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NUNES, A. P., L. Efeito antinociceptivo do geraniol (trans-3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-
ol) associado a codeina na regido orofacial em camundongos. 2021. Dissertacio
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RESUMO

A perspectiva de se obter novas alternativas para a terapia farmacoldgica da dor orofacial
impulsiona a realizagdo de investigagdes de produtos de origem natural com acdo
antinociceptiva associado a um analgésico opidide. Dessa maneira, o objetivo do referido
estudo foi averiguar a atividade do geraniol associado a codeina na modulagdo da
nocicepcao orofacial, e possivel efeito depressor a nivel SNC. Este estudo caracteriza-se
como nao-clinico, controlado e triplo-cego. Foi adotado um modelo experimental de
nocicepcao em camundongos: teste da formalina,....Para cada teste realizado, seis animais
por grupo foram tratados, 30 minutos antes do inicio do experimento, pela via
intraperitoneal (i.p.), de acordo com os seguintes grupos experimentais: a) geraniol 50
mg/kg + codeina 30 mg/kg; b) geraniol 50 mg/kg + codeina 15 mg/kg; c) geraniol 50
mg/kg + codeina 7,5 mg/kg; d) geraniol 50mg/kg; e) codeina 30 mg/kg (controle
positivo); ) 0,9% cloreto de sddio (controle negativo). A andlise do comportamento de
nocicepcao dos animais foi realizada apds a inje¢do de glutamato (20 pl, 25uM),
capsaicina (20ul, 2.5ug) e formalina (20ul, 20%), na regido de labio superior direito
(perinasal) do animal. Como parametro comportamental, foi considerado o tempo em
segundos, de friccdo da referida regido pelas patas traseiras ou dianteiras. Os resultados
mostraram que no teste do glutamato o geraniol e a codeina nasconcentragcdes de 50
mg/kg e 30 mg/kg apresentaram uma redugdo de 54,2% no tempo de fric¢do, essa mesma
dose inibiu em 66,7% a nocicep¢do no teste da capsaicina (p<0,005). No teste da
formalina, a associacdo nessa mesma dose conseguiu reduzir a nocicep¢do em 86%
(p<0,005). Como intuito de investigar uma possivel atividade miorrelaxante e
neurotoxica que pudessem interferir nos resultados, também foi realizado o teste do rota-
rod, onde se observou auséncia de tais efeitos. Portanto, a partir destes dados
experimentais, pode-se sugerir que exista um possivel sinergismo do geraniol associado
a codeina na atividade antinociceptiva orofacial.

Palavras-chaves: geraniol, monoterpenos, antinociceptivo, dor orofacial, 6leos
essenciais, produtos naturais.
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ABSTRACT

The prospect of obtaining new alternatives for the pharmacological therapy of orofacial
pain drives the investigation of products of natural origin with antinociceptive action
associated with an opioid analgesic. Thus, the aim of this study was to investigate the
activity of geraniol associated with codeine in the modulation of orofacial nociception,
and possible depressant effect at the CNS level. This study is characterized as non-
clinical, controlled and triple-blind. An experimental model of nociception in mice was
adopted: formalin test,....For each test performed, six animals per group were treated, 30
minutes before the beginning of the experiment, by the intraperitoneal route (ip),
according to the following experimental groups: a) geraniol 50 mg/kg + codeine 30
mg/kg; b) geraniol 50 mg/kg + codeine 15 mg/kg; ¢) geraniol 50 mg/kg + codeine 7.5
mg/kg; d) geraniol 50mg/kg; e) codeine 30 mg/kg (positive control); f) 0.9% sodium
chloride (negative control). The analysis of the nociceptive behavior of the animals was
performed after the injection of glutamate (20 pl, 25uM), capsaicin (20ul, 2.5pg) and
formalin (20pul, 20%) in the right upper lip (paranasal) region of the animal. As a
behavioral parameter, the time in seconds of friction of the referred region by the hind or
front paws was considered. The results showed that in the glutamate test, geraniol and
codeine in concentrations of 50 mg/kg and 30 mg/kg presented a reduction of 54.2% in
the friction time, this same dose inhibited in 66.7% the nociception in the test of capsaicin
(p<0.005). In the formalin test, the association at the same dose was able to reduce
nociception by 86% (p<0.005). In order to investigate a possible myorelaxant and
neurotoxic activity that could interfere with the results, the rota-rod test was also
performed, where no such effects were observed. Therefore, from these experimental
data, it can be suggested that there is a possible synergism of geraniol associated with
codeine in orofacial antinociceptive activity.

Keywords: geraniol, monoterpenes, antinociceptive, orofacial pain, essential oils,
natural products.



LISTA DE ABREVIATURAS

AINEs: Anti-inflamatérios ndo-esteroidais

AMPA: Alfa-amino-3-hidroximetil-5-4 - receptores do acido isoxazolpropidnico
ANOVA: Analise de variancia

ATM: Articulagdao temporomandibular

ATP: Trifosfato de adenosina

ASICs: Canais sensiveis a acido

A2: Receptor adrenérgico

B1: Receptor para bradicinina 1

B2: Receptor para bradicinina 2

CEUA: Comissio de Etica no Uso de Animais

CGRP: Peptideo relacionado ao gene da calcitonina

COX2: Ciclo-oxigenase-2

CUMS: Estresse leve imprevisivel cronico

CRH: hormonio liberador de corticotrofina

DP: Desvio Padrao

DTM: Disfun¢do Temporomandibular

EP: Receptor para prostaglandina

FST: Teste de natagao forgada

GABA: Acido Gama Aminobutirico

GIRK: Canal para potassio retificador de corrente acoplado a proteina G
H1: Receptor para histamina 1

IASP :Internacional Association for the Study of Pain

IL-1p: Interleucina 1

IL-6: Interleucina-6

iNOS: Enzima 6xido nitrico sintase induzive

[PeFarM: Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos
ISO: International Standard Organization

LIF: Fator inibidor de leucemia

mGluR: Receptor metabotropico para glutamato

M2: Receptor muscarinico M2

NE: Neurdnios nociceptivos especificos



NF-«B: Fator nuclear kappa B

NGF: Fator de crescimento nervoso

NMDA: N-metil D-aspartato

NO: 00Oxido nitrico

PAF: Fator ativador de plaquetas

PGE?2: Prostaglandina E2

PKA: Fosfoquinase A

PKC: Fosfoquinase C

P2X: Receptor purinérgico 2X

SNC: Sistema nervoso central

SNP: Sistema nervoso periférico

SP: substancia P

SSRT2: Receptor somastatina tipo 2

TE: Tronco enceféalico

TNF-a: Fator de Necrose Tumoral Alfa

TrkA3: Quinase A do receptor de trompomiosina
TRPs: Canais de receptores de potencial transientes
TRPV1: Canal de receptor de potencial cationico transiente vaniloide 1
TST: Teste de suspensdo da cauda

TTXr: Receptor dependente de tetrodoxina
WDR: Neur6onios de campo dindmico amplo

5-HT: Serotonina



SUMARIO

L INTRODUGAO ...ttt 18
IL. FUNDAMENTACAO TEORICA ..o 22
2.1 DOT OTOTACIAL....c.evieiieeiiieiieceee et ettt et e eebeesbeessbeensees 22
2.1.1 Definigdo € Epidemiolo@ia.......c.cccveciirciiriiiiiiieiie et eee e sere e s aesenesene e 22
2.1.2 ClaSSIfICAGAD . ....veeirie ettt ettt et ett et e e e teeeeteeeeteeeeteeeetseeeeseeereeenseeenes 23
2.1.3 Fisiologia e Fisiopatologia da Dor Orofacial ...........ccccccvvevvriiniieicinniieecieeie e 23

2.2 Plantas medicinais como alternativas terapeuticas...........cceeveeeveerieercreerneescveennnn. 27
IIL OBJETIVOS ...ttt ettt ettt stt e st e e ssaeesaneeeennes 33
3.1 ODJEtIVO GOTAL ....einiiieiiieeiieeeee ettt e 33
3.2 ODbjetivos ESPECITICOS .ouviiiiiiiieiieiiieitecie ettt 33
IV. MATERIAIS E METODOS ....ocoomiimiireiimeeinsiseeeseseseesssesssssessssssessssesssssesesens 35
4. MATERIAL.....o ettt et et e st e st e sbaeesaneees 35
4.1 LOCAl A2 PESUISA ....uveiiieeiieiieiieteeie et ere ettt eere et e este et e esbeesseesseesseesseesseesseesseensennsens 35

4.2 SubStANCIAS ULIIIZAAAS ... .ccvierieiieiieieee ettt e et re e e e ebeesseesseenseenseas 35

4.3 ATIIMIALS ©.eevveeeieeeieeieeieeteete et et e et e eseeseesseesseasseasseesseesseasseasseassaasseessessseessensseenseesennses 35

4.4 APArCINAZEIM ......ocevieeiicieeie ettt ettt et e e et e et e e e s e esbeesbeenteenreenseenreas 35

5. METODOS ... eseees ettt 36
5.2 Condig0es EXPErimMENtaIS.......ccecverviriirieiiesieeienreseeseeseeesseeseressnesseessaessaesseesssesseenes 36

5.3 Desenho do Estudo € Calculo amostral..........c.cccuevevereerieiienienienieneesee e seee e 36

5.4 Preparagdo das substAncias Para 0S tESIES .....ccuevvereververrerrereerresrereeseesseesseesseesseeens 37

5.5 Avaliacdo da atividade nociceptiva orofacial.........c.ccccoveeerieriieriieniienienie e 37
5.5.1 Teste da FOrmalina ..........ccccccveeviiiniieiiieiie ettt 38

5.5.2 Teste do GIUtamMALO........eccvieeuiieiieeie ettt ens 39

5.5.3 Teste da CapSaAICING ......eeecvieruieeiieniieeiieeieeieeeteeteeereeseeeeeeseesneensaesasaens 39

5.6 Avaliacdo geral sobre 0 SNC : Teste do rota-rod..........ccevevevvercieriiereenieenieseeseeseenees 39

5.7 ANALISE ESTAtISTICA ...veivviiereeieeieeieeieeieeteete et e st et e seaeseaestaessaessaessaessaessaessnessseseennns 40

VI CAPITULO .ottt 42

INETOAUGAO ...ttt e e e et e et e et e e e eabe e eaeeeeaaeeeraeeeaneeas 44



MALETIAL € IMELOMOS ..ottt eeeeeeeeeeeeeeeeeneeenenenennnnnes 46

RESUILAGOS ..ttt ettt eeeeeeeeeeeeeemneseneeeeenenennnnnns 49
TESEE FOTINAIINA ....eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeneees 49
TESEE GIULAINIALO et e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeneeeeneees 51
TEStE CaAPSAICING. .. .veevveeeieereereeteeieeteeteetesteaseassesseassesssessseassesssesssessseassesssesssesssesssenssenns 52
TESte dO ROA-ROW oo eeeeeeeeeneees 53

DISCUSSAO ettt ettt eeee e eeeeeeeesaeeseseeeeeseeeeeseseseeesenmneemneeneennnennnnnes 54

RECONNECIIMENITOS ..ttt eeeeeeeeeeeseeeeeneeeeenenenmnnnes 59

RETEIEINCIAS ettt ettt ee e e e eeeneeeeeeeeeeenenenennnes 59

VIL CONCLUSAOQ ..ottt ettt ettt e e et et ee e eeeeeaene 66
VIIL REFERENCIAS ..ottt ee e et e e eeeeeeesseeeeeeeeeeseeeens 68
X A X OS ettt ettt e e e e e ettt —————ettttaa———————tttan——— 76

AATIEXO Lo ettt e e e e et et e e e e ettt ———————tvvan——— 76



17

I. INTRODUCAO
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I. INTRODUCAO

A face e as estruturas cranianas, dentarias e orais associadas, consideradas uma
das éareas mais complexas do corpo, contribuem com uma variedade de disturbios
orofaciais, incluindo a Disfun¢do Temporomandibular (DTM), alteragdes do sono, a dor
orofacial, distirbios dentérios, lesdes orais e disturbios oromotores (ASHRAF et al.,
2019). Essas disfun¢des e distirbios originam muitas vezes processos dolorosos, que sdo
caracterizados como uma sensa¢do complexa, subjetiva e multidimensional que engloba
tanto componentes afetivos e sensitivos quanto cognitivos e motivacionais (CALVINO;
GRILO, 2006). A dor constitui-se como uma das maiores causas de sofrimento humano,
e por isto as dores orofaciais apresentam elevada casuistica chegando a comprometer a
qualidade de vida do individuo, o que as torna um problema de relevancia social e médica
(BOTTEGA; FONTANA, 2010).

