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RESUMO

A dor é uma experiéncia complexa e representa um mecanismo de protecao e
sobrevivéncia, podendo impactar significativamente na qualidade de vida do individuo.
O tratamento dessa condicdo utiliza farmacos analgésicos, compostos dotados de
efeitos colaterais que podem prejudicar o bem-estar e a adesdao do paciente ao
tratamento. Nesse sentido, as plantas aroméaticas séo fontes de moléculas que podem
servir de moldes estruturais para a elaboracdo de substancias com potencial
farmacolégico diverso, a exemplo do tetrahidrolinalol (2,6-dimentil-6- octanol), um
monoterpeno derivado do linalol com atividade antinociceptiva. Nesse contexto, 0
objetivo deste estudo foi investigar o efeito antinociceptivo do tetrahidrolinalol (THL)
por meio de metodologias in silico e in vivo. Dentre as metodologias in silico, a técnica
de docking molecular foi utilizada com intuito de prospectar possiveis alvos
relacionados ao efeito antinociceptivo do THL. Em adi¢cdo, metodologias in vivo foram
realizadas utilizando camundongos Swiss machos (Mus musculus), que foram
tratados com THL (50, 100 e 200 mg.kg %, v.0.) e submetidos ao teste do rota-rod e
aos modelos de contor¢bes abdominais por acido acético, placa quente e formalina.
Os resultados do docking revelaram que o THL apresentou afinidade para o receptor
opioide p (-55,6 Kcal/mol no Moldscore e -47,3 Kcal/mol no Plantscore) e para o
receptorde potencial transitorio vanildide tipo 1 (TRPV1) (- 40,9 Kcal/mol no Moldscore
e - 34,1 Kcal/mol no Plantscore). Em relacdo aos testes/modelos in vivo, o THL n&o
apresentou efeito sobre a coordenagao motora dos animais no teste do rota-rod. Por
outro lado, o tratamento com THL reduziu significativamente o nimero de contor¢des
abdominais induzidas pelo &cido acético nas doses de 50 mg.kg * (16,8 + 4,5), 100
mg.kg-1 (22,5 + 6,0) e 200 mg.kg-1 (28,5 +5,3) em relacdo ao grupo tratado com
veiculo (41,6 +1,1). No modelo da placa quente, nos tempos de 30, 60 e 120 minutos, 0s
animais tratados com THL 50 mg.kg-1 (14,0 + 0,6 s; 14,0+ 0,1 s; 5,6 + 1,4 s), 100
mg.kg-1 (10,8 +1,55;86+£15s;6,6 +0,9s)e 200 mg.kg-1 (10,5+1,15;94+1,4
s; 11,8 £ 1,0 s) apresentaram um aumento significativo laténcia para a resposta nociceptiva,
de forma dose-dependente, quando comparado ao grupo tratado com veiculo (4.333 *
0.2108 s; 1,0 £ 0 s; 1,0 £0,0 s, respectivamente). Por fim, no modelo da formalina,o
monoterpeno reduziu significativamente o tempo de lambedura na pata, nas duas
fases, nas doses de 50 mg.kg * (11,8 + 2,9 s; 115,6 + 18,0 s), 100 mg.kg™? (15,6 +
1,55s;127,0+34,1s) e 200 mg.kg 1 (29,6 £ 2,4 s; 172,7 + 13,8 s) em relagédo ao grupo
tratado com veiculo (51,6 + 10,2 s; 281,5 + 31,2 s). Esse ultimo efeito foi parcialmente
revertido pela naloxona, um antagonista competitivo de receptores opioides. Diante
dos resultados obtidos, o THL mostrou-se uma molécula segura, sendo destituida de
efeito sobre a coordenacdo motora dos animais e apresentou atividade antinociceptiva
em nivel periférico e central, sendo essa Ultima dependente, pelo menos em parte,
da neurotransmiséo opiodide.

Palavra-chaves: Nocicepgao, Tetrahidrolinalol, Receptor opioide, TRPV1.



ABSTRACT

Pain is a complex experience and represents a protection and survival mechanism,
which can significantly impact the individual's quality of life. The treatment of this
condition uses analgesic drugs, compounds with side effects that can impair the
patient's well-being and adherence to treatment. In this sense, aromatic plants are
sources of molecules that can serve as structural templates for the elaboration of
substances with diverse pharmacological potential, such as tetrahydrolinalool (2,6-
dimentyl-6-octanol), a monoterpene derived from linalool with antinociceptive activity.
In this context, the aim of this study was to investigate the antinociceptive effect of
tetrahydrolinalool (THL) through in silico and in vivo methodologies. Among the in silico
methodologies, the molecular docking technique was used in order to prospect
possible targets related to the antinociceptive effect of THL. In addition, in vivo
methodologies were performed using male Swiss mice (Mus musculus), which were
treated with THL (50, 100 and 200 mg.kg -1, v.0.) and submitted to rota-rod test and
abdominal writhing models. by acetic acid, hot plate and formalin. The docking results
revealed that THL showed affinity for the p-opioid receptor (-55.6 Kcal/mol on
Moldscore and -47.3 Kcal/mol on Plantscore) and for the transient vanilloid potential
receptor type 1 (TRPV1) (- 40.9 Kcal/mol on Moldscore and - 34.1 Kcal/mol on
Plantscore). Regarding the in vivo tests/models, THL had no effect on the motor
coordination of the animals in the rota-rod test. On the other hand, THL treatment
significantly reduced the number of abdominal writhing induced by acetic acid at doses
of 50 mg.kg -1 (16.8 = 4.5), 100 mg.kg -1 (22.5 £ 6 .0) and 200 mg.kg-1 (28.5 £5.3)
relative to the vehicle-treated group (41.6 +1.1). In the hot plate model, at times of 30,
60 and 120 minutes, the animals treated with THL 50 mg.kg-1 (14.0+0.6s; 14.0+ 0.1
s; 5.6 £1.45s), 100 mg.kg-1 (10.8 £1.5s;86+1.55s;6.6+0.9s)and 200 mg.kg-1
(10,5+1.15;9.4+1.45s;11.8 +1.0 s) showed a significant increase in latency for the
nociceptive response, in a dose-dependent manner, when compared to the vehicle-
treated group (4,333 £ 0.2108 s; 1.0 = 0 s; 1.0 +0.0 s, respectively). Finally, in the
formalin model, the monoterpene significantly reduced paw licking time, in both
phases, at doses of 50 mg.kg -1 (11.8 £+ 2.9 s; 115.6 + 18.0 s ), 100 mg.kg -1 (15.6 £
1.55;127.0 £34.1 s) and 200 mg.kg -1 (29.6 + 2.4 s; 172.7 + 13, 8 s) compared to the
vehicle-treated group (51.6 = 10.2 s; 281.5 £+ 31.2 s). This latter effect was partially
reversed by naloxone, a competitive opioid receptor antagonist. In view of the results
obtained, THL proved to be a safe molecule, being devoid of effect on the motor
coordination of the animals and showed antinociceptive activity at peripheral and
central levels, the latter being dependent, at least in part, on opioid neurotransmission.

Keywords: Nociception, Tetrahydrolinalool, Opioid receptor, TRPV1.
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1. INTRODUCAO

A dor é uma experiéncia complexa, caracterizada por informacfes sensoriais
transmitidas por intermédio de um estimulo desagradavel, mediante modificacdes de
natureza efetiva, cultural e cognitiva (AGUIAR, 2020; KALIYAPERUMAL et al., 2019),
e representa um mecanismo de protecdo e sobrevivéncia de aspecto
multidimensional, que impacta diretamente a qualidade de vida do paciente (BOLL et
al., 2018). A sua classificag@o pode ser realizada a partir do seu mecanismo fisiolégico
ou do tempo de duracdo. Nesse sentido, a dor € aguda quando ocorre um dano
tecidual, seguido da ativacdo de nociceptores locais, responsaveis por identificar os
estimulos nocivos, podendo persistir ao longo de dias a semanas. A dor crdnica, por
sua vez, ndo apresenta um Unico agente causador, apresentando um tempo de
duracdo maior do que a dor aguda e aumentando a capacidade de resposta e de
sensibilidade dos sistemas relacionados com a percepc¢ao da dor (KALIYAPERUMAL
et al., 2019). Dessa forma, a ampliagdo do conhecimento a respeito da classificacédo
temporal da dor proporcionou o avanco da compressdo da base fisiologica da
nocicepcdo, que ao contrario da dor, ndo é um sentimento subjetivo e sim a
codificacao fisiolégica do processamento de estimulos nociceptivos, uma vez que dor
e nocicepcgao podem existir de modo independente (UTA et al., 2019; GREGORY et
al., 2013).

De acordo com a Sociedade Brasileira para Estudo da Dor, a prevaléncia de
dor crénica no Brasil varia entre 30 a 50%. Esse resultado, é semelhante os dados
encontrados em paises desenvolvidos (SBED, 2022). Além disso, a taxa de
distribuicdo de pacientes com dores cronicas é maior do que quando comparado com
pacientes acometidos pela asma e diabetes, tendo em vista que apresenta uma
prevaléncia em individuos adultos de 20%, que cresce conforme o avanco da idade
(32% adultos com idade entre 25 a 34 anos e 62% adultos com mais de 75 anos)
(GENEEN et al., 2020). A vista disso, a falta de estudos e dados concisos em relacéo
a problemética da dor prejudicam o seu manejo e o rastreio dos pacientes portadores
de dores agudas e crbnicas e 0 seu encaminhamento para centros ou unidades
capazes de trata-los antes que o problema seja agravado (SBED, 2022).

Dentre as modalidades de tratamento disponiveis, a utilizacdo de analgésicos,
anti-inflamatorios néo esteroidais (AINES) e opioides sao alternativas utilizadas por

pacientes portadores de dores agudas e cronicas. Os AINES constituem uma classe
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de medicamentos muito usada na clinica para o alivio e tratamento da dor, febre e
doencas inflamatérias, abrangendo varias classificacbes de acordo com a sua
constituicdo quimica e com seu mecanismo de acdo (MIRANDA et al, 2019;
HARIRFOROOSH et al., 2013). Os opioides apresentam o potencial de regular a
sensacgdo da dor no sistema nervoso central e periférico em decorréncia do seu efeito
analgeésico (QIER et al., 2022) e, além disso, segundo a Organizacdo Mundial de
Saude, essa classe de farmacos € a mais utilizada no tratamento da dor (KUMAR et al.,
2019). Todavia, 0 uso dessas terapias medicamentosas ocasiona diversos efeitos
colaterais que prejudicam o bem-estar do paciente, principalmente, quando utilizados
a longo prazo (MELO et al., 2020; UTA et al., 2019).

Dessa forma, os produtos naturais tém ganhado espaco ao exibirem
propriedades biologicamente ativas capazes de servirem para o design de novos
medicamentos (OLIVEIRA et al., 2021). Os 6leos essenciais (OEs) sdo uma mistura
complexa de metabdlitos secundarios capazes de atuar biologicamente em varias
patologias. Os monoterpernos e 0s sesquiterpenos sdo considerados os constituintes
majoritarios presentes nos OEs e dispdem de propriedades fisico-quimicas que
podem ser exploradoras pela industria farmacéutica, de alimentos, de cosméticos,
entre outras. Nesse sentido, os monoterpernos, quando comparados com os demais
constituintes, sdo as moléculas mais importantes, visto que representam
aproximadamente cerca de 90% dos componentes encontrados em plantas
arométicas (EDDIN et al., 2021; CALDO et al., 2020; SANTOS et al., 2018).

Os monoterpernos sao compostos formados por hidrocarbonetos, duas
unidades de isopreno, podendo ser dividido em ciclicos e ramificados, e fazem parte
da classe dos metabdlitos secundarios cujo o objetivo principal é atuar na defesa da
planta. Apesar de exibirem uma estrutura quimicamente simples, estes compostos sao
dotados de propriedades biolégicas diversas, com énfase nos efeitos antinociceptivo
e anti-inflamatério, ja observados em modelos animais capazes de modular as vias
neurais associadas a dor e a transmissao de estimulos nociceptivos, bem como, a
inibicdo da liberacdo de mediadores inflamatérios (MOHTASHAMI; SHAKERI;
JAVADI, 2019; SANTOS et al., 2019; SOUZA et al., 2014).

