa
guente integra as vias supraespinhais, pois 0s ratos/camundongos com transec¢do
espinhal ndo retiram os membros posteriores no teste da placa quente (GIGLIO et al.,
2006). O animal é colocado em uma superficie de metal mantida a uma temperatura
constante de 55°C, e a laténcia de resposta, que € o tempo necessario para observar um
comportamento nocifensivo (retirada ou lambida das patas dianteiras e/ou traseiras e
salto), é registrado pelo pesquisador (DEUIS; DVORAKOVA; VETTER, 2017).

Embora, por vezes os animais retirem primeiro a pata dianteira, a retirada ou
lambida da pata traseira € considerada um indicador mais confidvel de nocicepcao, pois
comumente as patas dianteiras sdo usadas na exploragdo e ndo estdo em contato constante

com a superficie de metal. Tais comportamentos representam uma integracao sensorial
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supraespinhal, uma vez que a estimulacdo térmica esta associada com ativacdo das fibras
Ad e C que transmitem a informa¢ao dolorosa para o corno dorsal da medula espinhal e
posteriormente para 0s centros corticais. Se nenhum comportamento nocifensivo for
observado, o animal deve ser retirado da placa quente apds o tempo limite pré-
estabelecido para evitar danos aos tecidos (BATISTA et al, 2016; DEUIS;
DVORAKOVA; VETTER, 2017; WOOLFE; MACDONALD, 1944).

O AC aumentou a laténcia para resposta a placa quente, nas trés doses testadas,
nos tempos 60, 90 e 120 minutos apds os tratamentos, indicando um efeito antinociceptivo
central o que ratifica o resultado encontrado na primeira fase do teste da formalina.
Resultado semelhante foi visto com o fenilpropanoide acetato de peririla, encontrado por
Braga et al., (2022), o que indica que o AC foi capaz de aliviar a nocicepgéo por estimulo
térmico. Uma das caracteristicas dos receptores de potencial transitério (TRP) é ser
ativado por temperatura nociva. Baseado nessa caracteristica realizamos o teste de
nocicep¢ao induzido por capsaicina para avaliar uma possivel acdo do AC nos TRP’s,
mais especificamente mediado pela inibicdo do canal de ions TRPV (Vanildide) do tipo
1.

Os TRP constituem uma das maiores familias de canais idnicos. Foram
classificados (em mamiferos) baseados na homologia da sequéncia de aminoacidos, em
6 subfamilias: TRPA (Anquirina), TRPC (Canbnico), TRPM (Melastatina), TRPML
(Mucolipina), TRPP (Policistina), TRPV (Vaniloide) (LEVINE; ALESSANDRI-
HABER, 2007).

Constituem a subfamilia dos TRPV’s, os canais TRPV1, TRPV2, TRPVS3 e
TRPV4. O canal TRPV1 (receptor de potencial transitorio vaniloide tipo 1) € um dos mais
importantes integradores de dor e estimulos inflamatérios e é considerado um alvo
terapéutico no tratamento de condicdes de dor de varias etiologias. Tem importante
participacdo na termorregulacao e transmissdo desinais de dor daperiferia para o cérebro.
E ativado com o aquecimento acima de 43°C, acidificacdo do meio extracelular, e
numerosos agonistas de véarias naturezas, como por exemplo; a capsaicina
(CARNEVALEetal., 2016).

Para constatar uma possivel acdo do AC na via TRPV1 realizamos o teste de

nocicepg¢do induzida por capsaicina, e foi possivel observar que o AC foi capaz de reduzir
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significativamente o tempo de lambida na pata do camundongo, sugerindo um efeito
antinociceptivo do AC pela antagonizacdo do canal TRPV1. Estudos apontam que
antagonistas do TRPV1 causam analgesia a longo prazo (MAATUF; GERON; PRIEL,
2019; SINTSOVA et al., 2020). Outros fenilpropanoides como a calceolarioside
(PIERETTI et al., 2022) e o Honokiol (KHALID et al., 2019) também apresentaram
atividade antinociceptiva com agédo em TRPV1.

Para desvendar o0 mecanismo da acdo nociceptiva apresentada pelo AC, levamos
em consideracdo a relevancia de alguns alvos na fisiopatologia da nocicepcdo e
realizamos inicialmente um estudo in silico de docking molecular, para analisar e
identificar as melhores energias e interacéo ligante-alvo (receptor ou enzima). Dentre as
vias investigadas (Opioides, Adenosinérgicas, Muscarinicas e glutamatérgicas) as
melhores energias de ligacdo com o AC foi observada em alvos da via glutamatérgica,

especificamente no receptor de glutamato N-metil-D-aspartato (NMDAR).