A dor orofacial estd intimamente relacionada as estruturas do pescogo, cabeca e
rosto. E, levando em consideracdo a sua origem que poder ser 0ssea, muscular, seios,
estruturas articulares, pulpar e periodontal, vascular ou glandular, ndo ¢é surpresa que o
diagnostico exato e o efetivo tratamento das condigdes dolorosas representam um
inconveniente problema de saude (DE ROSSI, 2013; HARGREAVES, 2011).

A neuralgia do trig€meo corresponde a um problema que estd associada a dor
orofacial. Essa neuralgia ¢ caracterizada por ataques de dor de curta dura¢dao, como um
choque elétrico que surge repentinamente e para, sendo um distirbio unilateral e limitado
a area de inervagdo de um ou mais ramos do nervo trigémeo (BASIC et al., 2017). O
nervo trigémeo possui trés ramos: (i) oftdlmico, (ii) maxilar e (iii) mandibular. Da mesma
forma como em todo o corpo, existem fibras responsaveis pela captagdo de diversos
estimulos. Na regido orofacial encontram-se as fibras do tipo Ad e C, que pertencem ao
nervo trigémeo (V par craniano). No ganglio trigeminal também esté4 localizado a soma
neuronal, o qual recebe impulsos provenientes dos axonios da periferia da face, que em
nivel de SNC, faz sinapses em neurdnios de 2* ordem no tronco encefalico (TE) de forma
especial no complexo nuclear trigeminal espinal (no qual incluem o nucleo sensitivo do
N. trigémeo e o nucleo do trato espinal do N. trigémeo, sendo este ultimo dividido nos
subnucleos interpolar, oral e caudal). Com isso, o corpo humano possui receptores
sensitivos que captam estimulos térmicos (calor/frio), mecanicos (pressdo), quimicos e

de nocicepcdo. Este ultimo grupo, os nociceptores, sdo conhecidos também como
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receptores polimodais, e isto estd relacionado a sua capacidade de ser ativado por
estimulos de diversas naturezas, porém de elevada intensidade (SESSLE, 2000).

O tratamento da dor ainda consiste em um importante desafio, e devido a isso as
principais op¢des farmacoldgicas usadas para aliviar dores agudas e cronicas, inclusive
orofaciais, continuam sendo os analgésicos opiodides, ¢ ndo opidides, drogas anti-
inflammatodrias nao-esteroidais (AINES) e anticonvulsivantes (HARGREAVES, 2011;
MIRANDA et al.,, 2009). No entanto, quando os pacientes sao expostos a esses
medicamentos a longos prazos, infelizmente o uso destes ¢ limitado, pois tendem a
apresentar efeitos indesejaveis, com destaque para os farmacos opiddes que podem causar
depressdo respiratoria, ndusea, sedacdo, deficiéncia cognitiva e tolerancia (HOSKIN;
HANKS, 1991). Com isso, aliviar a dor significa transformar o tratamento em um
processo menos traumatico para o paciente, o que motiva a busca por novas solugdes
terapéuticas. Nesse contexto, os 6leos essenciais surgem como uma relevante terapia para
as condi¢des dolorosas, incluindo a dor orofacial. (DE SOUSA, 2011; GUIMARAES et
al., 2013; DAMASCENO et al., 2016; TOMAZ-MORAIS et al., 2017; MELO et al.,
2017; SIQUEIRA-LIMA et al., 2017, LEITE et al., 2019).

Os 6leos essenciais, encontrados em plantas aromadticas, sdo substancias que
contém muitos constituintes quimicos, com destaque para os monoterpenos que se
caracterizam por apresentarem unidades isoprenicas, compostas por dez unidades de
carbono. Os monoterpenos possuem diversas atividades farmacologicas, podemos
destacar suas atividades antinociceptivas e anti-inflamatoria ja relatadas na literatura (LEI
et al,, 2018; NEWMAN; CRAGG, 2020). Experimentos realizados com carvacol,
monoterpeno encontrado em Oleos essenciais, associado a B- ciclodextrina conseguiu
reduzir a nocicepcao orofacial em modelo de roedores (SILVA et al., 2016). Outro estudo
que utilizou o método da placa quente e o teste das contor¢des induzidas por acido acético
em camundongos, revelou que monoterpenos isolados a partir do 6leo essencial de capim
cidreira [Cymbopogon citratus (DC.) Stapf.], o mirceno (RAO; MENEZES; VIANA,
1990; VIANA et al. 2000), ou o (-)-mentol, encontrado em espécies do género Mentha
(GALEOTTTI et al., 2002), apresentaram reducao da nocicepgao.

O geraniol (trans-3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-ol) ¢ um &lcool monoterpénico
aciclico (DEWICK, 2009) e apresenta-se como um 6leo amarelo palido, insolivel em
agua (LAPCZYNSKI, A. et al.,, 2008). Possui diversas atividades farmacolodgicas
descritas na literatura, dentre elas podemos destacar seu efeito antinociceptivo e anti-

inflamatorio, que foi apresentado em um estudo realizado por Costa et al. (2020), onde
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através de modelos clédssicos para avaliagdo da nocicep¢do orofacial em roedores,
demonstraram a capacidade desse 6leo de reverter quadros nociceptivos.

Estes resultados sustentam a hipdtese de que o geraniol associado a codeina, um
analgésico opiodide reconhecido por sua utiliza¢do clinica para o tratamento de dores
orofaciais, representa uma interessante estratégia terapéutica, na medida em que o
sinergismo, decorrente de diferentes mecanismos de acdo promovidos por essas
substancias, pode garantir eficacia farmacoldgica com administragdo de doses menores
que as usuais, minimizando, assim, os reconhecidos efeitos adversos promovidos pela
codeina. Assim, este estudo objetivou avaliar os efeitos antinociceptivos da associacio

do geraniol com a codeina.
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II. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Dor orofacial
2.1.1 Defini¢do e Epidemiologia

De acordo com a Internacional Association for the Study of Pain (IASP), a dor
¢ definida como uma experiéncia desagraddvel na qual estdo envolvidos aspetos
sensoriais € emocionais e que esta associada a uma lesdo real ou potencial. Sendo uma
experiéncia que atinge desde os aspectos ligados a transdugdo de sinais pelo sistema
nervoso, como também abrange fatores cognitivos e afetivos (AUVRAY et al., 2010). A
dor orofacial ¢ caracterizada por envolver tecidos moles e duros da regido da cabeca e
pescogo (HALPERN; WILLIS, 2016). E importante destacar que muitas vezes essa
condi¢ao altera a qualidade de vida do paciente, sendo dessa forma de dificil
quantificagdo e manejo terapéutico (THOMAS, 2003). Os mecanismos que podem
desencadea-la ainda ndo foram completamente elucidados. Acredita-se que fatores
ambientais, comportamentais, fisiologicos e estruturais podem estar relacionados com sua
multifatoriedade (FAVERO, 1999; COSTA et al., 2004).

Dados epidemiologicos revelam que a dor orofacial além de ser um problema de
saude publica, ela também chega a afetar mais mulheres do que homens, atingindo no
total cerca de 10 a 25% da popula¢do mundial (SHETTY et al., 2015). Um estudo feito
com uma populacdo da regido nordeste da Inglaterra, chegou a calcular que em média
cada paciente gasta em torno de 4 mil délares com tratamentos para esse tipo de dor,
contudo na maioria das vezes a melhora nao ¢ atingida (BRECKONS et al., 2018). No
estudo de Smiljic et al. (2016), foi possivel observar que cerca de 32% de uma populacao
de 319 estudantes universitarios sérvios manifestavam alguma experiéncia relacionada a
quadros de dor orofacial, e dentre eles a maioria atingida era do sexo feminino com 56%.

No Brasil, também foram realizados estudos com o intuito de estimar a
quantidade de pessoas que sdo afetadas por essa condi¢do dolorosa. Dentre esses estudos
podemos destacar, o trabalho realizado por Ruivo et al. (2015), no qual revelou que mais
da metade da populagdo da cidade de Piracicaba/SP apresentou dor orofacial, sendo que
67% dos afetados sdo referentes ao sexo feminino. J4 em outro estudo no qual a populacao
da Zona Oeste de Sao Paulo também foi avaliada com relagdo a mesma condi¢ao de dor
orofacial, mostrou uma alta prevaléncia desse quadro e de dor de cabega (55,5%), e
novamente foi possivel observar que a maior ocorréncia foi em mulheres e pacientes

idosos (SIQUEIRA et al., 2015).
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2.1.2 Classifica¢do

Em virtude das particularidades relacionadas a dor orofacial, o diagndstico desta
se torna desafiador para o profissional de satide. Portanto, a utilizagdo de uma correta
classificagdo auxilia e aumenta as possibilidades de éxito do tratamento. (SHEPHARD et
al., 2014).

Uma das classificagdes da dor orofacial ¢ baseada na ontologia, possuindo trés
niveis. No primeiro nivel destaca-se a percepcao individual do paciente, no segundo nivel
encontram-se as representacdes cognitivas que estdo relacionadas as interpretagdes do
paciente e do clinico. No ultimo nivel, o terceiro, tem-se a jun¢do das afirmacdes do
clinico e do paciente com os sistemas de classificagdo, terminologias e registros de saude.
Esta divisdo elege como critérios a universalidade e particularidades das dores orofaciais
(NIXDOREF et al., 2012).

A dor orofacial também pode ser classificada de acordo com dois eixos: eixo I e
eixo II. O eixo I ainda pode ser subdividido em duas categorias, a dor neuropatica e a dor
somatica. Ainda neste eixo sdo inclusas as condic¢des fisicas que sdo encarregadas da
nocicepc¢ao. Com relagdo ao eixo Il tem-se as condigdes psicoldgicas, como principal
fator que podem levar a estimular e modular as experiéncias dolorosas. Dentre estas
condi¢des, pode-se citar os transtornos de humor e de ansiedade. Esta classificagao ¢
considerada abrangente e completa ao passo que consegue reunir tanto as condigdes
fisicas como também as psicoldgicas (OKESON, 2008).

Na classificacdo internacional de desordens de dores de cabega, a dor orofacial
estd integrada na segunda parte, a qual se refere as dores secunddrias. As dores
secundarias compreendem a se¢do de dor de cabeca ou dores faciais que estdo diretamente
relacionadas as desordens das estruturas da cabeca, pescoco, olhos, ouvidos, seios, dentes,
boca ou outras estruturas cervico-faciais. Porém, ainda podemos encaixar ou inserir
alguns tipos de dor orofacial nas dores do tipo primaria, como por exemplo as dores de
cabeca em decorréncia de uma tensdo, ou quando o diagnostico desta € incerto

(ARNOLD, 2018).

2.1.3 Fisiologia e Fisiopatologia da Dor Orofacial

A alta sensibilidade existente na regido orofacial esta ligada a presenca de
grandes quantidades de inervagdes, o que facilita a percep¢ao de estimulos sensitivos.