O linalol (3,7-dimetil-1,6-octadien-3-ol) consiste em um alcool monoterpeno
aciclico identificado em mais de 100 6leos essenciais e dispde de efeitos anti-
inflamatdrio e neuroprotetor em regiées do hipocampo e cértex motor, antinociceptivo,

ansiolitico, analgésico, antioxidante, entre outras propriedades terapéuticas (MIGHELI
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et al.,2021;PINAL et al., 2020; SABOGAL-GUAQUETA et al., 2018; SANTOS et al.,
2018; SOUTO-MAIOR, et al 2017; TASHIRO et al, 2016). O Tetrahidrolinalol (2,6-
dimentil-6-octanol) € um monoterpeno derivado do metabolismo do linalol através de
uma reagao de hidrogenagéo. Trabalhos realizados por nosso grupo de pesquisa
evidenciaram que o monoterpeno em questdo é dotado dos seguintes efeitos
farmacologicos: ansiolitico, antidepressivo-simile, anticonvulsivante e antinociceptivo
(SILVA et al., 2022; SALVADORI, 2019; OLIVEIRA, 2010). Deste modo, o presente
trabalho buscou investigar o efeito antinociceptivo do monoterpeno tetrahidrolinalol e

sugerir 0 seu possivel mecanismo de acao.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 DOR E NOCICEPCAO

A dor é uma experiéncia desagradavel, individual e subjetiva que necessita da
percepcao de neurdnios capazes de identificar o dano sofrido. Apesar de ter um papel
importante na protecdo e preservacao da integridade do corpo, a dor pode afetar
diretamente o bem-estar do individuo impedindo-o de realizar suas atividades (BELL,
2018). A nocicepc¢ao, por outro lado, consiste em um mecanismo de codificacdo de
estimulos nocivos capazes de ocasionar um prejuizo em potencial (SMITH, E.S.,
2018). Nesse sentido, a nocicepcéao € uma experiéncia que pode se distanciar da dor.
Assim, 0 contato com temperaturas extremas, pressdes e substancias quimicas
ativam receptores sensoriais periféricos especializados em reconher esses estimulos
nocivos e realizar sua transferéncia até regibes cerebrais responsaveis por
proporcionar um mecanismo de defesa contra um determinado dano tecidual
imenente. Consequentemente, a dor € um processo que pode ou nao ocorrer
concomitantemente a nocicepcdo dependendo da modalidade e localidade do
estimulo. Além disso, a dor pode ser definida com conceitos e caracteristicas
diferentes em decorréncia do seu mecanismo fisiolégico e do seu tempo de duracéo
podendo ser intitulada como: dor aguda e crénica (KALIYAPERUMAL et al., 2019).

2.2 CLASSIFICACAO DA DOR

2.2.1 Dor aguda

A dor aguda pode ser desencadeada por diversas condi¢cdes tais como
estimulos nocivos, processos cirlrgicos, lesdes teciduais ou a presenca de patdégenos
gue danificam ou ameacam tecidos saudaveis (MICHAELIDES, A.; ZIS, P. 2019;
MASIC et al., 2018). Na maioria das circustancias, a dor aguda é localizada e seus
efeitos podem ser amenizados durante o processo de cicatrizacdo (CARACI et al.,
2020). O reconhecimento dos estimulos nocivos sdo moldados em todos os niveis do
sistema nervoso e seguem para neurdnios de projecdo ascendente que transferem
para o cortex por intermédio do talamo (GLARE, P.; AUBREY, K.; MYLES, P., 2019).
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Assim, muitos estimulos sdo identificados através de receptores acoplados a
proteina G, que aumentam o influxo ou causam o fechamento de canais ibnicos de
Na+ ou Ca?+. Esses nociceptores sao sensibilizados através de limiares mais baixos
e por isso apresentam a capacidade de reconhecer irritantes enddgenos produzidos
pela propia leséo e inflamacéo (BELL et al., 2018).

Além disso, a dor aguda pode evoluir para cronicidade, como é o caso da dor
pos-operatéria. Segundo informacdes da SBED, cerca de 10 a 50% dos pacientes que
submetidos a processos cirugicos desenvolvem dor pesistente, ao passo que, destes
2 a 20% evoluem para a cronicidade. Consequentemente, a dor aguda ainda € um
problema desafiador devido a pratica de subtratamento medicamentoso que favorece
o tempo de duracéo da dor, podendo chegar ao estagio croncio, e também dispde de
uma etiologia multifatorial, sendo capaz de seguir uma progressdo estatica ou
ascendente da dor, contribuindo para o uso intensificado de analgésicos (SBED, 2022;
SMALL, C.; LAYCOCK, H., 2020).

2.2.2 Dor cronica

A dor cronica, diferentemente da dor aguda, tem uma duragéo maior podendo
permanecer por varios meses, e acomete cerca de 11-19% de individuos adultos,
podendo ser dividida em dor inflamatdria e dor neuropética (SMITH, E.S., 2018). De
acordo com a Associacao para o Estudo da Dor (IASP), a duracéo e complexidade da
dor sé@o elementos responsaveis pela definicdo da dor crénica. O aumento nos custos
associados a dor crdnica € significativo, pois consiste em umas das principais razdes
pelas quais os pacientes buscam atendimento médico nos Estados Unidos. Além
disso, ha um sofrimento individual que pode comprometer a capacidade cognitiva e
ocasionar quadros de depressdao (MCCARBERG; PEPPIN, 2019; MICHAELIDES, A.;
ZIS, P. 2019), o que tem tornado um grave problema de salde em nossa sociedade
(ROECKEL et al., 2016). Nos EUA foi observado que pacientes tendem a continuar o
tratamento com opidides além do tempo de internacdo pds-operatéria (SMALL, C.;
LAYCOCK, H., 2020).
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A dor cronica atinge mais de 100 milhdes de adultos americanos, quando
comparada com desordens cardiacas, cancer e diabetes, segundo o relatorio do
Instituto de Medicina dos Estados Unidos. Por isso, o conhecimento acerca dos
mecanismos fisioldgicos que regem a dor e a nocicepc¢do sao relevantes para o auxilio
no tratamento (MCCARBERG; PEPPIN, 2019). Ha evidéncias de uma possivel
interacdo entre os fatores emocionais e a dor crénica. O fator afetivo pode estar
associado com a mudanca para cronicidade, ja que mesmo com a reducao das lesdes
periféricas, o sofrimento do paciente, em muitos casos, se mantém. (RAVER et a.,
2020; MANSOUR et al., 2014). E sabido que os eventos de transduc&o, transmiss&o
e integracado central sdo essenciais para a percepc¢ao da dor (BELL, 2018). Contudo,
a dor (aguda ou crbnica) pode ocasionar a ativacdo do eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal (HPA), gerando a liberacdo de uma grande quantidade de cortisol. Com a
ativacao persistente do eixo HPA pode-se observar uma maior incidéncia de doengas
cronicas associadas a dor (TIMMERS ET AL., 2019).

2.3 NEUROBIOLOGIA

2.3.1 Nociceptores

Os nociceptores podem ser definidos como terminagdes nervosas que tém a
capacidade de identificar estimulos nocivos e reconhecer sensagcfes associadas a
dor. A distribuicdo em mamiferos € ampla e abrange em média 67% das fibras totais
(12% Ad, 30% C-polimodal, 20% C-mecanotérmico ou apenas sensivel ao calor e 5%
C- silencioso), restando 33% responsaveis por identificar sinais de toque e pressao.
Sua classificacao € direcionada a quatro categorias: nociceptores mecanicos, 0s quais
Sa0 sensiveis a pressao; nociceptores térmicos, que respondem a situacdes extremas
de temperatura quente ou fria; nociceptores polimodais, que reconhecem estimulos
de natureza mecanica, térmica e quimica; e silenciosos, que sao ativados mediante
estimulos quimicos e através de mediadores inflamatérios. Além dos nociceptores, a
transmissdo do impulso nociceptivo necessita de fibras aferentes e eferentes que
serdo capazes de transmitir o estimulo nocivo (MARTINS et al., 2018). Os neurénios
sensoriais primarios (PSNs), denominados de nociceptores, identificam os estimulos
nocivos através das terminagdes nervosas provenientes dos PSNs que permitem a

percepcdo da dor. Essa categoria de nociceptores reconhece determinados estimulos
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sob certas circunstancias, mas nada impede a identificacdo de formas in6cuas do
mesmo estimulo como é o caso dos nociceptores de calor e frio (FRIAS, B.; MERIGHI,
A., 2016). Ademais, essa classe de neurdnios € responsavel por identificar extremos
de temperatura (10°c e 40°c em mamiferos), e niveis elevados de pressao mecanica
e lesdo ocasionada por produtos quimicos.

Os nociceptores apresentam-se bem distribuidos na periferia, visceras e nos
tecidos profundos. Quando ativados, os nociceptores localizados em diversas regioes
do corpo transferem um potencial de acdo até o cortex somatossensorial, cortex
parieto-insular e ao cértex cingulado anterior onde a sensacédo da dor é decodificada
(SNEDDON, L. U., 2018). Contudo, as vias de transmisséo para 0s 0rgaos somaticos
e visceras até 0s centros corticais apresentam rotas distintas (FRIAS, B.; MERIGHI,
A., 2016) e, apesar da nocicepcao e a dor apresentarem conceitos diferentes, um
processo ndo pode ocorrer sem o outro (SMITH, E.S., 2018).

As fibras A subdividem-se em alfa (13-20 pm), beta (6-13um), gama (3-8 um) e
delta (1-5 ym) (Figura 1). Deste modo, as fibras que apresentam um calibre maior séo
responsaveis por conduzir impulsos nervosas mais rapidos do que quando comparado
com fibras de calibre menor. Assim, as fibras alfa, beta e gama séo consideradas mais
rapidas em decorréncia do seu calibre e conduzem estimulos associados a:
propriocepcao (pele, musculos e articulacdes) e tato (SYDNEY, P.; CONTI, P., 2011,
LANZANSTER, 2011; GUGINSKI, G.,2008). Da mesma forma existe uma subdivisao
para as fibras A deltae Cem | e Il (Ad1, Ad2, C1 e C2).
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Figura 1 - Fibras responsaveis pela conducao de estimulos para o Sistema
Nervoso Central.

Mielinizada nenhum
Diametro grande
Propriocepcao, toque leve
7 = ~ 53 °C Tipo |
~43 °C Tipo ll
Levemente mielinizada P

Diametro médio
Nocicepg¢ao (mecanica, térmica, quimica)

~43 C

Nao mielinizada

Diametro pequeno
Temperatura indcua, coceira
Nocicepg¢ao (mecanica, térmica, quimica)

Fonte: LANZANSTER, 2011.

As fibras Ad, que séo levemente mielinizadas, transmitem os estimulos em
espaco menor de tempo e sdao responsaveis por produzir percepcdes associadas
a dor rapida e aguda. Em contrapartida, as fibras do tipo C por apresentarem um
didmetro menor e auséncia de mielina, transmitem os estimulos mais lentamente,
sendo relacionadas as fibras polimodais, que conduzem a sensacao de dor leve,
moderada e lenta. A ativacdo de uma fibra nociceptiva favorece uma série de
modificacdes membranares que culminam na formacdo de um estimulo, o qual sera
transmitido até o SNC e entendido pelo cortex cerebral como desagradavel. As
consequéncias de um estimulo doloroso estdo relacionadas com uma cascata de
eventos ligada a: lesGes teciduais, liberagdo de substancias pro-inflamatorias,
mediadores inflamatérios e aumento da permeabilidade vascular, que produzem a
inflamacdo e ocasiona danos significativos a longo prazo (MARTINS et al., 2018;
SNEDDON, L. U., 2018).
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2.3.2 Vias neurais responsaveis pela dor

A via da dor compreendes diversos componentes cognitivos, como o0 sistema
sensorial, emocional e o comportamental, visando proporcionar um efeito protetor
diante de estimulos considerados nocivos. Os reflexos espinhais, tanto os
primitivos quanto complexos, conscientes e  subconscientes, possibilitam
respostas supra espinhais que estdo relacionadas com esse sistema. Nesse
sentido, as fibras nervosas atuam no transporte de estimulos nocivos para o Sistema
Nervoso Central (SNC) que sao inicialmente transduzidos e sinalizados por intermédio
de nociceptores. Em seguida, sdo encontrados um grupo de corpos celulares das
fibras aferentes primarias chamandos de ganglio da raiz dorsal (DRG), que realizam
diversas sinapses com varias células do corno dorsal espinhal, possibilitando a
liberacdo de neurotransmissores excitatorios ou inibitorios (MCCARBERG; PEPPIN,
2019). Assim, para que esse processo seja executado existem duas vias importantes

para deteccdo e percepcao da dor: via ascendente e a via descendente (figura 2).