O glutamato € o principal neurotransmissor excitatério do sistema nervoso central
(SNC). Existem duas principais classes de receptores que medeiam suas agoes, sao elas;
receptores de glutamato ionotropico controlado por ligante (iGlu) e receptores de
glutamato metabotropico acoplado a proteina G (GPCR) (mGlu). A ativacdo dos
receptores mGlu sdo responsaveis por mediar a neurotransmissdo modulatdria mais lenta.
Foram identificados oito subtipos de receptores mGlu e divididos em trés grupos com
diferentes vias intracelulares de agdo. Grupo I (mGlul e mGlu5) sdo acoplados as
proteinas G aq e ativam a fosfolipase C (PKC); grupo II (mGlu2 e mGlu3) e o grupo III
(mGlu4, mGlu6, mGlu7 e mGlu8) sdo acoplados as proteinas G ai e inibem adenilato
ciclase. Os receptores mGlu também podem alterar as correntes do canal idnico atravées
das subunidades G Py. A ativacdao dos receptores iGlu, representado pelo acido cainico
(KA), N-metil-d-aspartato (NMDA), e o oa-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol-4-
propionico (AMPA), gera eventos sindpticos rapidos que podem produzir mudancas
duradouras na excitabilidade sindptica (CHIECHIO; NICOLETTI, 2012).

Os receptores NMDAR presentes no corno dorsal da medula ha muito tempo séo
direcionados para o tratamento da dor neuropatica devido a seu importante papel na
plasticidade sinaptica (DENG; CHEN; PAN, 2019). Os NMDARs estdo localizados nos
terminais nervosos pos-sinapticos (ZHOU; CHEN; PAN, 2011), e também estdo
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presentes nos terminais nervosos pré-sindpticos e podem modular poderosamente a
transmissdo sinaptica e a plasticidade neuronal no hipocampo (MCGUINNESS et al.,
2010), hipotalamo (YE et al., 2011), amigdala (HUMEAU et al., 2003) e corpo estriado
(ZHOU et al., 2018).

Para comprovar o resultado obtido no teste in silico realizamos o teste de
nocicepcdo induzida por glutamato. O glutamato administrado na pata do animal (20
ul/30umol /Glu) causa ativagdo de receptores ionotropicos e metabotropicos especificos
em sitios periféricos, espinhais e supraespinhais por um mecanismo dependente da
ativacdo da via L-citrulina-6xido-nitrico (BEIRITH; SANTOS; CALIXTO, 2002;
MILLER etal., 2011).

O AC reduziu significativamente o tempo de lambida na pata dos animais no teste
do glutamato, evidenciando um efeito antinociceptivo, corroborando com os resultados
in silico, sugerindo uma possivel interagdo com a via glutamatérgica. O grupo tratado
com MK801 também reduziu o efeito nociceptivo apds a administracdo do glutamato.
Outros fenilpropanoides apresentaram atividade antinociceptiva no teste do glutamato,
como o 2-Allylphenol (NETO et al., 2019), e o orto-eugenol (FONSECA et al., 2016).
No entanto mais estudossdo necessarios para esclarecer aagdo do AC sobre os receptores
do glutamato, uma vez que compostos da mesma classe podem possuir diferentes

interagdes com o sistema glutamatérgico.

Evidencias na literatura apontam que a agdo antinociceptiva do tramadol inclui o
blogueio de receptores NMDA (HARA; SATA, 2007; MANOCHA; SHARMA,
MEDIRATTA, 2005). Sabe-se também que a administracdo intraperitoneal de tramadol
em ratos reduz nocicep¢do induzida por formalina que € parcialmente mediado pela
liveragdo de glutamato (HARA; SATA, 2007; POZOS-GUILLEN et al., 2006). A
cetamina, um antagonista NMDAR, tem sido usado clinicamente para tratar dor
neuropética (KIEFER et al., 2008). A injecdo intratecal de antagonistas NMDAR (MK -
801; AP5), reduz o comportamento de dor neuropatica em animais submetidos a leséo
nervosa periférica, demonstrando que os NMDARs desempenham um papel importante

no desenvolvimento da sensibilizacdo central e dor neuropatica apds lesdo nervosa
(DENG; CHEN: PAN, 2019).
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Também investigamos a participacdo do 6xido nitrico na antinocicepcdo induzida
pelo AC, tendo em vista que o oOxido nitrico (NO) € um importante mediador da
nocicepgdo e esta envolvido na sensibilizagdo central (CURY et al., 2011). Nossos
resultados evidenciaram que a administracdo aguda de AC foi capaz de reduzir os niveis
de nitrito na regido do cértex pré-frontal dos camundongos. O nitrito € um metabolito do
NO e a producdo de NO pode ser mensurada através da andlise de quantificacdo da
producéo de nitrito (TSIKAS, 2009).