Embora existam outros nervos cranianos ou nervos cervicais que supram pequenas areas
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da regido craniofacial, ¢ o nervo sensorial trigémeo (V) que predominantemente atende
os tecidos craniofaciais. O nervo trigémeo € o quinto dos doze pares de nervos cranianos,
possuindo a maior distribuigdo cefalica que ¢ considerada praticamente exclusiva (GOES;
FERNANDES, 2008). Este nervo possui trés ramos, que sdo: o ramo oftalmico (ou
primeira divisdo) responsavel por suprir principalmente os tecidos supraorbitais como,
por exemplo, a pele que encobre a regido do osso frontal, meninges e cdrnea; o ramo
maxilar (ou segunda divisdo), que inerva principalmente a pele infraorbital, l1adbio
superior, mucosa maxilar e dentes; e o ramo mandibular (ou terceira divisdo) que supre
principalmente a pele da mandibula, labio inferior, mucosa mandibular e dentes
(SESSLE, 2011; DUBNER et al., 2013; CAIRNS et al., 2014).

Esses ramos possuem fibras sensoriais do tipo A-beta, A-delta e C. As fibras
aferentes primarias sdo A-beta de tamanho grande e as A-delta que possuem tamanho
médio. Estas, por sua vez, sdo mecanorreceptores de baixo limiar, e sdo ativadas
principalmente por estimulos tateis ou proprioceptivos. Ja as fibras A-delta e C possuem
ativacdo em decorréncia de estimulos nocivos. As fibras A-delta que sdo ativadas por
estimulos nocivos sao fibras mielinizadas de pequeno didmetro e as do tipo C sdo fibras
menores, ndo mielinizadas e de condugdo mais lenta. Os aferentes A-beta também podem
assumir uma fung¢do nociceptiva em algumas condi¢des de dor. Entretanto, nem todas as
fibras aferentes A-delta e C, carregam somente informacdes nociceptivas, pois algumas
estdo associadas a receptores que respondem ao resfriamento ndo nocivo, aquecimento
ou mesmo estimulos tateis (SESSLE, 2011; DUBNER et al., 2013; CAIRNS et al., 2014).

O neurdnio nociceptivo, de uma forma geral, possui componentes operacionais
importantes: o terminal periférico inerva o tecido alvo e transduz o estimulo nocivo em
impulso nervoso, o axénio conduz o potencial de agdo, o corpo celular (ganglio) controla
a identidade neural e o terminal central transmite a informacao para neurdnios de segunda
ordem nas sinapses centrais (WOOLF; MA, 2007). As fibras nervosas associadas que sdo
conduzidas para o SNC, podem ser ativadas em decorréncia dos disparos de potenciais
de agdo que sdo resultantes da estimulacao dos diferentes tipos de terminagdes aferentes.
Essas ativagdes contribuem com informagdes discriminativas sobre a localizagdo,
qualidade, intensidade e duracdo do estimulo que as ativa e no caso dos nociceptores,
resulta também nas qualidades afetivo-motivacionais da dor. (IWATA et al., 2011;
SESSLE, 2011). A maioria destes sinais de ativacdo neural termina no tronco encefalico,

e outros sdo projetados para outras estruturas superiores. Eles sdo modulados por
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substancias neurotransmissoras como dopamina, noradrenalina, serotonina e opidides
(MERRILL, 2007; LAVIGNE; SESSLE, 2016).

Estimulos nocivos que sdo gerados proximos as terminagdes nervosas livres
causam uma diminui¢ao do limiar de ativagao destas, provocando dessa forma uma maior
sensibiliza¢do periférica, contribuindo, portanto, com o estado de hiperalgesia ou dor
espontanea. Além disso, alguns neuronios nociceptivos podem liberar neuropeptidios,
como substancia P e peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), que diminuem
o limiar de disparo do potencial de agdo e participam da inflamagdo neurogénica. Os
mediadores inflamatorios que também sdo resultantes da ativagdo por estimulos nocivos,
também contribuem para a hiperexcitabilidade dos neur6nios nociceptivos. Estes
mediadores contribuem com a modulagao do padrao de resposta dos canais id6nicos, como
os canais de receptores de potencial transientes (TRPs), canais sensiveis a acido (ASICs)
e canais purinérgicos (SCHAIBLE; RICHTER, 2004; SESSLE, 2011) (Figura 1).

Portanto, a ativagdo ou sensibilizagdo periférica das terminagdes nociceptivas
envolvem diferentes tipos de mediadores quimicos como a bradicinina, eicosanoides
(prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos), histamina, citocinas pré-inflamatorias,
como o fator de necrose tumoral o (TNF-a) e a interleucina 1  (IL-1p), fator inibidor de
leucemia, fator de crescimento nervoso (NGF), fator ativador de plaquetas (PAF), ATP,
quimiocinas e proteases, sendo possivel ainda destacar os varios mediadores que também
tém agdes no SNC como por exemplo, glutamato, acido gama aminobutirico [GABA],
serotonina [5-HT] e noradrenalina, bem como neuropeptidios (SCHAIBLE; RICHTER,
2004; UEDA, 2006; WOOLF; MA, 2007; VERMA et al., 2015; SESSLE, 2011;
DUBNER et al., 2014; CAIRNS et al., 2014).
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Figura 1: Representag@o do neurdnio sensorial nociceptivo e as diferentes interagdes com mediadores na
sensibilizacdo periférica. 5-HT: serotonina, A2: receptor adrenérgico, ASIC: canal i6nico sensivel a acido,
ATP: trifosfato de adenosina, Bl e B2: receptor para bradicinina 1 e 2, CRH: hormdnio liberador de
corticotrofina, EP: receptor para prostaglandina, GABA: 4cido gama-aminobutirico, GIRK: canal para
potassio retificador de corrente acoplado a proteina G, mGluR: receptor metabotropico para glutamato, H1:
receptor para histamina 1, IL 1B: interleucina 1 B, IL-6: interleucina-6, LIF: fator inibidor de leucemia,
PAF: fator de crescimento plaquetario, PGE2: prostaglandina, PKA: fosfoquinase A, PKC: fosfoquinase
C, SP: substancia P, P2X: receptor purinérgico 2X , M2: receptor muscarinico M2, NGF: fator de
crescimento do nervo, SSRT2: receptor somastatina tipo 2, TNF-a.: fator de necrose tumoral, TRPV1: canal
transiente vaniloide 1, TrkA3: quinase A do receptor de trompomiosina, , TTXr: receptor dependente de
tetrodoxina. Adaptado de Chichorro et al. (2017).

As Fibras do tipo A-delta e C projetam seus axonios para os tecidos periféricos
e para o SNC através do tronco encefalico, neste local ¢ onde as sinapses com neurénios
secundarios sdo realizadas, principalmente no complexo trigeminal. O complexo do
nucleo trigeminal é formado pelo nicleo sensorial principal e pelo trato do nticleo espinal,
subdividido em nucleo oral, interpolar e caudal. Sendo este tltimo considerado a principal
via de transmissdo do tronco encefalico para as informagdes nociceptivas do nervo
trigémeo, pois o subnticleo caudal possui duas populagdes de neurdénios nociceptivos, os
neurdnios nociceptivos especificos (NE) e neuronios de campo dinamico amplo (WDR),
também conhecidos como neurdnios de segunda ordem. (SESSLE, 2011; NIXDORF, et
al., 2012; SESSLE, 2005; WILCOX et al., 2015; LAVIGNE e SESSLE, 2016).

Os componentes do complexo trigeminal do tronco encefélico projetam-se para
muitas regides talamicas (tdlamo ventrobasal, nticleo submédio, nucleo intralaminar) e
regides de alvo talamico (insula, cortices somatossensorial primario e secundario, cortex

cingulado). E dentre as estruturas centrais, o talamo desempenha um importante papel na
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conducdo da dor, pois essas regides talamicas sdo ricas em NE e WDR, permitindo que
essas regides recebam e retransmitam as informagdes nociceptivas orofacias que a elas
chegam. Todos esses neurdnios fazem sinapse com os neuronios de terceira ordem. Os
neurdnios de terceira ordem partem do tdlamo e se projetam para o cortex
somatossensorial, resultando no processamento de aspectos cognitivos e afetivos.
Variacdes nesses processos relacionados a condugdo da via trigeminal muitas vezes tem
como consequéncia a dor orofacial, a exemplo da neuralgia do trig€meo, a disfuncao
temporomandibular e a migranea (SESSLE, 2005; SESSLE, 2011; LAVIGNE; SESSLE,
2016; DUBIN; PATAPOUTIAN, 2010).

E importante destacar que os nervos aferentes nociceptivos podem sofrer
adaptacdes fenotipicas em decorréncias de certas condigdes, a exemplo da expressdo de
receptores ou canais idnicos pode ser alterada em resposta a inflamacdo periférica.
Estados de dor neuropatica ou condi¢des inflamatdrias podem provocar lesdes no nervo,
resultando em mudangas transcricionais que contribuem para o desenvolvimento de
descarga ectopica anormal. Isso pode promover alteragdes nos corpos celulares neuronais
do ganglio V, nas proprias fibras aferentes V, que envolvem varios mediadores quimicos,
podendo afetar também as células gliais satélites que encapsulam a célula ganglionar
corpos (SESSLE, 2011; IWATA et al., 2011; DUBNER et al., 2014; CAIRNS et al.,
2014; SIQUEIRA et al., 2009; XU et al., 2016).

2.2 Plantas medicinais como alternativas terapéuticas

Por muitos séculos a medicina popular se utilizou de plantas medicinais para
tratamento de enfermidades através de infusdes, decoccdes, emplastros, pomadas e 6leos,
ou na fitoterapia galénica, com preparagdo de extratos, tinturas, misturas, etc (BRASIL,
2005). O Brasil possui uma biodiversidade que representa uma das maiores fontes de
substancias biologicamente ativas do mundo. Dessa forma, o seu grande potencial para
geracdo de novos farmacos € incontestavel, pois a sua propria historia esta diretamente
ligada a comercializacdo de produtos naturais A maioria dos medicamentos utilizados
hoje em dia na clinica é oriunda ou de produtos naturais ou € proveniente de algum
processo de sintese, tendo como protétipo um produto natural. Esses produtos sdo
importantes fontes de substincias com atividade bioldgica as plantas, fungos e as
bactérias. Sendo dessa maneira, os produtos naturais sao de fundamental importancia pois

incontaveis metabolitos secundarios sdo gerados, servindo como matéria-prima para a
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produgdo de novos medicamentos pela quimica medicinal (BARREIRO, 1999; BAKER,
2007; LOMBARDINO, 2004).

Os 6leos essenciais, oriundos de plantas aromaticas podem apresentar inlimeras
propriedades bioldgicas. A ISO (International Standard Organization) define Odleos
essenciais como misturas complexas de substancias lipofilicas, volateis, geralmente
odoriferas e liquidas, obtidas através de extragdo por hidrodestilagdo, por destilacio
fracionada, ou por processos mecanicos. Estes compostos podem ser encontrados em
todos os 6rgdos vegetais, principalmente nas flores, ou ainda em folhas, casca das arvores,
raizes, resinas e casca de frutos. Os Oleos essenciais sdo produzidos pelas plantas
aromaticas como metabolitos secundarios naturais (ALMEIDA; MOTTA; LEITE, 2003).

A maioria dos Oleos essenciais sdo quimicamente constituidos de derivados
fenilpropanoides ou de terpendides, cuja presenca dos terpenos se faz presente de maneira
dominante, principalmente os de baixo peso molecular, como no caso os monoterpenos
(SIMOES; SPITZER, 2007). No momento atual, sio conhecidos mais de 1.000
monoterpenodides naturais e alguns sdo habitualmente usados como componentes de
fragrancia, aditivos alimentares ¢ uma grande variedade pode ser encontrada em
conservantes, cosméticos, sabonetes, produtos de limpeza, desinfetantes e medicamentos
(ABU-LAFTI et al., 2007). Além disso, os monoterpenos em geral sdo considerados uma
nova classe de agentes quimicos preventivos para o cancer, pois promovem atividade
antitumoral (CARNESECCHI, 2001).