Figura 2 - Vias ascendente e descendente.
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Em casos de dano tecidual, ird ocorrer uma série de eventos relacionados a
ativacao de canais ibnicos presentes no terminal periférico, iniciando a despolarizacéo
dos pequenos neurdnios aferentes de primeira ordem. Posteriormente, o potencial de
acao sera conduzido através das fibras nociceptivas Ad e C, por intermédio do ganglio
da raiz dorsal, para os terminais do ax6nio no corno dorsal da medula espinhal. Em
sequéncia, esses neurdnios irdo realizar sinapses com neurénios de segunda ordem:
as fibras C nas laminas | e Il e fibras Ad na substancia gelatinosa (SG), também
chamada de lamina Il. Ao cruzar com a medula espinhal os neurénios de segunda
ordem tém suas fibras terminais projetadas até o talamo, onde interagem com o0s
neurdnios de terceira ordem, que sao capazes de estabelecer uma comunicagdo com
0 cortex somatossensorial. Quando ocorre o recebimento do potencial de acéo por
essa classe de neurdnios, a dor sera assimilada ou esses neurdnios poderdo seguir
com esse estimulo até o giro cingulado anterior, que interpreta a parte emocional da
dor (WOLLER et al.,2017; AGUIAR, 2018). A principal via descendente inibitéria da
dor € localizada em nivel supra espinhal e estabelece uma comunicacdo com uma
regido presente no mesencéfalo, chamada de substancia cinzenta periaquedutal
(PAG), através da via funiculo dorsolateral. Nesse sentido, essa regido recebe
aferéncias provenientes do hipotalamo e do trato espinotalamico ascendente e
posteriormente descende na via do nucleo magno da rafe, liberando substancias
capazes de exercer papeéis inibitorios associados a analgesia. Todavia, ha
inmeros sitios que déo origem a via descendente para o corno dorsal como: nicleo
magno da rafe, hipotalamo, nulcleo reticular paragigantocelular, nucleo
parabraquial, locus coeruleus, nucleo do trato solitario e nucleo reticular dorsal
(AGUIAR, 2018).

As laminas Rexed consistem em nove laminas (I-1X), que apresentam
particularidades citolégicas e estdo presentes na substancia cinzenta relatada pelo
anatomista sueco B. Rexed, sendo as laminas | e Il nomeadas como a parte
superficial do corno dorsal. Em contrapartida, as outras laminas dispdem uma
extensdo que abrange o longo do cordéo, as colunas dorsais de forma paralela e a
parte ventral da substancia cinzenta (GEBHART G.F., SCHMIDT, 2013). Na regiao
superficial do corno dorsal sédo projetados neurdnios aferentes de alto limiar
especificos da lamina I. Outra populacdo pertencente ao corno dorsal sdo o0s
neurbnios de segunda ordem- laminas V-, situados em regides mais profundas e

sensiveis a entrada de fibras A de baixo limiar e de alto limiar (fiboras Ad/ C). Em
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consequéncia, da alta quantidade de entradas de estimulos mediadas por fibras A e
C h& uma resposta gradativa dos neurdnios convergentes ou de ampla faixa dinamica
(WDR), que comegam a reconhecer estimulos nociceptivos e ndo nociceptivos. (R.F.
Ashmawi HA; Freire GM, 2016; WOLLER et al.,2017). Contudo, ndo ha uma regiao
dentro do cérebro capaz de processar todas as entradas sensoriais (WOLLER
et al.,2017).

A modulacdo da transmissdo nociceptiva € realizada apods a liberacéo
de aminoé&cidos e neuropeptidios nas terminacdes aferentes primarias presentes no
corno dorsal como: taquicininas (substancia P), neurocinina A (NKA) e neurocinina
B (NKB); endorfinas, glutamato e aspartato, peptideo associado ao gene da
calcitonina (CGRP), colecistocinina (CCK), somatostatina, o6xido nitrico,
prostaglandinas, galanina e encefalinas. Em contrapartida, existem
neurotransmissores como a serotonina, noradrenalina, acido gama aminobutirico
(GABA), dlicina e neuropeptidios capazes de ocasionar um processo inibitério
nociceptivo no corno dorsal (AGUIAR, 2018). Os aspectos somatossensoriais e
cognitivos da dor, em especial da dor aguda, séo feitos a partir de sinais da periferia
na area do corno dorsal da medula, sendo transmitido com auxilio do talamo para
regides centrais especificas para processamento. Deste modo, esses sinais tendem

a cessar com o término do estimulo da incitacao periférica (WOLLER et al.,2017).

2.4 MEDIADORES INFLAMATORIOS

Dentre os sinais classicos da inflamacéo — dor, rubor, calor, edema e perda de
funcdo - a dor esta associada quimicamente a eventos de aumento de fluxo e
permeabilidade vascular, bem como de liberacdo de substancias algogénicas com
potencial pré-inflamatério (JUNIOR et al., 2016). Deste modo, durante o processo
inflamatdério, os macréfagos M1 atuam na inducéo de citocinas pro-inflamatorias: TNF-
a, IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-12, IL-18 e IL-23; producdo de 6xido nitrico (NO) e espécies
reativas de oxigénio (ROS), além de agirem na imunidade adaptativa citotoxica, na
expressdo de receptores de quimiocinas e na resposta contra patdgenos mediada
pela célula T auxiliar tipo 1 (Thl) e Thl7. Por outro lado, os macrofagos M2
apresentam associagcdo com quimiocinas CCL17, CCL18, CCL22 e CCL24;
favorecem a mudanca génica para interleucinas com potencial anti-inflamatério como

TGFB, IL-1R tipo Il, IL-1Ra e IL-10, induzem a expressao de receptores em niveis
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endoliticos e convocam o recrutamento de células Th2, eosindfilos e basbfilos por
meio de estimulos provenientes de quimiocinas CCL17, CCL18, CCL22, CCL24 e
células Tregs (MOGHADDAM et al., 2018).

As citocinas compreendem uma familia de mensageiros moleculares,
constituidos por polipeptidios ou glicoproteinas, com meia-vida limitada, peso entre
15-20 kDa e que estao associadas a processos de crescimento, diferenciacao, sinais
inflamatérios ou anti-inflamatoérios a partir de um estimulo inicial. (CONLON et al.,
2019; BERRAONDO et al., 2018; ROSE-JOHN, 2018). Além disso, essas moléculas
apresentam um papel relevante no que tange a modulagédo da dor (CRISPINO, N;
CICCIA, F, 2021). Apos a ligacao da citocina em seu alvo farmacoldgico expresso na
membrana celular, é iniciado o processo de sinalizacéo intracelular que modifica a
transcricdo genica, levando a proliferacao e diferenciacdo de determinadas funcdes
celulares (BERRAONDO et al., 2018), como a producéo e a liberagdo de citocinas.
Algumas citocinas estéo associadas com com o mecanismo da nocicepcéo, a saber:
a IL-6, IL-1B e IL-23. A intercelucina-6 esta relacionada com a modulacdo da
nocicepgao e com a coordenacao de outras citocinas e seus receptores como a IL-23,
IL-17A e IL-18. Em contrapartida, a IL-13 é responsavel por ocasionar dano tecidual e
pela modulagédo também da nocicep¢do em decorréncia do aumento do seu receptor
(IL-1R), expresso por neurbnios DRG em roedores portadores de artrite induzida
através do adjuvante completo de Freund (CFA) (CRISPINO, N; CICCIA, F, 2021).

2.5 TRATAMENTO

2.5.1 AINES

Os anti-inflamato6rios ndo esteroidais (AINES) pertencem a uma classe de
medicamentos utilizados comumente na clinica para o tratamento da dor, febre e
doencas inflamatarias, pois promove o alivio dos sintomas de pacientes portadores de
doencas crénicas como: artrite reumatoide, osteoartrite, IUpus eritematoso sistémico,
febre reumatica, entre outras (HARIRFOROOSH et al., 2013). Além disso, € o tipo de
terapia farmacoldgica mais usada para casos de dor leve e inflamatéria moderada
(GROSSER, T.; RICCIOTII, E.; FITZGERAL, G.A., 2017; BACCI et al., 2012). Seu
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mecanismo de agdo consiste na inibicAo da ciclooxigenase (COX), enzima
responsavel pela biossintese de prostaglandinas (PGs - importantes mediadores do
processo inflamatério e nociceptivo (MARTINEZ et al., 2019). Apesar de promover o
alivio dos sintomas associados a dor e a inflamagéo, esses farmacos ocasionam
efeitos adversos significativos (BACCI et al., 2012) como: hemorragia gastrointestinal,
Ulcera péptica, diarreia, dispepsia, inibicdo da agregacdo plaquetaria, entre outros
(SANDOVAL et al., 2017).

A principio, uma grande parte dos efeitos adversos ocasionados por essa
classe de medicamentos decorre da inibicAo da biossintese de prostandides
provenientes da via do acido araquidénico (AA), que é transformado em
prostaglandina G2 (PGG2) e, posteriormente, em prostaglandina H2 (PGH2) pela
atividade da ciclooxinagese (COX). A PGH2 é finalmente metabolizada pelas

prostaglandinas sintases especificas, formando os prostandides (figura 3).

Figura 3- Via de sinaliza¢do do acido araquidonico.
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O mecanismo de acdo dos AINES foi evidenciado por Vane, mas so foi
completamente elucidado por elucidado por Simmons que constatou em sua
pesquisa a existéncia da COX-2. E importante salientar que toda a classe que compde
os AINEs é capaz de inibir as ciclooxigenases (COX), enzimas responsaveis por gerar
os produtos finais do acido araquiddnico, as prostaglandinas (PGs). O AA é o
precursor das PGs e esta presente nas membranas celulares como um éster
fosfolipidico liberado pela via da fosfolipase A2 citosolica (CPLA2), apesar de diversos
estimulos serem capazes de libera-lo. Dessa forma, apdés ser liberado, o AA ¢é
convertido em eicosanoides através da via da COX e do processo de catalitico
da enzima lipoxigenase (LOX) (SANDOVAL et al., 2017; HARIRFOROQOSH et al.,
2013).

Na via da COX é possivel identificar duas isoformas da enzima: COX-1 e COX-
2. A isoforma que est4d associada com o encargo de realizar a citoprotecao
gastrica, regulacdo do fluxo sanguineo renal e agregacao plaquetaria € a COX-1,
além de estar presente na maior parte dos tecidos. Em contrapartida, a COX-2 esta
expressa em regibes como o cérebro, medula espinhal e rins, e exerce funcdes que
agem no aumentam o processo inflamatorio, exceto quando desempenha funcdes
estritamente basais. Além das duas isoformas, existe a COX-3 que nao tem atividade
relacionada com a producdo de prostaglandina em humanos e que pode ser
considerada uma variacdo da COX-1 (JAPIASSU, V.; NETO, S., 2022). Nesse
sentido, a primeira etapa da via da COX é a biossintese de PGs e tromboxanos
(TxA).