Evidéncias na literatura indicam que a participacdo davia NO-cGMP faz parte da
atividade antinociceptiva de varias drogas. O NO pode aumentar dos niveis de GMP
ciclico, por ativacdo de guanilil ciclase (GCs) em diferentes tipos de células, ativacao de
PKG e consequentemente abertura de canais para K* sensiveis ao ATP (K*atp). A
abertura desses canais induz a hiperpolarizacdo da membrana reduzindo a transmisséo de

potenciais de acdo dos neurdnios que produzem analgesia (VALLE-DORADO et al.,
2022).

Normalmente, o estresse oxidativo € mantido sob o controle do sistema
antioxidante enddgeno. Durante um processo inflamatorio, o estresse oxidativo aumenta
consideravelmente sobrecarregando a capacidade dos antioxidantes enddgenos se opor a
ele. Esse desequilibrio resulta em lesdes mediadas pelo produto de estresse oxidativo e
também pode mediar o aumento da dor inflamatéria. (VALERIO et al., 2009)
(PISOSCHI et al., 2021)

Por exemplo, a injecdo de peroxicrita (LLARI, et al. 2020), formalina (HUNSK,
FASME, HOLE, 1985) e carragenina (MORRIS, 2003) na pata de ratos ou camundongos
induz hipernocicepcdo. Em contrapartida, a prevencao doaumento dosniveis de produtos
de estresse oxidativo (radicais livres) no local do processo inflamatorio ou mesmo na
medula espinhal reduz a hipernocicep¢édo (KEEBLE et al., 2009; NDENGELE et al.,
2008). Durante o estado de dor, a reducdo do excesso de radicais livre e feita por
antioxidantes, que removem diretamente os radicais livres, inibindo a oxidacdo de outras
moléculas (MOLLACE et al., 2014). O &cido e-p-metoxicinnamico (SO et al., 2002) e 0
o-asarone (LIMON et al., 2009) exerceram atividade neuroprotetora contra a toxicidade

induzida pelo glutamato. A acdo antioxidante de fenilpropanoides de origem sintética e
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natural ja foi demostradaem outros estudos, corroborando com os resultados obtidos pelo
AC (CUNHA etal., 2019).
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7. CONCLUSOES

Conforme os resultados apresentados neste trabalho, podemos concluir que o Alcool

Cinamico:

e N3o causa comprometimento motor nos animais no teste do Rotarod;

e Apresenta interacdo com o receptor glutamatérgico (NMDAR) e com a
enzima Ciclo-oxigenase-2 (COX-2), atraves do estudo in silico (docking

molecular);

e Promove antinocicepcdo nos modelos de nocicepcdo quimica (teste das
contorgdes abdominais induzidas por acido acético e no teste da formalina), e

no modelo de nocicepcdo térmica (teste da placa quente);

e Exerce sua atividade antinociceptiva com a participagdo do sistema

glutamatérgico (teste do glutamato);

e Apresenta uma possivel participacdo na via do Receptor de Potencial
Transitorio Vanildide subfamilia V membro 1 (TRPV1), no teste da

capsaicina;

e Apresenta efeito antioxidante por reduzir a expressdo de nitrito (método de

Griess);

e Podeapresentar uma atividade anti-inflamatéria através da inibicdo daenzima
COX2 (in silico).

Por fim, a presente tese demonstrou que o constituinte da canela (alcool cinamico)
apresenta efeito farmacoldgico sobre o sistema nervoso central, com potencial efeito
antinociceptivo/analgésico, auséncia de sinais de toxicidade em doses baixas, e também

apresenta um possivel efeito anti-inflamatério.
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8. PERSPECTIVAS

Em vista dos resultados promissores frente aos modelos de nocicep¢do quimica e
térmica, e no modelo de ancoragem molecular tem-se como perspectiva;

- Avaliar a atividade dos marcadores enzimaticos do estresse oxidativo (catalase,
superéxido dismutase e glutationa peroxidase) em hipocampo de camundongos pré-
tratados com o AC e submetidos ao modelo de nocicepcéo;

- Realizar andlises histomorfométricas em hipocampo de camundongos pré-tratados com
0 AC e submetidos ao modelo de nocicepgéo;

- Investigar o mecanismo de a¢éo anti-inflamatéria do AC;

- Realizar andlises imuno-histoquimicas para a interleucina-1p (IL-1B) e Fatores de
Necrose Tumoral Alfa (TNF-a) em camundongos pré-tratados com o AC e submetidos
ao modelo de peritonite induzida por carragenina.
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