Encontrado em mais de 160 6leos essenciais de plantas aromadticas, o geraniol
(trans-3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-ol) € um alcool aciclico monoterpeno de formula bruta
C10H180. Sua estrutura quimica ¢ apresentada na figura 2. Entre os 6leos especificos
com alto teor de geraniol, encontramos Ceildo Citronela (Cymbopogon Nardus),
Palmarosa (Cymbopogon martinii), Geranio (Pelargonium graveolens) e Java Citronela
(Cymbopogon winterianus). Em sua forma pura apresenta uma textura oleosa, sendo um

liquido incolor € com um aroma de rosa (LAPCZYNSKI et al., 2008).
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Figura 2 — Estrutura quimica do geraniol.

De acordo com dados da literatura, o geraniol tem apresentado atividades
farmacoldgicas variadas. Dentre essas, foram destacadas uma eficaz ac¢do repelente e
inseticida (KHALLAAYOUNE et al., 2009). Em outros estudos foram destacadas agao
antihelmintica (HIERRO et al., 2004), antimicrobiana (SI et al., 2006), antioxidante e
citoprotetora (TIWARI; KAKKAR, 2009). Em experimentos realizados em roedores, o
geraniol exerceu atividade protetiva da mucosa gastrica e duodenal contra danos causados
por etanol, tlceras e lesdes induzidas por cisteamina (CARVALHO et al., 2014), também
demonstrou atividade antitumoral in vitro e in vivo, contra leucemia, hepatoma e células
de melanoma (CARNESECCHI et al., 2001). O geraniol também demonstrou efeito na
na neuropatia diabética, uma evidéncia que sugere um papel neuroprotetor
(MURALIDHARA; PRASAD, 2014). Também foi observado, um potencial efeito
antidepressivo em decorréncia do tratamento com geraniol. Camundongos em tratamento
com geraniol por 3 semanas, foram expostos a estresse médio imprevisivel cronico
(CUMS), em testes de natagdo for¢ada (FST) e testes de suspensao da cauda (TST). Esse
estudo revelou que comportamentos relacionados a depressdo foram significativamente
aliviados, em decorréncia da atividade do geraniol na regulacdo da neuroinflamacao
induzida por citocina pro-inflamatéria interleucina-1 beta (IL-1p) . Mostrando que o
geraniol possivelmente reverteu a elevacdo de IL-1B induzida por CUMS, inibiu a
ativagdo da via do fator nuclear kappa B (NF-kB) e regulou a ligacao de nucleotideos e
oligomerizacdo da familia de receptores semelhantes ao dominio pirina contendo o
dominio 3 (NLRP3) da expressdo do inflamassoma (DENG et al., 2015).

Em estudo desenvolvido por La Rocca et al. (2016), foi possivel observar a
atividade antinociceptiva do geraniol em camundongos, usando modelos
comportamentais e eletrofisioldgicos, onde o geraniol nas doses de 12,5, 25 ou 50 mg /
kg i.p. € 50 ou 200 mg / kg p.o.) reduziu o numero de contor¢des abdominais induzidas
pelo acido acético. Além disso, Yan et al., (2017), avaliaram a agdo do geraniol sobre a

dor neuropatica, em um experimento no qual foi induzido em ratos uma lesao na medula



30

espinhal, sendo posteriormente tratados com o geraniol nas doses de 100 e 200mg/kg. A
partir desse estudo, observou-se que uma significativa recuperacao da fungdo neuronal,
foi promovida por esse monoterpeno, ainda com melhoria da fun¢ao locomotora, a partir
da regulagdo negativa de receptores N- metil-D-aspartato (NMDA), tendo ag¢do dose-
dependente. O geraniol também apresentou efeito anti-inflamatério em um estudo
realizado por Su et al. (2010), pois foi capaz suprimir a produgdo de 6xido nitrico (NO)
e prostaglandina (PGE) de forma dose dependente, concomitante a reducdo dos niveis de
RNAm da proteina 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS). A relagdo molecular entre o
geraniol e outros 6leos monoterpénicos essenciais com propriedade analgésica também
foi investigada, e foi observado que do ponto de vista quimico, o substituinte quimico
monoterpénico linear parece conferir a propriedade analgésica desses Oleos essenciais
(BJORKLUND; CHIRUMBOLO, 2016).

Nesse contexto, com destaque para as atividades antinociceptivas desse
monoterpeno, em um estudo desenvolvido por Costa et al. (2020) no Laboratério de
Psicofarmacologia do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM) da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB), o qual através da utilizagdo de modelos de
inducdo de nocicep¢do orofacial, onde injecdes de substincias como glutamato,
capsaicina e formalina foram administradas no labio superior de camundongos, revelou a
capacidade que este Oleo essencial possui de reverter a nocicep¢do orofacial. Os
resultados desse estudo apontaram que este 6leo, nas doses de 25 mg/kg e 50mg/kg, no
teste do glutamato e da capsaicina apresentou atividade antinociceptiva significativa com
poder > 80%. Ja no teste da formalina o estudo apresentou a concentragdo de S0mg/kg de
geraniol com melhor desempenho na redug¢do da nocicepgdo orofacial e poder também
superior a 80%. Costa et al. (2020) também realizaram estudos de ancoragem molecular,
onde observaram elevados valores de ligacao entre o dleo e os receptores de glutamato
(mGlur6; NMDA e AMPA), opioide mii (n), opioide kappa (k), opioide delta (5) e
receptor de potencial transitério vaniloide 1 (TRPV1).

A partir da analise dos dados do referido estudo, pode-se inferir que a ligagdo do
geraniol a esses receptores poderia culminar em um possivel sinergismo de agdo quanto
a associa¢do dessa substancia isolada ao analgésico opidde codeina. Portanto, diante da
necessidade de novas abordagens terapéuticas que apresentem maior eficidcia e menos
efeitos indesejaveis, um melhor entendimento sobre a contribui¢do dessa associagdo se

faz necessario. Visto que um expressivo potencial terapéutico foi demonstrado ¢ um
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provavel efeito sinérgico dessa associacdo, poderia ocasionar em redugdes significativas

nas doses do opioide resultando em menos efeitos colaterais.
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I1II. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar o efeito antinociceptivo do geraniol (trans-3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-ol)
associado a codeina na regido orofacial em camundongos.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o efeito antinociceptivo do geraniol associado a codeina no modelo animal
de teste com formalina;

e Investigar o efeito antinociceptivo do geraniol associado a codeina no modelo
animal de teste com capsaicina;

e Estudar o efeito antinociceptivo do geraniol associado a codeina no modelo
animal de teste com glutamato;

e Analisar a possivel atividade depressora do SNC frente a associacdo do geraniol
com a codeina no modelo animal.
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IV. MATERIAL E METODOS
4. MATERIAL
4.1 Local da Pesquisa

As atividades referentes ao presente estudo foram realizadas no Laboratério de
Psicofarmacologia do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM) e
todos os animais utilizados foram provenientes da Unidade de Producdo Animal (UPA)

da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

4.2 Substancias utilizadas

. Capsaicina (Sigma — EUA)

. Cloreto de sédio (Merck — E. U. A.);

. Cloridrato de Diazepam (Merck — E. U. A.);
. Codeina fosfato;

. Etanol (LTF / UFPB — Brasil);

. Formaldeido 37% (Vetec — Brasil);

. Geraniol (Sigma — E.U.A);

. Glutamato (Sigma — EUA);

. Tween 80 (Vetec — Brasil).

4.3 Animais

Os animais utilizados para a pesquisa farmacologica foram provenientes do
Biotério Prof. Dr. Thomas George da Universidade Federal da Paraiba. Foram utilizados
camundongos (Mus musculus) machos, albinos, sui¢os, com idade entre 60 a 90 dias,
pesando uma média de 28 a 35 gramas. Os animais foram mantidos sob condi¢des
controladas de temperatura (21 + 2 °C) e ciclo claro/escuro de 12 horas. Todos os animais
tiveram livre acesso a alimentagdo (racdo tipo pellets) e agua. A execucdo do presente
estudo foi previamente aprovada pelo Comité de Etica de Pesquisa com Animais da

UFPB, sob a certidao de n® 3513111119 (Anexo 1).

4.4 Aparelhagem
4.4.1 Camaras de observagao para o teste da Formalina, Glutamato e Capsaicina.

A camara de observacdo (IPeFARM/UFPB) possui formato triangular em
angulo de 60°, com os lados e altura medindo 25 cm cada. Para facilitar a observacao e
proporcionar um maior campo de visdao, a camara contém duas paredes formadas por

espelho e uma de vidro transparente.
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4.4.2 Aparelho do rota-rod

O aparelho do rota-rod utilizado foi o EFF 412 — Rota-Rod para camundongos -
Insight. Esse modelo possui uma barra giratoria ndo escorregadia, com 45 cm de altura,
54 cm de largura e 35 cm de comprimento, dividida em quatro compartimentos iguais,

separados por cinco discos plasticos, com velocidade regulavel em rota¢des por minuto

(r.p.m.).

5. METODOS
5.2 Condig¢oes Experimentais

Os animais foram levados a sala de experimentacdo , no minimo 12 horas antes
da realizag@o dos testes. Estes animais foram divididos em grupos de quatro por gaiola,
com a finalidade de diminuir possiveis estresses comportamentais relacionados a
adaptacdo de um novo ambiente.

Todas as superficies de bancadas e os aparelhos utilizados foram previamente
higienizados com alcool 70%. Durante os testes de observagao e da barra giratéria (rota-
rod), foi utilizado alcool com baixa graduagdo (10%), a fim de evitar interferéncias

comportamentais advindas de possiveis odores.

5.3 Desenho do Estudo e Cdlculo amostral

O presente estudo trata-se de uma investigagcdo experimental, a qual utiliza um
modelo animal de roedores, sendo qualificado como ensaio controlado, ndo-clinico e
triplo-cego.

O célculo amostral desenvolvido para estudo foi realizado com diferenga de
proporgdes, usando a magnitude de efeito h de Cohen. O tamanho amostral (5 animais
por grupo) foi calculado para atender um poder estatistico minimo de 80 % (1 — 3), com
tamanho de efeito (g de Hedge) de 2,12 e nivel confianga de 95% (erro alfa unicaudal =
5%) (COHEN, 1988). Considerando as perdas em 20%, os grupos foram compostos com
6 animais. Foi testada a hipotese que havia diferenca de proporg¢des entre os dois grupos
em analise. A magnitude do efeito (g de Hedge) utilizada para a realizagdo do calculo
amostral foi definida a partir de resultados Costa et al. (2020).

O tamanho da amostra foi estimado usando 3 grupos (n=36), cada grupo
subdividido em 6 subgrupos de 6 animais que receberam diferentes doses de substancias

veiculo e testes.
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Quadro 1: Distribui¢do dos grupos experimentais.

N Substincia Dose

6 Geraniol 50mg/kg

6 Geraniol + Codeina | 50mg/kg + 30mg/kg

6 Geraniol + Codeina | 50mg/kg + 15mg/kg

6 Geraniol + Codeina | 50mg/kg + 7,5mg/kg

6 Codeina 30 mg/kg

6 Controle Agua salina + Tween 80 0.2%

5.4 Preparacdo das substancias para os testes

A preparagdo do geraniol (trans-3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-ol) associado a
codeina foi realizada horas antes dos testes de nocicep¢do, sendo dissolvido em agua
destilada, e, quando necessario, adicionou-se uma gota de Tween 80, com intuito de
facilitar a solubilizagdo. A droga de referéncia utilizada foi o fosfato de codeina e as
substancias indutoras da nocicepg¢ao foram a formalina, glutamato e capsaicina. No teste
da barra giratéria, a preparagdo da associagdo seguiu a mesma descrita anteriormente, € a
droga referéncia utilizada na execucao desse experimento foi o diazepam 4mg. Todas as
doses utilizadas foram calculadas de forma a possibilitar inje¢do na concentragdo de 0,1

mL/10g de peso do camundongo.