2.5.2 Opioides

O ¢6pio é proveniente do processo de extracdo do latex da papoula (Papaver
somniferum), substéncia natural que foi classificada posteriormente como um
narcético por Hipocrates em 460 a.C. Os derivados do O6pio podem ser
classificados em trés categorias: naturais, extraidos do calice da papoula como a
morfina; semissintéticos como a diacetiimorfina — conhecida como heroina; e os
sintéticos, fabricados em laboratério. A nomenclatura adotada leva em consideracéo
aspectos associados a origem da molécula e sua respectiva estrutura quimica. Logo,

as substancias de origem natural e algumas semissintéticas sdo chamadas de
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opiaceos, ao passo que as derivadas de processos sintéticos sao conhecidas como
opioides. Seus efeitos sdo destinados a proporcionar ao paciente analgesia e acdes
hipnoticas (LEAL, R; ALENCAR, G., 2020; PEREIRA et al., 2016). Dessa forma, os
opioides constituem uma das linhas de tratamento para a dor aguda e cronica
moderada a intensa (ROECKEL et al.,, 2016). Em decorréncia de seus beneficios,
principalmente durante a terapéutica oncologica, o uso de opiaceos foi altamente
recomendado para o manejo de pacientes com cancer para alivio da dor e para
melhor a qualidade de vida, visto que esses farmacos conseguem proporcionar
analgesia, ao ativar receptores pré- e pés-sinapticos localizados no SNC e SNP,
culminando na diminuicdo de impulsos nociceptivos para as regides do cérebro e da
medula espinhal (SILVA, 2020; LEAL, R; ALENCAR, G., 2020).

Atualmente o Brasil € tido como o maior consumidor de analgésicos opioides
per capita dentre os paises da América do Sul. Todavia, dos cerca de 50% de
pacientes portadores de dores agudas que estao sob tratamento medicamentoso, boa
parte ndo esta satisfeita com os resultados (CALONEGO, 2020). Ao se tratar de
farmacos opioides, pode-se ressaltar dois efeitos colaterais que geram
heterogeneidade entre si, como a hiperalgesia induzida por opioides (OIH) e a
tolerancia analgésica. A OIH pode ser caracterizada como a hipersensibilidade diante
de estimulos dolorosos em fases «cronicas da utilizacdo de  opiaceos,
proporcionando a percepcao de dor mais acentuada (ROECKEL et al., 2016).

Quando existe a necessidade de aumentar de forma progressiva as doses
de opidceos com o objetivo de manter os seus efeitos, entende-se que o paciente esta
em um quadro de tolerancia analgésica que pode ser definida pela reducédo gradual
da analgesia estabelecida por uma determinada dose de opiaceo devido a
administracdo em carater cronico. Além disso, esse quadro € decorrente da presenca
de um desvio para direita na curva dose-resposta, que pode contribuir para o
aumento de dose continuo ou no transcorrer do uso dessa classe a longo prazo.
Mediante a isso, é importante que as pesquisas avancem significativamente para
gue novos alvos terapéuticos sejam implementados como um recurso médico
(MERCADANTE, S.; ARCURI, E.; SANTONI, A., 2019; ROECKEL et al., 2016).
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2.5.2.1 Receptores opioides

Os receptores opioides estéo associados a processos de reconhecimento da
dor e nocicepcao. Além disso, estdo presentes no sistema nervoso central e
periférico; na periferia sdo expressos por células neuroenddécrinas (hipofise, adrenal),
ectodérmicas e por células provenientes do sistema imunoldgico (CARROLL, P.,
2019; STEIN, 2016). Essa classe de receptores apresenta agregacao heteromérica,
acoplamento com a proteina G e podem ser divididos em trés familias: mu, kappa e
delta (CARROLL, P., 2019), apesar de existirem outros tipos de receptores que
ndo sado reconhecidos como receptores classicos como o sigma, epsilon e o orfanina,
por exemplo (STEIN, 2016).

A partir da interagdo com agonista ou antagonista de natureza sintética
ou enddgena com 0s receptores opioides, uma série de eventos séo observados que
culminam em alteragdes conformacionais e no acoplamento na por¢ao C-terminal da
proteina Gi/o heterotrimérica do receptor opioide. Em sequéncia, ocorre a troca de
GTP para GDP e dissociacao da subunidade Ga e do dimero By. A presenca de GDP
favorece a inibicdo da adenilil ciclase e a consequente producdo de cAMP, quanto
os dimeros By agem diretamente em diversos canais presentes na membrana
ocasionando a diminuicdo da condutancia de canais de Ca?* ou de canais retificadores
de entrada de K* abertos. Quando os niveis de cAMP sao reduzidos ocasiona o
processo de hiperpolarizagdo da célula e diminuicdo da liberacdo de
neurotransmissores pela sustancia cinzenta periaquedutal, constituindo a
antinocicepcdo. A dessensibilizacdo e a internalizacdo do receptor é realizada
através da fosforilacdo efetuada pelo receptor acoplado a proteina G cinase (GRK),
gue recruta a [B-arrestina que é capaz de internalizar, degradar e diminuir a
guantidade de receptores de membrana através da via dependente de clatrina ou
serem degradados por lisossomos. Em contrapartida, a regulacdo negativa dos
receptores de glutamato, ativacdo dos receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) e o
aumento da acao da adenilato ciclase e da PKA estdo associados a amenizacédo dos
efeitos analgésicos aumento do indice de tolerdncia e a quadros de hiperalgesia
(figura 4) (MERCADANTE, S.; ARCURI,E.; SANTONI, A., 2019; STEIN, 2016).
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Figura 4 - Via de sinalizacdo do tratamento de dor aguda e crénica com
opioides.
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Fonte: MERCADANTE, S.; ARCURI, E.; SANTONI, A., 2019.

Existe uma ampla variedade de receptores u localizados no organismo
humano, em especial o MOR, que é o principal alvo dos opiaceos utilizados na
clinica. Esse receptor esta localizado no SNC e no sistema nervoso periférico (SNP)
e sua ativacdo proporciona o estado de analgesia. Sua estrutura consiste em um
dominio transmembranar acoplado a proteina G (GPCR), codificada por intermédio
do gene OPRM1 em seres humanos (PATRICK CARROLL, 2019; ROECKEL et al.,
2016). Os receptores opioides também apresentam potencial de inibir outros canais
(receptores de potencial transitério vanildide tipo 1 (TRPV1) e os canais i6nicos
sensiveis a acido (ASICs), por exemplo, proporcionando a diminui¢cdo da transmissao
de estimulos nociceptivos e alivio da dor (STEIN, 2016). Em relacdo ao sistema
opioide endogeno, podemos destacar que o mesmo esta relacionado a modulagéao da
dor em situacdo de estresse, especialmente em casos em que a sobrevivéncia do
individuo esta sendo posta em risco (RIBEIRO, 2019). Dessa forma, os receptores
e as substancias enddgenas que fazem parte desse grupo também estdo associadas
em promover efeitos analgésicos nos sistemas nociceptivos centrais e periféricos

(SNEDDON, L., 2018). No intuito de exercer esse objetivo, as vias enddgenas dispdem
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de uma série de neuropeptidios opioides, denominados de endorfinas, divididas em
trés classes: encefalinas, dinorfinas e B-endorfinas. Por sua vez, as encefalinas
estabelece uma interacdo com os receptores 9, enquanto as dinorfinas com K e as

e - endorfinas com receptores y e 0. (RIBEIRO, 2019).

2.6 PLANTAS AROMATICAS

Os produtos naturais consistem em uma fonte rica de compostos dotados
de propriedades bioativas, capazes de tratar de diversas enfermidades (WANG et a.,
2019). A Food and Drug Administration (FDA), até o final do ano de 2013, autorizou
cerca de 547 produtos naturais e seus derivados para uso (RAO et al., 2019). Contudo,
apenas 6% das plantas superiores foram estudadas a fim de avaliar o seu potencial
farmacolégico (WANG et a., 2019). Com isso, torna-se evidente a necessidade de
mais pesquisas dada a diversidade de moléculas que podem ser isoladas dessas
plantas, bem como seus potenciais farmacoldgicos (RAO et al., 2019). Embora seja
uma pratica medicinal antiga, o uso de plantas medicinais tem sido usado na
atualidade para prevencdo de doencas, tratamento e para induzir acodes
psicoativas relacionadas com a consciéncia, emocdo e cognicdo (DONATELLO et
al., 2020; RENAN et al., 2018).

As plantas aromaticas compdem cerca de 10% do reino vegetal com
aproximadamente 17.000 espécies em todo o0 mundo. Suas propriedades, aroma e
a mistura de compostos volateis evidenciados chamam a atenc¢éo para pesquisas com
enfoque no design de novas moléculas bioativas com menos efeitos colaterais
(FITSIOU, E.; PAPPA, A., 2019). Em virtude da sua alta disponibilidade em plantas
aromaticas, os 0Oleos essenciais podem encontrados em todos os 0rgaos vegetais
como: sementes, frutos, madeira, brotos, folhas, raizes, madeira ou até mesmo
na casca (VALDIVIESO-UGARTE et al., 2019). Os o6leos essenciais, devido a sua
lipofilicidade, sdo capazes de atravessar a barreira hematoencefélica e ocasionar
acdes no sistema nervoso central conforme ja observado em modelos animais
(RENAN et al.,, 2018). Os terpenos, compostos encontrados abundantemente na
composigéo dos 6leos essenciais, consistem em moléculas com duas unidades de
isopreno, compreendendo estruturas ciclicas ou aciclicas e nomenclatura definida a
partir da quantidade de atomos de carbono presentes na cadeia principal. Os

monoterpernos, por sua vez s&o hidrocarbonetos com férmula, CioHis, cOMO € 0

33



caso do linalol.

2.6.1 Linalol

O Linalol (Lin-3,7-dimetil-1,6-octadien-3-0l) € um monoterpeno aciclico que
possui dois enantibmeros, o (R)-(-)-linalol e o (S)-(+)-linalol, sendo
comumente encontrado em varias espécies de plantas aromaticas como: Cymbopogon
citratus (DC.) Stapf (Poaceae), Ocimum sanctum L. (Lamiaceae), Jasminum
subtriplinerve Blume (Oleaceae), Lavandula angusti-folia Mill. (Lamiaceae), Melissa
officinalis L. (Lamiaceae) e Rosmarinus officinalis L. (Lamiaceae). Além disso, tem um
papel importante em iniciar a biossintese de outros alcoois e aldeidos (WESTON-
GREEN, CLUNAS; NARANJO, 2021; MIGHELI et al., 2021; SOUTO-MAIOR, et al
2017).

Na industria, o linalol € empregado como uma esséncia na confeccdo de
perfumes, shampoos, sabdes e detergentes (SOUTO-MAIOR, et al 2017), podendo
ser usado como condimento e na inducdo de polinizadores em ambientes
naturais (SABOGAL- GUAQUETA et al., 2018). Os oleos provenientes dos linalol
guando empregados como fragrancia ndo apresentam potencial em ocasionar
efeitos irritantes, genotéxicos ou mutagénicos quando em contato com a pele
humana, conforme descrito em varios estudos (WESTON-GREEN, CLUNAS;
NARANJO, 2021).

O linalol apresenta uma série de efeitos farmacoldgicos descritos na literatura,
a saber: efeitos anticonvulsivante, ansiolitico, sedativo, hipnético,
antidepressivo, antinociceptivo, antioxidante, antineoplasico, antileishmanicida
e antimicrobiano (MIGHELI et al.,2021; SABOGAL-GUAQUETA et al., 2018;
SOUTO-MAIOR, et al 2017; TASHIRO et al, 2016). Do ponto de vista
farmacodinamico, o composto parece atuar nos sistemas opidide, colinérgico e
dopaminérgico, além de ativar canais de K* e reduzir as respostas perante
estimulos nociceptivos (MIGHELI et al.,2021; DONATELLO et al., 2020). Foi
observado também que o monoterpeno parece modular a neurotransmisséo
glutamatérgica, via receptor NMDA (SABOGAL-GUAQUETA et al., 2018). Foi
observado também que o linalol reduziu a producao de citocinas e de mediadores

inflamatérios como o6xido nitrico, NF-kB, TNF-a, IL-6 e IL-1B em616 macréfagos
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de camundongos (RAW 264.7) e em linhagens de células glias (BV2) (WESTON-
GREEN, CLUNAS; NARANJO, 2021), na presenca de lipopolissacarideo. Ademais, o
enantiomero (R)-(-)-linalol apresentou efeito antioxidante em lesées induzidas por
privacao/reoxigenacgédo de oxigénio-glicose. Por fim, foi observado que o linalol parece
interagir com os receptores da adenosina Al e A2A, promovendo uma diminui¢ao da
atividade da NOS com consequente reducdo da producdo/liberacdo de NO
(MIGHELI et al.,2021).