5.5 Avaliagdo da atividade antinociceptiva orofacial

Para esse estudo, a escolha dos modelos de avaliagdo da atividade nociceptiva e
antinociceptiva baseou-se nos aspectos neuroanatomicos da regido da face, levando em
consideracdo a responsabilidade do nervo craniano V, trigémeo, por captar, conduzir e
processar os estimulos sensitivos e de nocicep¢ao que a ele chegam.

Portanto, a atividade nociceptiva orofacial em camundongos foi avaliada com
base no tratamento prévio com geraniol (trans-3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-o0l) associado a
codeina em diferentes concentragdes (substancia-teste), geraniol isolado (substancia-
teste), fosfato de codeina (substincia-padrdo), ou veiculo trinta minutos antes da
aplicagdo das substincias responsaveis pela inducdo de nocicep¢do. As substincias
indutoras de nocicep¢do foram administradas na regido orofacial do roedor (regido
perinasal). Posteriormente a aplicacdo dos testes, cada animal foi observado de forma
individual, em camaras espelhadas. Foram contabilizados em segundos o tempo em que

o animal permaneceu friccionando a area injetada com as patas traseiras ou dianteiras,
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esse comportamento ¢ conhecido como “face-rubbing” (figura 3), em seguida todos os

dados foram analisados estatisticamente.

Figura 3: — Comportamento de face-rubbing em roedores com as patas dianteiras e traseiras. Fonte:
ROMERO-REYES et al., 2013

Para cada teste a preparacdo, aplicagdo e analise comportamental foram
conduzidas pela metodologia de triplo cegamento, onde o pesquisador A ficou
responsavel pela codificacdo dos animais e preparacdo dos materiais que foram
utilizados; o pesquisador B que aplicou as doses, realizou a administracdo cego as
substancias; O pesquisador C responsavel pela observagdo, também se encontrava cego
referente a quais tratamentos os animais haviam recebido, assim como o pesquisador
estatistico D. Por fim, o pesquisador A fez a recodificacdo dos dados analisados pelo

pesquisador D.
5.5.1 Teste da Formalina

A inje¢do na regido perinasal do roedor ¢ justificada pela particularidade da
inervacao sensitiva da regido facial, que € feita pelo V par de nervos cranianos, o nervo
trigémeo. As fibras nervosas trigeminais captam estimulos sensitivos de tato, pressao,
temperatura ¢ nocicep¢do (CHICHORRO et al., 2017; MERRILL, 2007; LAVIGNE;
SESSLE, 2016). Com isso, a formalina foi aplicada na porcao lateral do 1abio superior do
camundongo (regido perinasal), 0,5 h apos o tratamento, utilizando uma agulha com
calibre 27 com volume de 20puL. de uma solugdo de formalina a 20% (formaldeido, em
agua destilada). Apos a aplicagdo, os camundongos foram observados pelos 40 minutos

seguintes (fases neurogénica e inflamatoria) (QUINTANS-JUNIOR et al., 2010).
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5.5.2 Teste do Glutamato

Devido o glutamato possuir um importante papel no processo de transmissao da
dor, este teste foi descrito inicialmente por Beirith et al. (2002), com isso a nocicepcao
induzida por glutamato foi adaptada para a regido orofacial. O teste consistiu na utilizacao
de 20uL de glutamato (25umol/L Sigma Aldrich, Missouri, EUA) em inje¢ao subcutanea
que foi administrada na porgao lateral do labio superior do camundongo com uma agulha
de calibre 27, 0,5 h apos o tratamento. Em seguida, os animais foram observados pelos

15 minutos posteriores a aplicagdo de Glutamato (QUINTANS-JUNIOR et al., 2010).
5.5.3 Teste da Capsaicina

Descrito inicialmente por Pelissier et al. (2002) e adaptado por Quintans-Junior
et al. (2010), este modelo mimetiza a dor aguda apos estimulo lesivo e ¢ util no estudo
dos mecanismos desencadeados pela nocicep¢do trigeminal. Este modelo adaptado
consisti na administracdo de 20 pl de uma solucdo de 2,5 pg de capsaicina (Sigma
Aldrich, Missouri, EUA) no labio superior direito dos camundongos, 0,5 h apos o
tratamento. O comportamento nociceptivo foi observado por 20 minutos (QUINTANS-

JUNIOR et al., 2010).

5.6 Avaliagdo geral sobre o SNC : Teste do rota-rod

O teste do rota-rod ou barra giratéria, que inicialmente foi apresentado por
Dunham e Miya (1957) é adequado para deteccdo de possiveis efeitos de relaxamento
muscular ou falta de coordenagdo motora que seja produzido em decorréncia a
administracdes de agentes farmacologicos, tais como relaxantes musculares esqueléticos
ou depressores do SNC, como os ansioliticos (CARLINI; BURGOS, 1979; MATTEI,
FRANCA, 2006). Neste teste, camundongos sdo colocados sobre uma barra que gira a
uma velocidade constante, com isso € possivel analisar a capacidade do animal equilibrar-
se sobre a mesma (MATTEI; FRANCA, 2006).

Um dia antes do teste, uma pré-selecdo dos animais (sem administragdo de
substancias) foi realizada, levando em consideracdo o tempo de permanéncia dos animais
na barra giratoria (7 r.p.m.) durante 3 minutos em pelo menos uma das 3 tentativas
(MENDES; MATTEI; CARLINI, 2002; DE SOUSA et al., 2007b). No dia do teste, a
amostra foi dividida em sete grupos de seis animais cada, e inicialmente, foi realizada

uma leitura basal. Posteriormente, os animais foram tratados nas doses de codeina (30
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mg/kg; i.p.), geraniol (50 mg/kg, i.p.), geraniol e codeina (50/30 mg/kg, i.p.), geraniol e
codeina (50/15 mg/kg, i.p.), geraniol e codeina (50/7,5 mg/kg, i.p.), diazepam (4 mg/kg;
i.p.) e o grupo controle recebeu soro fisiologico (0,9% de cloreto de sédio). Apds 30
minutos da administragdo, os animais foram colocados no aparelho. Este procedimento

foi repetido com 60 e 120 minutos apo6s as administragdes das substancias.

5.7 Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram analisados através de ANOVA, seguido do Teste de
Dunnett. Os dados numéricos foram aplicados no programa Graph Pad Prism versao 7.0.
Os valores obtidos, foram expressos em média + desvio padrao da média (DP), sendo os

resultados considerados significativos quando apresentaram um valor de p < 0,05.
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Introducao

A dor orofacial ¢ entendida como um quadro doloroso que se apresenta em
tecidos moles e mineralizados (ossos, pele, dentes, vasos sanguineos, musculos ou
glandulas) da face e da cavidade oral, afetando diretamente o bem estar social, sendo de
dificil avaliagdo e manejo terapéutico (DALEWSKI et al., 2019; THOMAS, 2003).
Estudos epidemiologicos internacionais sugerem que além da dor orofacial ter uma maior
propensao a mulheres, ela ainda acomete cerca de 10% da populagdo adulta (SHETTY et
al., 2015). Existem muitos fatores que colaboram para o desencadeamento da dor
orofacial entre eles podemos elencar as patologias neurogénicas, odontogénicos,
cefaleias, dores musculoesqueléticas, cancer, infecgdes, dores psicogénicas, trauma
tecidual e altera¢des autoimunes (LEEUW, 2010). Além das citadas, de acordo com
Manfredini et al. (2011), a causa mais notavel para o desenvolvimento da dor ndo dentaria
na regido orofacial, sdo as disfungdes temporomandibulares (DTMs).

As extensdes cerebrais sdo conhecidas como nervos cranianos, que inervam
diversas regides inclusive as que estdo envolvidas direta e indiretamente com o V par do
nervo craniano: trigémeo (CHICHORRO et al., 2017). O nervo trigémeo ¢ o maior nervo
craniano, fornecendo inervagdes sensoriais a maior parte da face e da cabega. Ele
apresenta trés divisdes periféricas: oftdlmica, maxilar e mandibular, e ¢ o principal
envolvido nas DTMs e enxaqueca (JORQUERA MOYA et al.,, 2019). Suas fibras
nervosas sdo constituidas por receptores pouco especificos, sendo elas classificadas de
acordo com estimulos responsaveis por sua ativacao. As fibras A respondem a estimulos
que podem ser tateis ou proprioceptivos. Ja as fibras Ad e C, conhecidas como neurdnios
nociceptivos, sdo ativadas por estimulos térmicos e outros estimulos nocivos (MERRILL,
2007; LAVIGNE; SESSLE, 2016). As fibras C nao mielinizadas e as fibras Ad
mielinizadas, possuem capacidades e velocidades diferentes para transmissdo de
estimulos dolorosos. Esses neurdnios nociceptivos conseguem traduzir um estimulo
agressivo de natureza mecanica, quimica ou térmica em estimulo elétrico que sera
transmitido até o sistema nervoso central e interpretado no cortex cerebral como dor
(ROCHA et al., 2007).

Atualmente, o tratamento da dor consiste na prescri¢do de analgésicos e/ou anti-
inflamatorios. Contudo, existe uma lacuna no que diz respeito ao numero de fAirmacos
disponiveis para esta finalidade. Além desse nimero limitado, essas drogas geram muitos

efeitos adversos, tais como lesdes do trato gastrointestinal e renal (SILVA et al., 2013),
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limitando com isso, a continuagdo do tratamento e levando, muitas vezes, a frustracoes
nos pacientes (RANG et al.,, 2012; BALASUBRAMANIAM; KLASSER, 2014;
SHEPHARD et al., 2014). Isso demonstra que ¢ necessario o desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas e de cuidados (SHEPHARD et al., 2014; SIQUEIRA et al.,
2015).

Assim, devido a problematica de ndo existir um tratamento ideal para as dores
do complexo orofacial, tem-se a necessidade do desenvolvimento de novos recursos
terapéuticos e de investigar medidas alternativas para o combate da dor. Nessa
perspectiva, os produtos naturais surgem como uma 6tima alternativa para o manejo de
doengas dolorosas/inflamatorias, principalmente no que concerne a eficacia destes.
Atualmente muitas dessas substancias com potencial terapéutico ja sdo comercializados
pela industria farmacéutica (KATZ; BALTZ, 2016), ¢ uma fracdo ainda maior sdo
avaliados em estudos ndo-clinicos (SEM; SAMANTA, 2015; SIQUEIRA-LIMA et al.,
2017).

Dentre eles, os geraniol (trans-3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-0l) ¢ um dalcool
monoterpeno aciclico, encontrado em mais de 160 6leos essenciais de plantas aromaticas
(BURDOCK GA, 2010). Virias atividades farmacoldgicas para o geraniol foram
caracterizadas na literatura, dentre elas podemos destacar o fato dele ser antioxidante e
citoprotetor (TIWARI; KAKKAR, 2009) antiinflamatério (SU et al., 2010), exercer
atividade protetora para a mucosa gastrica ¢ duodenal (CARVALHO et al., 2014). O
geraniol também atua como um quimio preventivo no célon (CARNESECCHI et al.,
2001; CARNESECCHI et al., 2002), no pancreas (BURKE et al., 1997) e cancer renal
(AHMADA et al., 2011) e tem acgdo antitumoral in vivo contra leucemia murina,
carcinoma hepatocelular e melanoma (TATMAN; MO, 2002; POLO; BRAVO, 2006;
POLO et al., 2011). Além disso, estudos desenvolvidos por Costa et al. (2020)
demonstraram o potencial terapéutico desse 6leo frente a nocicepcdo orofacial, onde
através de administracdes de substancias indutoras de dor no ladbio superior de
camundongo, foi possivel observar que o geraniol reverteu a nocicepcdo orofacial nas
concentragdes de 25 mg/kg e 50mg/kg com poder superior a 80%. Esse estudo também
revelou, através de pesquisas de ancoragem molecular in silico, elevados valores de
ligacdo entre o 6leo e os receptores de glutamato (mGlur6; NMDA e AMPA), opioide
mii (p), opioide kappa (k), opioide delta (8) e receptor de potencial transitorio vaniloide

um (TRPV1).
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A partir da analise dos dados do referido estudo, pode-se inferir que a ligagdo do
geraniol a esses receptores poderia culminar em um possivel sinergismo de a¢do quanto
a associacao dessa substancia isolada ao opidde codeina. Portanto, diante da necessidade
de novas abordagens terapéuticas que apresentem maior eficicia e menos efeitos
indesejaveis, um melhor entendimento sobre a contribuicdo dessa associacdo se faz
necessario. Visto que um expressivo potencial terapéutico foi demonstrado e um provavel
efeito sinérgico dessa associacdo, poderia ocasionar em redugdes significativas nas doses

do opioide resultando em menos efeitos colaterais.

Material e Métodos
Animais experimentais

O presente estudo trata-se de uma investigacdo experimental, a qual utiliza um
modelo animal de roedores, sendo qualificado como ensaio controlado, ndo-clinico e
triplo-cego. As atividades referentes ao presente estudo foram realizadas utilizando
camundongos adultos saudaveis, machos albinos suigos (Mus musculus), pesando entre
28 a 35 gramas, que foram mantidos sob condig¢des controladas de temperatura (21 + 2
°C) e ciclo claro/escuro de 12 horas com racgdo e agua ad libitum. Todos 0s animais eram
provenientes do Bioterium Prof. Dr. Thomas George da Universidade Federal da Paraiba
(Jodo Pessoa, Brasil).

A pesquisa foi conduzida de acordo com as Diretrizes Brasileiras para o Cuidado
e Uso de Animais para Fins Cientificos e de Ensino do Conselho Nacional para o Controle
da Experimentacao Animal e as diretrizes ARRIVE (Animal Research: Reporting In Vivo
Experiments). Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal da Paraiba sob o protocolo n°. 3513111119/2021. Um nimero
reduzido de animais foi considerado para os experimentos, e todas as medidas destinadas
a controlar seu sofrimento ou estresse apos a experimentagdo foram realizadas de acordo
com as Diretrizes Eticas para Pesquisa Animal (ZIMMERMANN 1983).

O célculo amostral desenvolvido para estudo foi realizado com diferenga de
proporgdes, usando a magnitude de efeito h de Cohen. O tamanho amostral (5 animais
por grupo) foi calculado para atender um poder estatistico minimo de 80 % (1 — 3), com
tamanho de efeito (g de Hedge) de 2,12 e nivel confianga de 95% (erro alfa unicaudal =
5%). (COHEN, 1988). Considerando as perdas em 20%, cada concentragdo da substancia

ficou com um total de 6 animais. Foi testada a hipdtese que havia diferenca de proporgdes
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entre os dois grupos em analise. A magnitude do efeito (g de Hedge) utilizada para a
realizacdo do calculo amostral foi definida a partir de resultados prévios de Costa et al.

(2020).
Testes de indugdo da nocicepg¢ado orofacial

Para avaliagdo da atividade antinociceptiva orofacial da associacdo geraniol e
codeina, foram realizados trés testes em roedores: (i) nocicepcao induzida por formalina,
(i1) nocicepgdo induzida por glutamato e (iii) nocicepcao induzida por capsaicina. Cada
teste foi realizado em trés grupos distintos, cada grupo contendo um total de 36 animais
(n=36), divididos em 6 subgrupos de 6 aninais cada. Os animais foram pré-tratados com
codeina (30 mg / kg; i.p.), geraniol (50 mg / kg, i.p.), geraniol e codeina (50 / 30 mg / kg,
1.p.), geraniol e codeina (50/ 15 mg / kg, i.p.) e geraniol e codeina (50 / 7,5 mg / kg, i.p.)
e soro fisiolégico (0,9% cloreto de s6dio) com subsequente indugdo de dor orofacial. As
doses de teste de geraniol foram definidas com base em sua atividade para dor orofacial
(COSTA, et al. 2020). Todas as substancias de teste foram adquiridas na Sigma Aldrich,
Missouri, EUA. A preparagdo, aplicagcdo e analise comportamental para cada teste foi
regida pela metodologia de triplo cegamento, onde o pesquisador A ficou responsavel
pela codificagdo dos animais e preparacdo dos materiais que foram utilizados; o
pesquisador B que aplicou as doses, realizou a administracdo cego as substancias; O
pesquisador C responsavel pela observagado, também se encontrava cego referente a quais
tratamentos os animais haviam recebido, assim como o pesquisador estatistico D. Por

fim, o pesquisador A fez a recodificagdo dos dados analisados pelo pesquisador D.

Testes de nocicep¢do orofacial induzida por formalina, capsaicina e glutamato.

A inje¢do na regido perinasal do roedor ¢ justificada pela particularidade da
inervacao sensitiva da regido facial, que ¢ feita pelo V par de nervos cranianos, o nervo
trigémeo. As fibras nervosas trigeminais captam estimulos sensitivos de tato, pressao,
temperatura ¢ nocicep¢ao (CHICHORRO et al., 2017; MERRILL, 2007; LAVIGNE;
SESSLE, 2016). Com isso, a formalina foi aplicada na por¢ao lateral do 1abio superior do
camundongo (regido perinasal), 0,5 h ap6s o tratamento, utilizando uma agulha com
calibre 27 com volume de 20uL de uma solugdo de formalina a 20% (formaldeido, em
agua destilada). Apods a aplicagdo, os camundongos foram observados pelos 40 minutos

seguintes (fases neurogénica e inflamatoria) (QUINTANS-JUNIOR et al., 2010).
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Devido o glutamato possuir um importante papel no processo de transmissao da
dor, este teste foi descrito inicialmente por Beirith (2002), com isso a nocicepg¢ao induzida
por glutamato foi adaptada para a regido orofacial. O teste consistiu na utilizagdo de 20pL
de glutamato (25pmol/L Sigma Aldrich, Missouri, EUA) em injecao subcutanea que foi
administrada na porg¢do lateral do ladbio superior do camundongo com uma agulha de
calibre 27, 0,5 h apos o tratamento. Em seguida, os animais foram observados pelos 15
minutos posteriores & aplicacdo de Glutamato (QUINTANS-JUNIOR et al., 2010).

Descrito inicialmente por Pelissier et al. (2002) e adaptado por Quintans-Junior
et al. (2010), este modelo mimetiza a dor aguda apos estimulo lesivo e ¢ util no estudo
dos mecanismos desencadeados pela nocicep¢do trigeminal. Este modelo adaptado
consisti na administracdo de 20 pl de uma solugdo de 2,5 pg de capsaicina (Sigma
Aldrich, Missouri, EUA) no labio superior direito dos camundongos, 0,5 h apos o
tratamento. O comportamento nociceptivo foi observado por 20 minutos (QUINTANS-

JUNIOR et al., 2010).

Avaliagdo geral sobre o SNC - Teste do rota-rod

O teste do rota-rod ou barra giratéria, que inicialmente foi apresentado por
Dunham e Miya (1957), ¢ adequado para deteccdo de possiveis efeitos de relaxamento
muscular ou falta de coordenagdo motora que seja produzido em decorréncia a
administracdes de agentes farmacologicos, tais como relaxantes musculares esqueléticos
ou depressores do SNC, como os ansioliticos (CARLINI; BURGOS, 1979; MATTEI,
FRANCA, 2006). Neste teste, camundongos sdo colocados sobre uma barra que gira a
uma velocidade constante, com isso € possivel analisar a capacidade do animal equilibrar-
se sobre a mesma (MATTEI; FRANCA, 2006).

Um dia antes do teste, uma pré-selecdo dos animais (sem administragdo de
substancias) foi realizada, levando em consideracdo o tempo de permanéncia dos animais
na barra giratoria (7 r.p.m.) durante 3 minutos em pelo menos uma das 3 tentativas
(MENDES; MATTEI; CARLINI, 2002; DE SOUSA et al., 2007b). No dia do teste, a
amostra foi dividida em sete grupos de seis animais cada, e inicialmente, foi realizada
uma leitura basal. Posteriormente, os animais foram tratados nas doses de codeina (30
mg/kg; i.p.), geraniol (50 mg/kg, i.p.), geraniol e codeina (50 / 30 mg/kg, i.p.), geraniol
e codeina (50/15 mg/kg, i.p.), geraniol e codeina (50 /7,5 mg/kg, i.p.), diazepam (4

mg/kg; i.p.) e o grupo controle recebeu soro fisiologico (0,9% de cloreto de s6dio). Apds
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30 minutos da administra¢@o, os animais foram colocados no aparelho. Este procedimento

foi repetido com 60 e 120 minutos apos a administragao.

Anadlise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados através de ANOVA, seguido do Teste de
Dunnett. Os dados numéricos foram aplicados no programa Graph Pad Prism versao 7.0.
Os valores obtidos, foram expressos em média + desvio padrao da média (DP), sendo os

resultados considerados significativos quando apresentaram um valor de p < 0,05.

Resultados
Teste Formalina

A administracdo de geraniol 50 mg/kg associado a codeina de 30 mg/kg levou a
uma diminuicao significativa do comportamento nociceptivo orofacial (P <0,05) quando
comparado ao controle negativo no teste da formalina nas fases neurogénica e
inflamatoria. Os resultados mostrados na Figura 1 evidenciam uma redugdo significativa
no tempo de face rubbing tanto nos animais tratados com o geraniol isolado como
também nos animais tratados com a associagdo de geraniol com codeina nas doses de
geraniol 50 mg/kg (média = DP: 12,5 £+ 2,2), geraniol 50 mg/kg + codeina 30 mg/kg
(média + DP: 7,6 + 1,7), geraniol 50 mg/kg + codeina de 15 mg/kg (média £ DP: 11,25
+2,4) e geraniol 50 mg/kg + codeina 7,5 mg/kg (média = DP: 15,6 + 3,8), apresentando
os seguintes valores de inibigdo 77%, 86%, 79% e 71,9% respectivamente, em relacio ao
grupo controle (média £ DP: 55,5 + 4,47). A codeina (30 mg/kg, i.p.) diminuiu o
parametro analisado em 52% (média + DP: 26,6 + 5,25), contudo nessa fase neurogénica
a associacdo de geraniol com codeina na dose de 50 mgkg /30 mg/kg foi
significativamente mais efetiva quando comparado ao grupo tratado apenas com o

opidide na dose de 30 mg/kg.
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Figura 1: Efeito da associacdo geraniol e codeina na nocicepgdo orofacial induzida pela formalina (fase
neurogénica). Controle (Salina) geraniol (50 mg / kg, i.p.); geraniol e codeina (50 + 30 ; 50 + 15; 50 + 7,5
mg/kg, i.p.) codeina (30 mg/kg,i.p.). Valores foram expressos em média e DP (n=6, por grupo). ANOVA
de uma via seguido do pos-teste de Tukey foi utilizada para comparagdo entre os grupos, **p<0,01; ****p<
0,0001 em relacdo ao controle negativo.