2.6.2 Tetrahidrolinalol

O Tetrahidrolinalol (2,6-dimentil-6-octanol) é um liquido incolor, com peso 630
molecular de 158,29 g/mol e férmula quimica C10H220. Do ponto de vista quimico,
esse composto € classificado como um monoterpeno alcool aciclico derivado do
metabolismo do linalol, através de uma reacdo de hidrogenacédo da ligacdo dupla
endociclica ( Figura 5) (OLIVEIRA, 2010).

Figura 5 - Estrutura quimica do tetrahidrolinalol (A) obtido de SILVA et al., 2022; e (B)
Sintese do tetrahidrolinalol através da reacao de hidrogenacao do linalol, extraida de
OLIVEIRA, 2010.
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O tetrahidrolinalol teve seu uso aprovado pela Food and Drug Administration
(FDA) e Flavor and Extract Manufacturers’ Association (FEMA) como aromatizante na
industria de cosméticos e produtos de limpeza. O uso como aditivo alimentar,
entretanto, ndo foi aprovado pela International Joint FAO/WHO Expert Committee on
Food Additives (JECFA) com a alegacdo de baixa disponibilidade de estudos
com o THL (LAPCZYNSKI et al., 2008). Apesar de ser derivado do linalol, um
monoterpeno amplamente estudo, as pesquisas envolvendo o THL ainda sao
escassas. Estudos desenvolvidos em nosso laboratério tém identificado as seguintes
propriedades farmacolédgicas do tetrahidrolinalol a ssociados a efeitos: ansiolitico,
anticonvulsivante, anti-inflamatdrio, antidepressivo e antinociceptivo (SILVA et al.,
2022; SALVADORI, 2019; OLIVEIRA et al.,2010).

Dessa forma, levando-se em consideracdo que: 1) os efeitos terapéuticos
observados com o uso de monoterpernos os tornam excelentes alternativas para a
sintese de novos farmacos para o tratamento de diversas sintomatologias
(MOHTASHAMI; SHAKERI; JAVADI, 2019; SANTOS et al., 2019); 2) o linalol
apresenta atividade  antinociceptiva ja bem descrita na literatura, sendo capaz de
reduzir a dor neuropética, bem como, diminuir contor¢des abdominais induzidas pelo
acético em modelos animais (DONATELLO et al., 2020) e 3) trabalhos realizados em
nosso laboratério apontam um potencial antinociceptivo do THL em modelos
animais de contor¢cdes abdominais induzidas por acido acético, placa quente e
formalina (SALVADORI, 2019; OLIVEIRA et al.,2010), o presente trabalho busca
investigar os mecanismos subjacentes ao efeito antinociceptivo do composto, através

de metodologias in silico e in vivo.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

X/
L %4

Investigar o efeito antinociceptivo do tetrahidrolinalol através de metodologias in

silico e in vivo.

3.2 ESPECIFICOS

>

o
25

*
°e

Prospectar, através do docking molecular, os principais alvos farmacologicos
envolvidos no efeito antinociceptivo do tetrahidrolinalol;

Avaliar o efeito do tetrahidrolinalol sobre a coordenacdo motora de
camundongos submetidos ao teste do rota-rod,;

Investigar o efeito antinociceptivo do tetrahidrolinalol em camundongos
submetidos ao modelo das contor¢des abdominais induzidas por acido acético;
Investigar o efeito antinociceptivo do tetrahidrolinalol em camundongos
submetidos ao modelo da formalina;

Investigar o efeito antinociceptivo do tetrahidrolinalol em camundongos
submetidos ao modelo da placa quente;

Sugerir, a partir das metodologias anteriormente descritas, um possivel

mecanismo de acao que explique o efeito antinociceptivo do tetrahidrolinalol.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1. MATERIAL
4.1.1 Local da pesquisa

As metodologias in vivo foram realizadas no Laboratério de Psicofarmacologia
da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), sob orientacdo do Professor Dr.
Cicero Francisco Bezerra Felipe e co-orientacdo do Professor Dr. Reinaldo Nobrega
de Almeida. Ademais, o estudo de modelagem molecular in silico foi realizado em
parceria com a Professora Dr2 Luciana Scotti farmacéutica do Hospital Lauro
Wanderley e pertencente ao departamento de quimica da UFPB.

4.1.2 Drogas, farmacos e reagentes

O Tetrahidrolinalol (Sigma — Aldrich EUA) foi cedido pelo Prof. Dr. Damiao
Pergentino de Sousa, coordenador do Laboratério de Quimica Farmacéutica da UFPB
e emulsificado com Tween 80% (0,5%) em solugdo salina a 0,9%. As demais
substancias utilizadas foram diluidas em soro fisiolégico e administradas por via oral

em um volume total de 0,1 mL/10 g.

Quadro 1 - Substancias utilizadas durantes os ensaios experimentais

Substancias Procedéncia

Acido acético glacial P. A | Merck, Brasil

Agua destilada IPeFarM/UFPB, Brasil

Etanol absoluto IPeFarM/UFPB, Brasil

Formaldeido P. A 37% Vetec, Brasil

Indometacina Merck Life Science, Brasil
Morfina Cristalia, Brasil
Naloxona Cristalia,Brasil
Tetrahidronalol Sigma-Aldrich® Chemical

(St. Louis, MO, USA)
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Tween 80 (Polissorbato | Vetec, Brasil
80)

4.1.3 Animais e aspectos éticos

Foram utilizados camundongos Swiss (Mus musculus), albinos, adultos,
machos, pesando entre 30 a 40 gramas, com aproximadamente 3 meses de idade,
provenientes da Unidade de Producdo Animal — UPA do Instituto de Pesquisa de
Farmacos e Medicamentos — IPeFarM da Universidade Federal da Paraiba — UFPB.
Os animais foram agrupados em gaiolas de polietileno, contendo no maximo 08
camundongos por gaiola, mantidos sob condicbes monitoradas de temperatura (21 +
2°C), com livre acesso a racao tipo pellets e agua filtrada. Os testes foram efetuados
entre 12h00 e 17h00 p.m, seguindo precisamente as recomendacdes presentes no
Guia para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério dos Institutos Nacionais de
Saude e do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal — COBEA. Os protocolos
experimentais foram submetidos previamente & Comissdo de Etica em Uso de
Animais (CEUA - UFPB), certiddo n° 1739290620, com periodo de vigéncia de
08/2020 a 10/2021 (ANEXO A) e conduzidos de acordo com as diretrizes éticas
propostas pelo Conselho Nacional de Controle e Experimentagcdo Animal (CONCEA).

Ao final dos experimentos, os animais foram anestesiados com uma injecao
intraperitoneal da associacdo cloridrato de cetamina (100 mg/kg) e cloridrato de
xilazina (20 mg/kg) e posteriormente eutanasiados por deslocamento cervical
(CONCEA, 2018; Damy et al., 2010). Todos os residuos biolégicos resultantes foram
descartados de acordo com as suas caracteristicas especificas, segundo o Plano de
Gerenciamento de Residuos de Servicos de Saude — PGRSS elaborado pelo
laboratorio. Primordialmente, as carcacas dos animais foram acondicionadas em
sacos e/ou recipientes impermedveis contendo uma etiqueta de identificacdo,
resistentes a punctura, vazamentos e ruptura, sendo capaz de suportar 0S processos
de descarga e transporte da unidade geradora até o destino final (CONCEA, 2016).

Durante todo o processo de experimentacdo, a avaliacdo dos animais foi
realizada a partir da metodologia de simples-cego (single-blind) em que os
participantes ndo detinham conhecimento sob qual grupo estavam analisando
(ROSARIO-FILHO, 2018). Além disso, em consonancia com o principio dos 3'Rs

(reducéo, substituicdo e refinamento), foi realizado o calculo amostral no intuito de
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diminuir o uso desnecessario de modelos animais, melhorando o seu bem-estar e

empregando somente os testes bioldgicos necessarios.

4.2 METODOS
4.2.1 Metodologias in silico

O docking molecular foi utilizado para prospectar os possiveis alvos
farmacolégicos envolvidos no efeito antinociceptivo do THL. A estruturas 3 D das
proteinas foram obtidas do Protein Data Bank (PDB) (QUADRO 2) (CHAUDHARY,
K; MISHRA, N., 2016; THOMSEN, R.; CHRISTENSEN, M.H., 2006).

Quadro 2 - Informacfes sobre as proteinas selecionadas no estudo de modelagem
molecular in silico.

Proteina PDB Controle Resolucao
ID/Homologia

Receptor opioide p 6DDE Morfina 3.50 A

Receptor opioide p 6DDF Morfina 3.50 A

PLA2 1DCY Inibidor seletivo 2.70 A
(LY311727)

PLA2 1POD Inibidor seletivo 2.10 A
(LY311727)

COX2 1DDX Celecoxibe 3.00 A

COX2 1CVU Celecoxibe 2.40 A

TRPV1 - Capsaicina 3.27 A

Inicialmente foram removidas todas as moléculas de agua e cofatores da
estrutura cristalina das proteinas selecionadas. Dessa forma, para verificar o grau de
confiabilidade do método, o desvio quadratico médio (RMSD) foi calculado a partir das
poses geradas e estrutura original. O RMSD fornece o modo de conexao proximo a
estrutura experimental e é considerado bem-sucedido se o valor for inferior a 2,0 A.
Em seguida, foi utilizado o software Molegro Virtual Docker v.6.0.1 (MVD)
(THOMSEN, R.; CHRISTENSEN, M.H., 2006) com os parametros predefinidos no
mesmo software. Um ligante complexado foi usado para definir o sitio ativo e, em

seguida, os compostos foram importados para analisar a estabilidade do sistema
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através das interacdes identificadas com o sitio ativo da proteina, tomando como
referéncia o valor energético do MolDock Score e Plantscore (PINZI, L.; RASTELLI,
G., 2019; YURIEV, E. et al, 2015). O algoritmo MolDock SE (Simplex Evolution) foi
usado com os seguintes parametros: um total de 10 execu¢cfes com um maximo
de 1.500 iteragBes usando uma populacdo de 50 individuos, 2.000 etapas de
minimizacao para cada residuo flexivel e 2.000 etapas de minimizacao global por
corre. A funcéo de 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 fixada em
15 A de raio. Para a andlise da energia do ligante, foram avaliadas as interacdes

eletrostéticas internas, ligacdes de hidrogénio internas e torcées sp2-sp2.

4.2.2 Metodologias in vivo

4.2.2.1 Teste do rota-rod

O teste do rota-rod investiga o efeito de drogas sobre o tdbnus muscular ou
coordenacao motora do animal. Para este teste, os camundongos foram selecionados
em uma sessao de treino, 24 horas antes do experimento, que consistiu em colocar
0S animais com as quatro patas sobre uma barra de 2,5 cm de diametro, elevada a 25
cm do piso. Os camundongos capazes de permanecer na barra giratéria (12 rpm) por
mais de 180 segundos foram selecionados para o teste (ANAYA-EUGENIO et al.,
2016; OLIVEIRA, 2010). Seguidas 24 horas, os camundongos aptos foram divididos
em 5 grupos compostos por 6 animais, tratados com veiculo ou diazepam 4 mg.kg-1
(i.p) ou THL 50 mg.kg-1 (v.0) ou THL 100 mg.kg-1 (v.0) ou THL 200 mg.kg-1 (v.0).
Decorridos 30 — 60 minutos, cada camundongo foi colocado individualmente sobre a

barra giratéria para registro do tempo permanéncia no aparelho.

4.2.2.2 Modelo das contor¢des abdominais induzidas por &cido acético

Esta metodologia é usada como um modelo geral para avaliacdo da atividade
antinociceptiva de compostos diversos. A administracdo intraperitoneal de uma

solucdo de &cido acético 0,9% causara irritagcdo local, levando a producdo de
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mediadores proé-inflamatoérias como a substancia P, bradicinina, prostaglandinas, bem
como as citocinas IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-q, levando o animal a apresentar contor¢des
da parede abdominal seguidas de torcdo do tronco e extensdo dos membros
posteriores, como resposta reflexa a irritacéo peritoneal (SILVA et al., 2013).