Conforme mostrado na Figura 2, o geraniol 50 mg/kg associado a codeina 30
mg/kg também reduziu o tempo de resposta na segunda fase do teste da formalina (média
+ DP: 81 + 2,8) apresentou melhor desempenho, correspondendo a uma inibigdo de
49,5%, quando comparado ao grupo controle (média + DP: 160,2 = 12,02). O grupo
tratado com a droga padrio, codeina 30 mg/kg, ndo apresentou redu¢do no
comportamento nociceptivo 1,24% (média + DP: 158,2 + 17,57). Nessa fase inflamatoria
do teste da formalina o grupo tratado com geraniol 50 mg/kg associado a codeina 30
mg/kg apresentou uma redugao significativa de face rubbing quando comparado ao grupo

tratado apenas com a droga padrao.
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Figura 2: Efeito da associacdo geraniol e codeina na nocicepgdo orofacial induzida pela formalina (fase
inflamatoria). Controle (Salina) geraniol (50 mg / kg, i.p.); geraniol e codeina (50 + 30 ; 50 + 15; 50 + 7,5
mg/kg, i.p.) codeina (30 mg/kg, i.p.). Valores foram expressos em média e DP (n=6, por grupo). ANOVA

de uma via seguido do pos-teste de Tukey foi utilizada para comparag@o entre os grupos, *p<0,05; **p=
0,0026 em relacdo ao controle negativo.

Teste Glutamato

De acordo com o apresentado na Figura 3 tanto o geraniol isolado como também
associado a codeina foram capazes de diminuir o namero de face rubbing induzidos por
glutamato em camundongos nas seguintes doses geraniol 50 mg/kg (média + DP: 40,67
+ 4), geraniol 50 m mg/kg + codeina 30 mg/kg (média = DP: 37,83 + 4,4), geraniol 50
mg/kg + codeina 15 mg/kg (média = DP: 55,67 £ 5,2) e geraniol 50 mg/kg + codeina 7,5
mg/kg (média = DP: 42 + 2,2) mg/kg, representadas, respectivamente, pelas seguintes
porcentagens de inibigdo, quais sejam, 50,80%, 54,23%, 32,65% e 49,19%, quando
comparado ao grupo controle (média + DP: 82,67 + 6.6). Como esperado, a codeina (30
mg/kg, i.p.) também produziu inibi¢do, que foi de 43,20% (média + DP: 46,95 + 6,5).
Contudo as doses mais efetivas perante o grupo controle foram o geraniol 50 mg/kg,

geraniol 50 mg/kg + codeina 30 mg/kg e geraniol 50 mg/kg + codeina 7,5 mg/kg.
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Figura 3: Efeito da associagdo geraniol e codeina na nocicepgao orofacial induzida pelo glutamato. Controle
(Salina) geraniol (50 mg / kg, i.p.); geraniol e codeina (50 + 30 ; 50 + 15; 50 + 7,5 mg / kg, i.p.) codeina
(30 mg / kg, i.p.). Valores foram expressos em média e DP (n=6, por grupo). ANOVA de uma via seguido

do pos-teste de Tukey foi utilizada para comparagdo entre os grupos, **p= 0,0021; ***p<0,001;
***%¥p<0001 em relagdo controle negativo.

Teste Capsaicina

Os resultados mostrados na Figura 4 evidenciam uma redugdo significante no
tempo de face rubbing dos animais tratados tanto com a associagdo nas seguintes doses
geraniol 50 mg/kg + codeina 30 mg/kg (média = DP: 49,17 + 13), geraniol 50 mg/kg +
codeina 15 mg/kg (média + DP: 74,33 + 14,44), geraniol 50 mg/kg + codeina 7,5 mg/kg
(média + DP: 86,5 = 7,9) como também os que receberam a dose contendo apenas o
geraniol de 50 mg/kg (média + DP: 71,8 + 10,3), apresentando respectivamente o0s
seguintes valores de inibi¢do de 66,7%, 49,67%, 41,43% e 51,36% em relagdo ao grupo
controle (média + DP: 147,7 £ 12,2). A codeina (30mg/kg, i.p.) diminuiu o parametro
analisado em 63,89% (média + DP: 53,3,8 + 6,4), porém os grupos tratados com geraniol
50 mg/kg, geraniol 50 mg/kg + codeina 30 mg/kg, geraniol 50 mg/kg + codeina 7,5,

mg/kg apresentaram uma inibicdo mais expressiva frente aos outros grupos.
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Figura 4: Efeito da associa¢do geraniol e codeina na nocicep¢do orofacial induzida pela capsaicina.
Controle (Salina) geraniol (50 mg / kg, i.p.); geraniol e codeina (50 + 30 ; 50 + 15; 50 + 7,5 mg/ kg, i.p.)
codeina (30 mg / kg, i.p.). Valores foram expressos em média ¢ DP (n=6, por grupo). ANOVA de uma via

seguido do pos-teste de Tukey foi utilizada para comparagio entre os grupos, **p= 0,001; ***p<0,001;
***%p<0001 em relagdo ao controle negativo.

Teste do Rota-Rod

Neste teste, ndo houve nenhuma alteragdo significativa na coordenagdo motora
dos animais tratados nas doses de geraniol 50 mg/kg + codeina 30 mg/kg, geraniol 50
mg/kg + codeina 15 mg/kg, geraniol 50 mg/kg + codeina 7,5 mg/kg como também os que
receberam a dose contendo apenas o geraniol de 50mg/kg, nos tempos de 30 minutos e
120 minutos, como mostra a Figura 5. Apos 30 minutos de tratamento, o tempo de
permanéncia na barra giratoria foi de 176,1 £ 1,7 (média + DP), 174 + 3,5 (média = DP),
173,8 £ 1,9 (média + DP), 175,8 + 2,6 (média + DP) segundos, respectivamente, enquanto
o controle permaneceu por 178,9 + 0,71 (média £ DP) segundos. No tempo de 120
minutos os resultados foram semelhantes, 180,0 + 0,0 (média = DP), 172 + 3,8 (média +
DP), 172,1 £ 2,6 (média + DP), 173,1 £+ 2,9 (média = DP), segundos, respectivamente,
com o tempo do controle sendo 172 + 4,7 (média +£ DP) segundos. J4 no tempo de 60
minutos a unica dose que ndo demonstrou resultados semelhantes foi a de geraniol 50
mg/kg + codeina 30 mg/kg (média + DP: 168 + 2,4). Contudo, no tempo de 60 minutos
os demais grupos tratados com geraniol 50 mg/kg (média = DP: 178 + 1,19), geraniol 50
mg/kg + codeina 15 mg/kg (média + DP: 174,3 + 2,12), geraniol 50 mg/kg + codeina 7,5
mg/kg (média = DP: 175,1 + 2,19), demonstraram que ndo houve alteragdo significativa
na coordenacdo motora dos animais em relacdo ao grupo controle (média + DP: 180 +

0,0).
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Figura 5: Efeito da associagdo geraniol e codeina na fung¢do psicomotora avaliada no teste do Rota-Rod.
Controle (Salina) geraniol (50 mg / kg, i.p.); geraniol e codeina (50 + 30 ; 50 + 15; 50 + 7,5 mg / kg, i.p.)
codeina (30 mg / kg, i.p.); diazepam (4 mg / kg, i.p.). Valores foram expressos em média e DP (n=6, por
grupo). ANOVA de uma via seguido do pos-teste de Tukey foi utilizada para comparagio entre os grupos,
**%p<0,001, ****p< 0,0001 em relagdo ao controle negativo.

Discussao

A regido orofacial ¢ amplamente vascularizada, inervada, com destaque para a
presenga das fibras A-delta e C, responsaveis pela conducao de estimulos nociceptivos
ao nervo trigémeo. Nessa regido ocorrem dores agudas com mais frequéncia
(RABOISSON; DALLEL, 2004). Dessa forma, ¢ possivel notar que a exposicao a
substancias nociceptivas (capsaicina, formalina e glutamato) na regido orofacial, com a
finalidade de dar suporte a estudos nociceptivos e também uma busca latente por novas
drogas, se torna uma importante estratégia farmacologica investigativa. A dose de
geraniol para o presente estudo foi de 50 mg / kg, devido ter apresentado melhor
desempenho em testes nociceptivos na regido orofacial (COSTA et al., 2020).

O teste da formalina ¢ um método valido e confidvel para avaliagdo do
processamento ¢ modulacdo nociceptiva orofacial (LUCCARINI et al., 2006). Devido a
formalina ser um agente quimico que estimula as fibras nociceptivas de forma direta e
indireta, evocando a resposta nociceptiva (LUCCARINI et al., 2006, CAPUANO et al.,
2009), apos sua aplicacdo na regido orofacial, ela induz a excitagdo os neurdnios
nociceptivos do nucleo trigeminal espinhal. Esta indu¢do mimetiza a dor aguda em
humanos ap6s dano tecidual (DALLEL et al., 1995). Esse teste ¢ divido em duas fases:
a primeira fase ou neurogénica, com duragdo de 0 a 5 minutos, e a segunda fase também
conhecida como inflamatoria, com dura¢ao de 15 a 40 minutos. Na primeira ocorre

ativagdo direta dos nociceptores de fibras aferentes do tipo C, ou seja, uma sensacao
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dolorosa mediada pelo SNC com liberagdo de substancia P e outros neuropeptidios
(RABOISSON; DALLEL, 2004; LE BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001). Na segunda
fase observa-se a interacdo entre os sistemas nervosos central e periférico. Ocorre a
liberagdo de aminoacidos excitatorios, 6xido nitrico e peptideos (QUITANS-JUNIOR et
al., 2010; SILVA et al., 2016).

Desse modo, foi possivel observar que a administragdo do geraniol associado a
codeina promoveu uma diminui¢do da atividade nociceptiva orofacial nos animais. Na
primeira fase do experimento todos os animais tratados sofreram uma redugdo
evidenciada no tempo de cocar quando comparados ao controle. Nessa fase os animais
tratados com a associacdo de geraniol 50 mg/kg e codeina 30 mg/kg apresentaram
reducdo no tempo de face rubbing superior aos animais tratados apenas com a droga
padrdo, indicando uma possivel agdo sinérgica. Sobretudo, na fase neurogénica todas as
associagodes apresentaram valores reduzidos de nocicepg¢do, com destaque para geraniol
50 mg/kg com codeina 7,5 mg/kg, onde ¢ possivel notar uma menor dose do opidide
produzindo o efeito maximo, o que resultaria em menores probabilidades de efeitos
colaterais em decorréncia de opidides. Contudo, na segunda fase do experimento, apenas
os animais tratados com a associa¢do na dose de geraniol 50 mg/kg e codeina 30 mg/kg,
reduziram a nocicep¢ao, sendo importante frisar que ao compararmos o desempenho
desta associa¢do com o desempenho da codeina isolada veremos que os animais tratados
apenas com a droga padrdo ndo apresentaram diminui¢ao de nocicepgao nessa fase. Dessa
forma, pode-se inferir que a associa¢do do geraniol com codeina é vantajosa, pois amplia
a possibilidade de reducdo de excitagdo neuronal provocada por diferentes vias, ao passo
que esta substancia isolada apresentou efeito de inibi¢ao da dor tanto a nivel central como
também a nivel periférico.

De fato, h4 evidéncias na literatura, de estudos que destacam o efeito anti-
inflamatorio do geraniol (TIWARI; KAKKAR, 2009; SA: ANDRADE; SOUSA, 2013).
Esse efeito anti-inflamatorio do geraniol pode ser explicado pela sua participagdo na
regulacdo de receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), redugdo dos niveis de TNF- a
(YAN et al., 2017), diminui¢do da produ¢do de NO e PGE em macréfagos indicando
provavel inibicdo da iNOS e COX2 (SU et al., 2010). Outros monoterpenos também
apresentaram comportamento semelhante ao do geraniol no teste da formalina, ou seja,
inibindo ambas as fases como o citronelal (QUINTANS-JUNIOR et al., 2010), a (R)~(+)-
pulegona (SOUSA et al., 2011), o (-)-linalol (VENANCIO et al., 2011b), ou a a,- epoxi-
carvona (ROCHA et al., 2013).
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Desta maneira, percebe-se que nos ultimos anos, um grande niimero de estudos
relacionando 0s monoterpenos como op¢ao para o tratamento da dor e nocicep¢do vem
conquistando mais espaco nas pesquisas. A razao para tal, se d4 por apresentarem bons
valores comerciais e qualidades farmacoldgicas favoraveis, agindo através de distintos
mecanismos a fim de intervir no processo nociceptivo/doloroso (GUIMARAES et al.,
2012).