Os camundongos aptos foram divididos em 6 grupos compostos por 6 animais,
tratados com veiculo ou indometacina 30 mg.kg-1 (i.p) ou morfina 5 mg.kg-1 (i.p) ou
THL 50 mg.kg-1 (v.0) ou THL 100 mg.kg-1 (v.0) ou THL 200 mg.kg-1 (v.0). Decorridos
30 — 60 minutos, cada animal recebeu uma injecao intraperitoneal de acido acético
0,9%, e o numero de contorcbes abdominais foi registrado durante 15 minutos
(HUANG et al., 2010).

4.2.2.3 Modelo da placa quente

Essa metodologia permite avaliar o tempo que 0s animais permanecem sobre
uma placa metélica aquecida até reagirem ao estimulo térmico. Esse método é
bastante empregado para a deteccdo de substancias analgésicas de efeito central, e
foi inicialmente descrito por Woolfe & Macdonald (1944). Nesse sentido, os
analgésicos centrais apresentam o potencial de aumentar o tempo de resposta dos
animais no teste da placa quente (SILVA, 2022).

Inicialmente, os animais foram divididos em 5 grupos compostos por 6
camundongos tratados com veiculo ou morfina 5 mg.kg-1 (i.p) ou THL 50 mg.kg-1
(v.0) ou THL 100 mg.kg-1 (v.0) ou THL 200 mg.kg-1 (v.0). Decorridos 30 — 60 minutos,
cada camundongo foi colocado individualmente sobre a placa de metal previamente
aguecida a 55 + 1°C para registro do tempo necessario para que 0S animais
apresentem o reflexo de lamber, morder ou levantar as patas sobre a placa (tempo
de laténcia para a resposta nociceptiva). As afericdes foram realizadas a cada 30
minutos, iniciando no momento da administragdo da substancia (Tempo 0) e

terminando 120 minutos apds a administragao.

4.2.2.4 Modelo da formalina

Nesta metodologia, 20uL de uma solugéo de formalina 2,5% é administrada na
regido subplantar da pata posterior direita do animal, proporcionando uma estimulacéo
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dos nociceptores, sendo o tempo de lambida da pata considerado indicativo de uma
resposta nociceptiva (SOUZA et al., 2000). O modelo em questdo compreende duas
fases: a primeira fase ocorre normalmente nos 5 primeiros minutos apos a injecao da
formalina e, provavelmente, é resultante da estimulacdo direta dos nociceptores,
levando a uma resposta neurogénica. A inibicdo dessa fase é indicativa de drogas
analgésicas que atuam em nivel central (AZEVEDO et al., 2007; HEIDARI et al., 2009).
Em seguida, ha uma interfase de aproximadamente 10 minutos caracterizada por
mecanismos inibitérios da dor. A segunda fase (15 — 30 minutos) é caracterizada
principalmente por uma resposta inflamatéria, gerada tanto pela estimulacdo de
nociceptores como pela liberagdo de mediadores inflamatérios como prostaglandinas,
serotonina, histamina e bradicinina (BATISTA et al., 2016).

Inicialmente, foram selecionados 7 grupos com 6 animais, que foram tratados
com veiculo ou morfina 5 mg.kg-1 (i.p) ou indometacina 30 mg.kg-1 (i.p) ou THL 50
mg.kg-1 (v.0) ou THL 100 mg.kg-1 (v.0) ou THL 200 mg.kg-1 (v.0). Decorridos 30 — 60
minutos, cada animal foi inserido individualmente em uma caixa de caixa triangular,
em angulo de 45°, com os lados e altura medindo 25 cm cada, contendo duas paredes
espelhadas e uma de vidro transparente, dando ao observador um maior campo de
visdo a fim de registrar o comportamento do roedor (tempo de lambedura da pata).
Essa metodologia também foi selecionada para avaliar um possivel envolvimento do
receptor opioide no mecanismo de antinociceptivo do THL. Para efetuar essa analise
foram utilizados 5 grupos compostos por 6 animais, que foram tratados com veiculo
ou morfina 5 mg.kg-1 (i.p) ou morfina 5 mg.kg-1 (i.p) + naloxona 4 mg.kg-1 (i.p) ou
THL 50 mg.kg-1 (v.0) ou THL 50 mg.kg-1 (v.0) + naloxona 4 mg.kg-1 (i.p).

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados de acordo com a normalidade das variaveis. Os
dados paramétricos foram representados pela média * erro padrdo da média (E.P.M.)
e analisados por ANOVA uni-direcional, seguida do poés-teste de Tukey. Foi
considerado o nivel critico para rejeicao da hipotese de nulidade os valores de p

menores que 0,05 (p < 0,05).
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5. RESULTADOS

5.1 METODOLOGIAS IN SILICO

O THL foi submetido ao rastreio por meio de docking molecular em quatro tipos
de alvos de diferentes PDBs. Os resultados foram gerados usando duas funcdes de
pontuacdo: o Moldockscore e o Plantscore. Dessa forma, os valores mais negativos
ou proximos ao farmaco padrdo indicaram melhores previsbes para possiveis
interacdes entre 0 monoterpeno e os alvos selecionados, conforme apresentado no

quadro 3.

Quadro 3 — Valores de energia de ligacao obtidos do docking molecular com o THL e
0s respectivos alvos selecionados.

Proteina PDBID THL Controle positivo
Moldockscore | Plantscore | Moldockscore Plantscore
Receptor 6DDE -55.66 -47.35 -77.84 -36.18
opioide
Receptor 6DDF -59.42 -51.06 -78.92 -61.86
opioide
FLA2 1DCY -66.70 -56.42 -138.81 -106.61
FLA2 1POD -53.01 -34.59 -82.63 76.94
COX2 1DDX -76.45 -61.75 -161.86 -126.07
COX2 1CVvU -70.29 -59.66 -144.96 -116.803
TRPV 3J9J -40.94 -34.16 -62.18 -38.30
1

A partir dessa analise foi possivel observar que o THL apresentou possiveis
interacbes com o receptor opioide e com o receptor TRPV1, em decorréncia dos
valores negativos proximos ao grupo controle. Ja& os demais alvos moleculares, ndo
demonstraram resultados satisfatorios que indicassem possivel envolvimento do
monoterpeno com a COX-2 e com a FLA2.

No intuito de validar os resultados obtidos, todos os dados adquiridos foram
submetidos ao redocking do ligante cristalografico sendo calculados através do Desvio
da Raiz Quadrada Média (RMSD) com as poses de ajuste analisadas em comparacao
com a estrutura cristalina. Deste modo, os valores da RMSD que fossem inferiores a

2 A seriam considerados ideais para seguir com a metodologia in silico. Durante a
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analise de redocking, foi evidenciado que a maioria dos valores RMSD estavam
abaixo de 2,0 A, ou seja, as poses geradas posicionaram o ligante corretamente no

local ativo (Quadro 4).

Quadro 4 - Valores de RMSD para as proteinas selecionadas no estudo.

Proteina PDB Ligante RMSD
PDB
Receptor 6DDE Damgo 0.52
opioide
Receptor 6DDF Damgo 1.63
opioide
FLA2 1DCY I3N 0.36
FLA2 1POD I3N 7.95
COX2 1DDX PGX 0.45
COX2 1CVU ACD 0.66
TRPV1 3J9J - -

E importante destacar que as interacdes entre o THL e o receptor
opioide, demonstraram resultados mais significativos do que quando comparado
com os dados obtidos com o farmaco padrdo — a morfina. Além disso, foram
observadas as seguintes interacbes (figura 6): ligacbes de hidrogénio com os
aminoacidos GInl124, Aspl47 e Tyr326; uma interacdo de van der Waals com o
aminoacido Cys217; uma ligacédo hidrofébica com o aminoacido lle144 e uma ligagéo
estérica Trp133. Contudo, em comparacao com o THL, a morfina formou mais ligacdes
estaveis, no entanto, com uma ligacéo estérica que evidencia uma baixa afinidade de

ligacdo ao receptor quando contraposto o monoterpeno.

J& as associacdes entre o THL e o receptor TRPV1 demonstradas na figura 7
foram: interacGes hidrofobicas entre o monoterpeno e os aminoacidos Alal5, Leul8,
Phe92, Met109 e Metl124. Ademais, 0 controle, capsaicina, apresentou interacdes
eletrostaticas com os aminoacidos Glul4, Phe92, Met109, Phel41 e uma interacdo

hidrofébica com o aminoacido Leul8.

45



Figura 6 - Interacdes 2D e 3D entre o THL, a morfina e o receptor opioide. As
interagdes hidrofébicas sdo destacadas em rosa, as interagdes de Van der Waals
sdo destacadas em verde claro, as interacfes estéricas sdo destacadas em vermelho
e as ligacOes e as ligacbes de hidrogénio sdo destacadas em verde escuro.
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Figura 7 - Interagdes 2D e 3D entre o THL, a capsaicina e o receptor TRPV1. As
interacdes hidrofobicas sdo destacadas em rosa, as interacdes de van der Waals
séo destacadas em verde claro e as liga¢des de hidrogénio sdo destacadas em

verde escuro.
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5.2 METODOLOGIAS IN VIVO

5.2.1 Teste do rota-rod

Os resultados obtidos demonstram que o tempo de permanéncia dos roedores
no aparelho ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos tratados com THL
nas doses de 50 mg.kg-1 (162,8 + 2, 2s; 180,0 = 0,0 s), 100 mg.kg-1 (171,3 £ 4,7 s;
180,0 £ 0,0 s) e 200 mg.kg-1 (154,5 £ 5,2 s; 178,3 = 1,6 S) nos tempos de 60 e 120
minutos, respectivamente, em relacdo ao grupo tratado com veiculo (180,0 £ 0,0 s;
180,0 £ 0,0 s). De forma contréria, o tratamento com diazepam 4 mg.kg-1 reduziu
significativamente o tempo de permanéncia dos camundongos na barra giratoria, no

tempo de 60 minutos (81,0 + 21.6 s; 178,5 + 5.2 s), em relacdo ao veiculo (figura 8).

Figura 8 - Efeitos do THL em camundongos submetidos ao teste de rota-

rod.
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As colunas representam a média £ E.P.M. (n = 6), analisada por ANOVA uni-direcional,
seguida do teste de Tukey. “a” vs veiculo quando p < 0,05.

5.2.2 Modelo das contor¢cdes abdominais induzidas por acido acético

Os resultados obtidos do modelo de contor¢cbes abdominais induzidas por acido
acético sado observados na figura 9. O tratamento com THL 50 mg.kg-1 (16,8 * 4,5),
100 mg.kg-1 (22,5 = 6,0) e 200 mg.kg-1 (28,5 * 5,3) diminuiu, significativamente, o
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namero de contor¢cbes abdominais em relacdo ao veiculo (43 +1,0). Nao foram
observadas, entretanto, diferencas significativas entre as diferentes doses do
monoterpeno. De forma semelhante, os grupos tratados com morfina 5 mg.kg-1 (1,0
+ 0,0) e indometacina 30 mg.kg-1 (12,1 + 2,7) apresentaram uma reducéo significativa

no numero de contor¢des abdominais quando comparados ao veiculo.

Figura 9 - Efeito do THL em camundongos submetidos ao teste de contorcdes
abdominais induzidas por acido acético.
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As colunas representam a média + E.P.M. (n = 6), analisadas por ANOVA uni-direcional,
seguida do teste de Tukey. “a” vs controle negativo quando p < 0,05.

5.2.3 Modelo da placa quente

No modelo da placa quente, a observacdo foi realizada em trés tempos
diferentes (figura 10). No tempo de 30 minutos, o tratamento com morfina 5 mg.kg-1
nao exibiu diferenca significativa no tempo de laténcia quando comparado com o
veiculo (4,3 + 0,2 s). De maneira diferente, o tratamento com THL 50 mg.kg-1 (14 *
0,6 s), THL 100 mg.kg-1 (10,8 + 1,5 s) e THL 200 mg.kg-1 (10,5 £ 1,1 s) aumentou,
de maneira significativa, o tempo de permanéncia dos animais na placa aquecida
guando contraposto ao veiculo.