Foi observada também a atividade antinociceptiva da a associagdo do geraniol
com codeina no teste do glutamato. A inje¢do subcutanea de glutamato provoca intensa
excitagdo dos nociceptores, levando a um quadro nociceptivo de curta duracio
(OUTHWAITE; TURNER, 2007). Este quadro envolve a participagdo de sitios
periféricos, espinais e supra-esepinais (BEIRITH et al., 2002). Essa acdo ocorre
sinergicamente com a liberagdo de mediadores pro-inflamatoérios e citocinas para a
excitagdo das fibras nervosas (BERNARDINO et al., 2005).

Neste estudo foi possivel observar que tanto a associagdo como o geraniol
isolado inibiram a nocicepg¢do orofacial nas diferentes doses, sendo que o geraniol 50
mg/kg, geraniol 50 mg/kg associado a codeina 30 mg/kg, geraniol 50 mg/kg associado a
codeina 7,5 mg/kg diminuiram a nocicepc¢ao de forma mais efetiva do que a codeina,
indicando que a presenca do geraniol interfere na transmissao de informagao nociceptiva
no sistema glutamatérgico através de NMDA, cainato e alfa-amino-3-hidroximetil-5-4 -
receptores do acido isoxazolpropionico (AMPA) (BEIRITH et al.,, 2002). Esses
resultados corroboram com Costa et al., 2020, onde altos valores de energia e de interagao
quimica foram detectados entre o geraniol (50 mg/kg i.p.) e os receptores
glutamatérgicos, nos estudos de ancoragem molecular.

La Rocca et al. (2016), também demonstraram o potencial de inibicdo de
nocicepcao do geraniol nas vias glutamatergicas, a partir de experimentos com indugao
de nocicepcdo via inje¢do intraplantar de glutamato, os resultados mostraram que o
geraniol (50 mg/kg i.p.), causou uma diminui¢do no tempo de lambida da pata semelhante
ao grupo padrao pré-tratado com antagonista ndo seletivo do receptor NMDA, a
dizocilpina (MK-801), com isso esse estudo concluiu que o geraniol, de forma dose
dependente, poderia exercer sua agdo antinociceptiva modulando a neurotransmissao
glutamatérgica. Também foi demonstrado que a ativagdo desses receptores aumenta o
influxo de ion Ca?*, ativagdo intracelular das vias metabolicas, além da produgio e
liberagdo do 6xido nitrico (NO) (DE CARVALHO et al., 2014; SILVA etal., 2016). Com

isso estudos comprovaram o efeito do geraniol, mostrando que ele produz uma supressao
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da producao de NO e PDE em macroéfagos, indicando um possivel bloqueio da iNOS e
COX2 (SU et al., 2010). Sendo assim, nossos resultados concluem que o geraniol isolado
¢ uma opgao relevante em relagdo ao teste do glutamato, pois a dose isolada apresentou
efeito maximo quando comparamos aos outros grupos tratados, sem proporcionar os
indesejaveis efeitos advindos de drogas opioides.

A capsaicina, (8-metil-N-vanilil-trans-6-nonamida) é o principal componente
quimico presente na pimenta vermelha do género Capsicum e provoca excitagdo das
terminagdes nervosas que transmitem as sensagdes dolorosas (CATERINA et al., 1997).
Ela atua na ativagdo dos receptores transitorios da familia vaniléide (TRPVs),
especialmente os TRPV1, que é um dos canais para influxo de Ca 2" envolvidos na
migracdo celular, colaborando para a transdu¢do dolorosa (HOLANDA PINTO et al.,
2008; WANING et al., 2007), principalmente na via trigeminal. A transmissdo do
impulso resultante dessa ativacdo ¢ feita por varios mediadores, incluindo taquicininas,
substancia P, aminodcidos excitatorios, NO e outros mediadores pré-inflamatorios
(WANING et al., 2007).

Na indugdo da nocicepgdo pela capsaicina, todos os grupos de animais tratados
apresentaram redu¢do no tempo de cogar (face rubbing) quando comparados ao controle.
Tanto o geraniol isolado como a associacdo nas diferentes doses, reduziram a nocicepcao
orofacial em camundongos. Assim, nossos resultados indicaram que a associa¢ao na dose
de geraniol 50 mg/kg com codeina 30 mg/kg apresentou desempenho semelhante aos
resultados obtidos para os animais tratados apenas com codeina. Isso pode sugerir que
tanto a associacdo como também o opidide podem atuar em locais de ligacdo da
capsaicina, o que pode estar relacionado ao bloqueio do receptor TRPV1. Resultados de
estudos com ancoragem molecular através da avaliagdo in silico, demonstraram provavel
acao do geraniol em receptores TRPV1 e receptores ativados por peptideos excitatorios
(COSTA et al., 2020). Contudo, nossos resultados revelaram que o geraniol, embora seja
capaz de promover antinocicepg¢do pela ativacdo feita pela capsaicina, a associa¢ao aqui
utilizada, ndo se mostrou vantajosa.

Através da diminuicido de ambulag¢des dos camundongos € possivel avaliar se a
substincia em teste promove uma depressdo a nivel SNC. O teste do rota-rod, dessa
maneira, trata-se de um método ndo-especifico, tornando-se uma das ferramentas a qual
podemos utilizar para evitarmos falsos positivos. Desse modo, o referido teste permite a
avaliagdo da integridade do sistema motor, detectando o enfraquecimento neuroldgico e

o relaxamento muscular ndo especifico, o que poderia reduzir a coordenagdo motora e
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invalidar os resultados do teste (DE SOUZA et al., 2009). De acordo com os resultados
obtidos, a possivel acdo depressora da associa¢do geraniol com codeina ndo interferiu na
coordenacao motora dos camundongos nos tempos de 30 e 120 minutos. Entretanto, no
tempo de 60 minutos e dose de geraniol 50 mg/kg com codeina 30 mg/kg, foi possivel
observar uma pequena alteragdo no tempo de permanéncia na barra giratéria quando
comparado ao grupo controle. No entanto, ¢ importante destacar que essa possivel
depressdo observada no tempo de 60 minutos foi transitoria, pois em 120 minutos nao
aparece, sendo também minima perto da depressao ocasionada pelo benzodiazepinico.

O estudo da toxicidade aguda, dose letal 50 (DLs,  dose responsavel pela morte
de 50 % dos animais), de uma substancia ¢ um importante parametro para se determinar
quais doses sdo relativamente seguras para condugio dos ensaios farmacologicos (SA;
ALMEIDA, 2006). La Rocca et al. (2016), avaliaram a toxicidade aguda do geraniol,
através de testes nos quais os animais (cinco fémeas e cinco machos) foram tratados com
(mg/kg) de geraniol: 100, 300 e 1000 (v.0.) e 75, 100, 150, 200 ¢ 300 (i.p.), onde apds
uma unica subministragdo do geraniol no primeiro dia o numero de morte de animais
durante um periodo de observagdo de 14 dias foi contabilizado. Os resultados desse
estudo apresentaram que o valor da DLs, pela via oral se mostrou ser superior a 1000
mg/kg. Entretanto as doses de 100, 150, 200 e 300 mg/kg i.p. apresentaram mortalidade
de, 30%, 10%, 60% e 100% respectivamente. Estimando que a DL50 pela via
intraperitoneal, seja um valor proximo de 199,9 mg/kg.

Com o objetivo de se obter resultados transparentes e confidveis, todos os
investigadores envolvidos nos testes experimentais e na analise estatistica foram cegos
para os grupos de tratamento, dessa forma também foi reduzido o risco de viés do
observador na pesquisa com animais. Este risco € a principal questdo a ser considerada a
nivel de ensaio cego, pois pode existir interferéncia direta nos resultados do estudo
(BELLO et al., 2014). Com isso, diante dos resultados apresentados, pode-se sugerir que
o geraniol associdado a codeina possui atividade antinociceptiva orofacial e pode
representar uma proposta vantajosa, pois ocorre ampliacdo do espectro de a¢do, quando
o efeito é comparado ao produzido pela codeina e geraniol isolados, em diferentes vias
de transducdo de sinal, que tem a participacdo de ativacdo de receptores ativados pela
formalina, glutamato e capsaicina. Portanto, a associacdo da codeina com geraniol surge
como uma possivel alternativa para o desenvolvimento de formulag¢des relacionadas com
o tratamento da nocicep¢do orofacial. Este estudo sugere que investigagdes futuras

considerem a hipotese de que o geraniol atue sobre os receptores mGlur6, NMDA,
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AMPA, receptores opioides p, x € 5, ¢ TRPV1. A elucidagdo do mecanismo de acgdo ¢

fundamental para compreensdo do efeito farmacologico e possivel aplicacdo clinica.
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VII. CONCLUSAO

Os resultados encontrados sugerem que o geraniol associado a codeina possui
atividade antinociceptiva orofacial e pode representar uma proposta vantajosa, pois
ocorre ampliagdo do espectro de agdo, quando o efeito ¢ comparado ao produzido pela
codeina e geraniol isolados, em diferentes vias de transdugdo de sinal, que tem a
participagdo de ativacdo de receptores ativados pela formalina, glutamato e capsaicina.
Portanto, a associacdo da codeina com esse monoterpeno surge como uma Otima
alternativa terapé€utica por inibir tanto a nocicepcao a nivel central como periférico, o que
seria ideal para o tratamento das dores do complexo orofacial. Este estudo sugere que
investigacoes futuras considerem a hipotese de que o geraniol atue sobre os receptores
mGlur6, NMDA, AMPA, receptores opioides p, k ¢ 8, ¢ TRPV1. A elucidagdo do
mecanismo de acao ¢ fundamental para compreensdo do efeito farmacoldgico e possivel

aplicacdo clinica.
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Anexo 1

Universidade Comissdo de Etica no //
Federal da Uso de Animais

Reitoria

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Efeito antinociceptivo do geraniol (trans-3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-ol) associado a codeina
na regido orofacial em camundongos", protocolada sob o CEUA n® 3513111119 (b 000950), Sob a responsabilidade de Ricardo Dias
de Castro e equipe; Ana paula Nunes Lopes - que envolve a producdo, manutengdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os 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 Experimentacéo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal da Paraiba (CEUA/UFPB) na reunido de 03/04/2020.

We certify that the proposal "Antinociceptive effect of geraniol (trans-3,7-dimethylocta-2,6-dien-1-ol) associated with codeine in
the orofacial region in mice", utilizing 108 Heterogenics mice (108 males), protocol number CEUA 3513111119 (b 000950), under the
responsibility of Ricardo Dias de Castro and team; Ana paula Nunes Lopes - 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 04/03/2020.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 02/2020 a 08/2020 Area: Ciéncias Farmacéuticas
Origem: Unidade de Producdo Animal IPeFarM

Espécie: Camundongos heterogénicos sexo: Machos idade: 3 a3 meses N: 108
Linhagem: Mus musculus - Swiss Peso: 25a35g

Local do experimento: Laboratdrio de Psicofarmacologia/lpeFarM/UFPB

Jodo Pessoa, 03 de abril de 2020

dwz)aw o e G Borlin A4, Gl

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

Cidade Universitéria, s/n - Castelo Branco Ill Prédio da Reitoria - Gabinete da Vice-reitoria - CEP 58051-085 - Joao Pessoa/PB - tel: 55 (83) 3216-7155
Horario de atendimento: 22 a 62 das 14 as 17h : e-mail: ceua@ufpb.br
CEUAN 3513111119
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