No tempo de 60 minutos foi observado que o tratamento com morfina 5 mg.kg-
1(11,3+1,5s), THL 50 mg.kg-1 (14 + 0,1 s), THL 100 mg.kg-1 (8,6 £ 1,5 s) e THL

200 mg.kg-1 (9,4 =+ 1,4 s) aumentou significativamente a laténcia para a resposta
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nociceptiva em relacdo ao veiculo (1,0 + 0 s).

Por fim, no tempo de 120 minutos, o tratamento com morfina 5 mg.kg-1 (8,6 +
1,43 s), THL 50 mg.kg-1 (5,6 + 1,4 s), THL 100 mg.kg-1 (6,6 £ 0,9 s) e THL 200 mg.kg-
1 (11,8 £ 1,08 s) também causou um aumento significativo na laténcia para a resposta
nociceptiva em relagdo ao controle negativo (1,0 £0,0 s). Uma relagcéo dose-efeito com
o THL foi observada no tempo de 60 minutos entre as dose de 50 mg.kg-1 e as de

100 mg.kg-1 e 200 mg.kg-1 , enquanto que no tempo de 120 minutos, foi entre as
doses 50 e 200 mg.kg-1 e 100 e 200 mg.kg-1.

Figura 10 - Efeito do THL em camundongos submetidos ao teste da placa quente.
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As colunas representam a média + E.P.M. (n = 6), analisadas por ANOVA uni-direcional,
seguida do teste de Tukey. “a” vs Veiculo; “c” vs THL 50 mg.kg *; “d ” vs THL 100
mg.kg * quando p < 0,05.

5.2.4 Modelo da formalina

Na primeira fase do modelo (fase neurogénica — Figura 11), foi possivel
observar uma diminuicdo significativa no tempo de lambedura da pata apenas no
grupo tratado com THL 50 mg.kg-1 (11,8 = 2,9 s), quando comparado com o veiculo
(51,6 + 10,2 s). Contudo, néo foi possivel observar significancia estatistica nas doses

de 100 mg.kg-1 (15,6 £ 1,5 s) e 200 mg.kg-1 (29,6 £ 2,4 s). Ja os animais tratados
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com morfina 5 mg.kg-1 também apresentaram uma reducdao significativa no tempo de
lambedura de pata (4.5 + 1.5 s), quando comparado ao veiculo. Em contrapartida, a
indometacina 30 mg.kg-1 (40,7 £ 9,8 s) ndo demonstrou reducdes relevantes quando
contraposto ao veiculo e aos demais grupos( morfina e com o0s animais tratados com

0 monoterpeno).

Figura 11 - Efeito do THL em camundongos submetidos ao modelo de
formalina (Fase 1).
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As colunas representam a média + E.P.M. (n = 6), analisadas por ANOVA uni-direcional,

seguida do teste de Tukey. “a” vs Veiculo quando p < 0,05.

Na fase inflamatoria (figura 12), que apresenta maior sensibilidade a AINES, foi
possivel observar uma diminuicao significativa no tempo de lambedura da pata entre
0s grupos tratados com morfina 5 mg.kg-1 (8,5 + 5,4 s), indometacina 30 mg.kg-1
(165, 2 + 32,2 s) e com THL 50 mg.kg-1 (131,1 + 21,3 s), 100 mg.kg-1 (149,1 * 35,6
s) e 200 mg.kg-1 (184,1 + 16,0 s) quando comparados com o veiculo (281,5 + 31, 2
s). Além disso, ndo foi evidenciada relacdo dose-efeito entre os grupos tratados com

0 monoterpeno.
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Figura 12 - Efeito do THL em camundongos submetidos ao modelo de
formalina (Fase 2).
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As colunas representam a média + E.P.M. (n = 6), analisadas por ANOVA uni-direcional,
seguida do teste de Tukey. “a” vs Veiculo quando p < 0,05.

5.2.5 Envolvimento do receptor opioide

O teste de antagonismo com naloxona foi utilizado para avaliar o envolvimento
do sistema opioide na agéo antinociceptiva do THL no modelo da formalina. De acordo
com a figura 13, a associacdo naloxona 4 mg.kg! + morfina 5 mg.kg?
aumentou significativamente o tempo de lambedura da pata dos animais (43,6 + 6,2 s),
em relacdo ao grupo tratado apenas com morfina 5 mg.kg? (4,5 + 1,5 s). O grupo
tratado apenas com THL 50 mg.kg?' (11,8 + 2,9 s) demonstrou uma reducdo no
tempo de lambedura quando comparado com o controle negativo (51,6 + 10,2), no
entanto a associa¢do naloxona 4 mg.kg? + THL 50 mg.kg?! (30,0 + 9,0 s) néo

apresentou diferenca significativa quando contraposto ao grupo THL 50 mg.kg™.
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Figura 13 - Andlise do possivel envolvimento do THL com o receptor opioide
em camundongos submetidos ao modelo de formalina na fase 1.
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As colunas representam a média + E.P.M. (n = 6), analisadas por ANOVA uni-direcional,
seguida do teste de Tukey. “a” vs Veiculo e “b” vs morfina 5 mg.kg?, quando p <0,05.

Na fase inflamatoria (figura 14), os grupos morfina 5 mg.kg-1 (8,5 £ 5,4 s) e
THL 50 mg.kg-1 (131,1 £ 21,3 s) diminuiram o tempo de lambedura da pata dos
animais quando comparado com o controle negativo ( 234,7 £ 19,8). De forma
contraria, a associacao naloxona 4 mg.kg-1 + morfina 5 mg.kg-1 (282,5 =+ 28,3 s) e
naloxona 4 mg.kg-1 + THL 50 mg.kg-1 (222,1 + 16,2) aumentaram o tempo de
lambedura da pata dos animais quando comparado com 0s grupos tratados apenas

com morfina e com o0 monoterpeno na dose de 50 mg.kg-1.

Figura 14 - Analise do possivel envolvimento do THL com o receptor opioide
em camundongos submetidos ao modelo de formalina na fase 2.
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As colunas representam a média + E.P.M. (n = 6), analisadas por ANOVA uni-direcional,
seguida do teste de Tukey. “a” vs Veiculo; “b” vs morfina 5 mg.kg™ e “d” vs THL 50
mg.kg? quando p <0,05.

53



6. DISCUSSAO

Estudos prévios desenvolvidos em nosso laboratorio, utilizando metodologias
in silico e in vivo, mostraram que o tetrahidrolinalol € dotado de efeito ansiolitico,
anticonvulsivante, anti-inflamatorio, antidepressivo e antinociceptivo. Esse ultimo
efeito, entretanto, ainda ndo esta totalmente eludidado e serviu como ponto de partida
para o desenvolvimento do presente trabalho. Nesse sentido, o docking molecular foi
realizado inicialmente para avaliar a interacdo entre o THL e os receptores envolvidos
nos mecanismos envolvidos na nocicepcdo. Essa técnica permite prever possiveis
interacdes entre moléculas e determinados alvos bioldgicos, o que faz dessa técnica
uma importante ferramenta para investigacdo de novas terapias farmacoldgicas
(PINZI, L.; RASTELLI, G., 2019; CHAUDHARY, K; MISHRA, N., 2016; YURIEV, E. et
al, 2015).

No presente trabalho, o docking molecular revelou que o THL apresentou
energia de ligacdo proxima as moléculas padrédo, em relacdo ao receptor opioide do
tipo u e ao TRPV1. E sabido que o receptor y-opioide apresenta um papel importante
na antinocicepcdo no SNC e SNP e seus agonistas sdo comumente usados para o
alivio e tratamento da dor crbnica moderada e grave, como a morfina. Contudo, a
ativacado desses receptores proporcionam diversos efeitos colaterais dentre os quais
pode-se destacar: constipacado, retencdo urinaria e hipotensdo, o que pode impactar
na qualidade vida dos pacientes portadores de dores aguda e crénicas (BADAL et al.,
2018; YUQING et al., 2017). Em adicdo, o TRPV1 esta relacionado com a
hipersensibilidade visceral e com a dor induzida mediante processos inflamatorios,
visto que a sua ativacdo ocorre mediante o reconhecimento de estimulos nocivos
como calor excessivo, prétons e lipidios derivados da membrana, por meios de
nociceptores polimodais (YANJU et al., 2015). Diante desse contexto, 0 receptor
opioide do tipo p e o TRPV1 parecem ser importantes alvos farmacolégicos para o
efeito antinociceptivo do THL. Para confirmar essa hipotese, foram utilizadas
diferentes modelos animais de nocicepc¢ao.

Os modelos animais tém sido amplamente utilizados na investigacao do
potencial antinociceptivo de varias substancias, utilizando estimulos quimicos,
térmicos ou mecanicos (OLIVEIRA et al., 2021). Esses modelos utilizam

camundongos, na maioria das vezes, por apresentam um manuseio facil e pratico,

54



baixo custo e genética conhecida, o que possibilita a compreensédo da fisiopatologia
de diversas desordens (GUALDI et al., 2010). No entanto, o uso de animais em
modelos comportamentais da dor apresenta limitagcdes devido as divergéncias entre
vias de administracdo, dosagem dos compostos a possibilidade de avaliar apenas o
aspecto fisiolégico da nocicepcdo (MATTA, 2010), tendo em vista que o fator
emocional ndo pode ser analisado nesses modelos (SILVA, 2013).

Em relacdo aos testes in vivo, previamente as metodologias que avaliam o
efeito antinociceptivo do THL, foi realizado teste do rota-rod. Esse teste permite avaliar
se a substancia estudada é capaz de promover perda de coordenagdo motora, seja
por sedacao e/ou relaxamento da musculatura, em roedores (SANTOS et al., 2018).
O farmaco padréo para esse modelo foi o diazepam 4 mg.kg-1 (i.p), o qual apresentou
uma reducao no tempo de permanéncia dos animais na barra giratoria, dado também
relatado no estudo de ANAYA-EUGENIO et al. (2016). No presente trabalho foi
observado que o tratamento com THL, em diferentes doses, ndo promoveu
relaxamento muscular ou déficit de coordenacdo motora dos animais submetidos ao
rota-rod. Este achado € corroborado pelo trabalho de LEANDRA (2010), no qual a
administracdo intraperitoneal de THL, nas doses de 25, 50 e 100 mg.kg-1, néo
apresentou efeito na coordenagdo motora no teste em questdo. A auséncia do efeito
anteriormente citado garante que as doses selecionadas para o estudo sao destituidas
de efeitos que poderiam prejudicar a performance dos camundongos nos demais
testes comportamentais.

Uma vez verificada a auséncia de efeito sob a coordenagdo motora com as
doses de THL, foi realizada uma série de modelos que avaliaram o efeito
antinociceptivo do composto; o modelo das contor¢cbes abdominais induzidas por
acido acético foi o primeiro a ser realizado. O acido acético, quando administrado
intraperitonealmente, é capaz de liberar uma série de mediadores inflamatérios, como
histamina, serotonina, bradicinina, eicosanoides. Como consequéncia ocorre a
ativacdo de canais de cations nao seletivos nas vias aferentes primarias, seguido da
diminuicdo do limiar nociceptivo e posterior estimulo das fibras nociceptivas
(QUINTANS-JUNIOR et al., 2013). Essa metodologia é utilizada para avaliagdo de
possiveis efeitos analgésicos periféricos (SILVA et al., 2017). Nesse sentido, 0s
grupos tratados oralmente com THL apresentaram diminuicdo na quantidade de

contor¢cdes abdominais geradas acido acético quando comparado com o controle
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negativo. Esse resultado €& semelhante ao observado por SOUTO-MAIOR e
colaboradores (2017), no qual o 6xido de linalol foi capaz de reduzir significativamente
o nimero de contor¢cdes abdominais nas doses de 100 mg.kg™ e 150 mg.kg. Apesar
de ser considerado um modelo inespecifico, é possivel presumir que o potencial
antinoceptivo do monoterpeno pode estar associado, pelo menos em parte, a
diminuicdo da producdo de mediadores inflamatdrios e/ou ao bloqueio direto de
nociceptores.

Na sequéncia, foi realizado o modelo da placa quente, que avalia a dor espinhal
e a supraespinhal, bem como a atividade analgésica central de compostos (ROCHA
et al., 2013). Para tanto, camundongos sdo submetidos a uma placa aquecida, cujo
estimulo térmico ativa as fibras C e Ad tipo Il, por meio do receptor TRPV1, o qual
esta associado a estimulos de calor nocivo, substancias pungentes, prétons, fatores
de crescimento, prostaglandinas, entre outros. N&o obstante, essa metodologia é
muito estudada em decorréncia da sua relacdo com terapéutica da dor
(LANZANSTER, 2011). O tratamento com trés diferentes doses de THL, nos tempos
de 30, 60 e 120 minutos, aumentou significativamente, e de forma dose-dependente,
a laténcia para a resposta nociceptiva, sugerindo que o monoterpeno parece ser
dotado de efeito antinociceptivo central. E importante salientar que o aumento do
tempo de permanéncia dos roedores na placa aquecida € decorrente de dois fatores:
blogqueio dos receptores térmicos ou da inibicdo do estimulo nervoso aferente
(SANTOS et al., 2018). Dessa forma, é possivel conjecturar, mediante os resultados
obtidos, que o THL pode utilizar dos mecanismos acima citados. Esse resultado
corrobora com os dados observados no estudo de ANAYA-EUGENIO e colaboradores
(2016), que avaliaram o efeito antinoceptivo do O6leo essencial da Artemisia
ludoviciana, que apresentou o linalol como componente majoritario, no modelo da
placa aquecida. Ademais, € possivel sugerir que esse resultado seja decorrente, pelo
menos em parte, da capacidade do THL em interagir com o TRPV1, conforme
demonstrado no ensaio computacional em in silico. No entanto, a realizacéo de testes
in vivo, utilizando antagonistas do TRVP1 (capsazepina) sdo necessarios para
comprovar, ou ndo, essa hipotese.

O modelo modelo da formalina também foi realizado no presente estudo. Uma
caracteristica dessa metodologia € que a mesma apresenta duas fases: a neurogénica

e a inflamatoria. Na primeira fase é possivel observar a acdo direta da formalina nos

56



nociceptores e as sensacdes agudas e tonicas da dor. Ademais, também é possivel
constatar a estimulacdo quimica direta nos nociceptores. Em contrapartida, a segunda
fase decorre apos a instauracdo do processo inflamatério na regido dos tecidos
periféricos e de modificagcbes no processamento central sendo uma resposta ao
mecanismo inflamatério da dor localizada (SILVA et al., 2017; SOUTO-MAIOR et al.,
2017; QUINTANS- JUNIOR et al., 2013). Na fase inicial, os trés grupos tratados com
0 monoterpeno obtiveram uma reduc¢éo no tempo de lambedura em comparacao com
0 grupo controle e a principio ndo demonstraram relacao dose-efeito. Isso corrobora
com os resultados obtidos no teste da placa quente e no docking, reforcando a ideia
da participacdo do sistema opioide no efeito antinociceptivo do composto. De forma
semelhante, na fase inflamatéria, as trés doses de THL apresentaram diferencas
significativas em relacdo ao grupo veiculo. Esse achado pode ser corroborado pelo
teste de contor¢cdes abdominais induzidas pelo acido acético no qual observa-se a
participacdo de mediadores inflamatérios e ativacdo direta de nociceptores, como ja
discutido em paragrafos anteriores. Tomados em conjunto, a presenca de efeito do
THL nas duas fases do teste de formalina pode indicar uma provavel acéo central e
periférica do monoterpeno (SANTOS et al., 2018). Esse resultado é corroborado por
SILVA et al. (2015), os quais avaliaram o efeito antinociceptivo do 6leo essencial da
Lavandula augustifolia, rico em linalol e acetato de linalila, o qual reduziu o tempo de
lambedura da pata de animais tratados durante a primeira e segunda fase do modelo
da formalina.

No intuito de propor um possivel mecanismo de acdo que explique o efeito
antinociceptivo do THL, anteriormente observado com as metodologias in silico e in
vivo, foi escolhido o modelo da formalina, em decorréncia do seu alto grau de
confiabilidade na reproducéo da dor clinica e da capacidade de identificar substancias
com efeito analgésico de acdo periférica, central e anti-inflamatoério (SILVA et al.,
2018; HASANAT et al., 2017). Para tanto, foi utilizada a naloxona, um antagonista
competitivo do receptor opioide y. Esse farmaco tem sido usado com o intuito de
antagonizar os efeitos da depresséo respiratoria ocasionada pela superdosagem de
opioides (DUNE, R.B., 2018; TODERIKA, Y.; WILLIAMS, S., 2018). Diante do
exposto, o pré-tratamento com a naloxona resultou no antagonismo do efeito
antinociceptivo da morfina nas duas fases do modelo da formalina. Em contrapartida,

apesar do THL ter apresentado diminuicdo do tempo de lambedura em ambas as
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fases, o seu efeito s6 foi de fato antagonizado, significativamente, na segunda fase
de observacado. De forma semelhante, no estudo de KATSUYAMA e colaboradores
(2015), o efeito antinociceptivo do Oleo essencial de bergamota, rico em linalol, foi
reduzido significativamente apds o pré-tratamento com cloridrato de naloxona no
modelo de formalina, evidenciando, pelo menos em parte, a participacdo da via
opioide na acao do Oleo essencial. Nesse sentido, pode-se conjecturar que o efeito
antinociceptivo do THL parece depender do sistema opioide, cujo receptor y exibe um
papel relevante para analgesia a partir da interacdo do ligante com a estrutura do
receptor, o qual é acoplado a proteina Gi/0, e subsequente inibicdo da producédo de
cAMP, ocasionando modificacbes no transporte de calcio na membrana celular e
inibicdo da liberacdo de neurotransmissores na fenda pré-sinaptica (JIANG et al.,
2020; MERCADANTE, S.; ARCURI, E.; SANTONI, A., 2019). Esses achados
corroboram com os resultados obtidos no nos testes in silico, os quais demonstraram
a possibilidade de formacé&o do complexo ligante-receptor entre o THL e os receptores
J-opioide e o TRPV1, ambos importantes para percepcdo dor e modulacdo da
nocicepgao. Além disso, existem evidéncias quanto o crosstalk entre esses dois
receptores, uma vez que a exposicdo a morfina pode modular e induzir a
antinocicepgéo a partir da ativacdo do TRPV1 prosseguindo por duas vias: proteina
cinase A dependente de cAMP (PKA) e da proteina cinase ativada por mitégeno
(MAPK) (MELKES et al., 2020; YANJU et al., 2015). Aléem disso, a possivel interagéo
do monoterpeno com o receptor TRPV1, responsavel por modular e integrar a entrada
de estimulos nocivos para medula espinhal e para os centros do tronco cerebral
(FRIAS, B.; MERIGHI, A., 2016) reforca os efeitos antinociceptivos observados nas
metodologias estudadas. Tomados em conjunto, nossos dados sugerem que o THL é
dotado de efeito antinociceptivo central, que parece envolver o sistema opibide e o
receptor TRVP1, e periférico. No entanto, mais estudos sdo necessarios para uma

melhor caracterizagao dos efeitos anteriormente citados.
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7. CONCLUSAO

X/
X4

o
%

O THL demonstrou afinidade com o receptor y € com o receptor TRPV1,
segundo a técnica de docking molecular, evidenciando um possivel
envolvimento dessas proteinas no efeito antinociceptivo do composto;

A administracéo oral de THL, nas doses de 50, 100 e 200 mg.kg-1, foi destituida
de efeito sobre a coordenacdo motora em camundongos submetidos ao teste
do rota-rod;

A administracdo oral de THL, nas doses de 50 e 100 mg.kg-1, diminuiu o
namero de contor¢cdes abdominais geradas induzidas por acido acético em
camundongos;

A administragcéo oral de THL, nas doses de 50, 100 e 200 mg.kg-1, aumentou
a laténcia para a resposta nociceptiva, nos tempos de 30 e 60 minutos, em
camundongos submetidos ao teste da placa quente, sugerindo o envolvimento
do TRVP1 no efeito do monoterpeno;

A administracéo oral de THL, nas doses de 50, 100 e 200 mg.kg-1, diminuiu o
tempo de lambedura de pata de camundongos submetidos ao teste da
formalina, tanto na primeira fase (neurogénica), quanto na segunda fase
(inflamatoria);

O efeito anteriormente descrito foi revertido pela naloxona, um antagonista
competitivo de receptores opioides, sugerindo o envolvimento desse sistema
de neurotransmissao no efeito do monoterpeno;

O efeito antinociceptivo do tetrahidrolinalol parece envolver, pelo menos em

parte, o sistema opioide, o receptor TRVP1 e mediadores inflamatérios.
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8. PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos no presente trabalho indicaram que o tetrahidrolinalol,
nas condi¢bes testadas, mostrou-se uma molécula segura e dotada de importante
efeito antinociceptivo central e periférico. Uma vez que a nocicep¢ao € um fendbmeno
multimediado e envolve mecanismos que vao além da participacdo do sistema
opioide, TRVP1 e mediadores inflamatorios, € importante que o efeito antinociceptivo
do THL seja estudado em outros modelos animais, a saber: o teste de retirada da
cauda (tail-flick), Von Frey e o teste Randall-Selitto, além de avaliar a participacéo de
outros sistemas de neurotransmissdo, tais como o sistema GABAérgico,
glutamatérgico e colinérgico. Ademais, a implementacédo de estudos que utilizem
modelos cronicos, que mais se aproximam da condi¢céo da dor crénica em humanos,
podem ser realizados com intuito de verificar os efeitos da administracdo a longo

prazo do THL.
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10. ANEXO

Universidade Comissdo de Etica no /
Federal da Uso de Animais

Paraiba ),

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "INVESTIGACAO DO EFEITO ANTINOCICEPTIVO E ANTI-INFLAMATORIO DO MONOTERPENO
TETRAHIDROLINALOL EM CAMUNDONGOS", protocolada sob o CEUA n¢ 1739290620 «o cer173), Sob a bilidade de Reinald,
Nébrega de Almeida e equipe; Natalia Diniz Nunes Pazos - que envolve a producdo, manutencdo efou utilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Ver (excetoo h ), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com
0s preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal da Paraiba (CEUA/UFPB) na reunido de 21/08/2020.

We certify that the proposal "INVESTIGATION OF THE EFFECT ANTINOCEPTIVE AND ANTI INFLAMMATORY MONOTERPENO
TETRAHYDROLINALOOL IN MICE", utilizing 208 Heterogenics mice (208 males), protocol number CEUA 1739290620 (o oo1173), under
the responsibility of Reinaldo Nébrega de Almeida and team; ia Diniz Nunes Pazos - which involves the production,
maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific
research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with
the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic
Committee on Animal Use of the Federal University of Paraiba (CEUA/UFPB) in the meeting of 08/21/2020.

Finalidade da Pr P isa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 08/2020 a 10/2021 Area: Fisiologia E Patologia

Origem: Unidade de Produgao Animal IPeFarM

Espécie: C d heterogénicos sexo: Machos idade: 3 a4 meses N: 208
Linhagem: Mus musculus - Swiss Peso: 20ad0g
Local do experi Lai ério de Psicof: logia/lpeFarM/UFPB.

Jodo Pessoa, 09 de setembro de 2020

C\pﬂa,xnﬁu Cpuss Bolos 1.4, Clossh

Profa. Dra. Jailane de Souza Aquino Prof. Dr. Carfos Augusto Alanis Clemente
Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal da Paraiba Universidade Federal da Paraiba

Cidade Universkaria, <in - Castelo Branco M Prédio da Reitona - Gabinete ¢ Vice-reitoria - CEP S2051-085 - jodo PessoaPE - tel: 55 (83) 32167155
Hordrio de atendmento: 2 3 6* das 14 35 17h . e-mail. ceua@ufob.br
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