UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
LABORATORIO DE TECNOLOGIA FARMACEUTICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PRODUTOS
NATURAIS E SINTETICOS BIOATIVOS

CAMILA CAROLINA DE MENEZES PATRICIO SANTOS

ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA E ANTIOXIDANTE DO FITOL
EM MODELOS IN VIVO E IN VITRO.

JOAO PESSOA
2011




CAMILA CAROLINA DE MENEZES PATRICIO SANTOS

ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA E ANTIOXIDANTE DO FITOL
EM MODELOS IN VIVO E IN VITRO.

Tese apresentada ao Programa de Poés-
Graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos do Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica Prof. Delby Fernandes de Medeiros
da Universidade Federal da Paraiba para
obtencdo do grau de DOUTOR EM PRODUTOS
NATURAIS E SINTETICOS BIOATIVOS - Area de
concentracdo: FARMACOLOGIA.

ORIENTADOR:

Prof. Dr. Reinaldo N6brega de Almeida

JOAO PESSOA
2011



S237a Santos, Camila Carolina de Menezes Patricio.
Atividade antinociceptiva e antioxidante do fitol
em modelos in vivi e in vitro / Camila Carolina de
Menezes Patricio Santos.-- Jodo Pessoa, 2011.
124f. : il.

Orientador: Reinaldo Nébrega de Almeida

Tese (Doutorado) — UFPB/CCS

1. Produtos Naturais. 2. Fitol. 3. Diterpenos. 4.
Atividade antinociceptiva. 5. Atividade antioxidante.

I IEDR/RC [adDINE




CAMILA CAROLINA DE MENEZES PATRICIO SANTOS

ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA E ANTIOXIDANTE DO FITOL
EM MODELOS IN VIVO E IN VITRO.

Tese apresentada ao Programa de Poés-
Graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos do Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica Prof. Delby Fernandes de Medeiros
da Universidade Federal da Paraiba para
obtencdo do grau de DOUTOR EM PRODUTOS

NATURAIS E SINTETICOS BIOATIVOS - Area de

concentracdo: FARMACOLOGIA.

Aprovado em: 04 de novembro de 2011

BANCA EXAMINADORA:

Prof. Dr. Reinaldo Nbébrega de
Almeida — Orientador — UFPB

Prof. Dr. Lucindo José Quintans
Junior — Examinador externo— UFS

Prof. Dr. Fabio Correia Sampaio —
Examinador externo — UFPB

Prof.2 Dr.2 Lebnia Maria Batista —
Examinadora interna — UFPB

Prof. Dr. José Pinto Siqueira Janior
— Examinador interno — UFPB



Fos meas pais, Faath e Gorets; por tads gue soa hoje
e pels exempls de amor, f¢ & anido,



AGRADECIMENTOS

A Deus, razéo de toda minha existéncia, por todas as béncaos e vitérias que me
proporcionou ao longo de toda minha vida, por ter me dado serenidade, coragem e
sabedoria.

Aos meus pais, Paulo Luis e Maria Gorett, e minha avo Valdelene (Leninha), os
pilares da minha familia, por todo amor e dedicacao, apoio e orgulho por todas as
vitorias alcancadas.

Aos meus sobrinhos, Ana Beatriz e Paulo Neto, pelos sorrisos, alegrias e todo
amor que sempre me deram forga para enfrentar os obstaculos.

A toda minha “Familia Buscapé”, em especial, meus irmados, Sabrina Savia e
Filipe Diego, que fazem parte da minha vida, por todo carinho e por torcerem
sempre por mim.

Ao meu amor, Bruno Bertozzo, pelo imenso apoio, compreensao, paciéncia e amor,
por todos os momentos estar presente, mesmo com a distancia, em todos os dias da
minha vida.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Reinaldo N6brega de Almeida, que depositou toda
confianga em mim e que acreditou na minha capacidade. Pela imensa orientagéo,
nao s6 académica, mas principalmente, servindo como exemplo de dignidade ética e
honestidade.

A Prof®. Dr® Liana Clébia S. L. de Morais, por ter me acolhido carinhosamente e por
todos os ensinamentos de vida.

Ao Prof. Dr. Damido Pergentino de Sousa, pelo fornecimento da substancia
estudada e por todo apoio técnico.

Ao Prof. Dr. Rivelilson Mendes de Freitas, que na reta final desta jornada,
contribuiu imensamente para o sucesso deste momento.

A todos os professores desta Pés-graduacao, pelos ensinamentos cientificos e
dedicacdo. Em especial a Prof®. Dr?. Bagnolia Araujo, que fez a diferenca em
minha vida, pois contribuiu com meu crescimento ndo sé em nivel académico, mas
profissional e pessoal.

A minha turma de doutorado, em especial, aos amigos: Adriana e Socrates Golzio,

Vanine Mota, Egberto Carmo, Steno Lacerda, Vivianne Marcelino, Danielle



Serafim, Aline Macedo, Gabriela Lemos e Anna Claudia, pela amizade verdaderia
que construimos desde o mestrado. Esta vitoria conseguimos juntos!

Aos amigos da psicofarmacologia, em especial: Paula Salgado, Rubens
Benedito, Mirian Salvadori e Vanine Mota, amigos fundamentais para a
concretizacao deste momento, e também pelo companheirismo, dedicacéo e
carinho. A duas mulheres que foram companheiras, irmas, maes e acima de tudo,
minhas amigas, Leandra Oliveira e Marilene Rocha, que ficardo para sempre no
meu coracgao.

Aos membros da banca de qualificagcdo e membros da banca da defesa, pela
imensa contribuicdo dada com as corregdes e sugestoes.

Ao meu amigo, José Crispim, que foi fundamental nesta minha jornada, ndo so pelo
apoio técnico, mas principalmente, pelo carinho e amizade cultivados nestes anos
de convivéncia.

Aos funcionérios, em especial, Luis Cordeiro, Tania Alves e Raquel Régis, pelo
apoio e amizade.

A todos os animais utilizados durante a realizacdo dos testes, meu profundo
respeito.

A todos que acreditaram no meu sucesso e torceram por mim!

MUITO OBRIGADA!



.. Co waita eabedoria, ki muta afffpio;
guem aumenta o saber, aamenta a dor.
Cobosiastes 7,8



RESUMO

SANTOS, Camila Carolina de Menezes Patricio. Atividade antinociceptiva e
antioxidante do fitol em modelos in vivo e in vitro. 2011. 124 p. Tese (P0s-
graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, Farmacologia) Laboratério
de Tecnologia Farmacéutica, Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa — PB.

O presente estudo foi desenvolvido com a finalidade de tracar um perfil da atividade
farmacolégica do fitol, um diterpeno alcool. O estudo foi realizado em trés etapas: (1)
avaliacdo da toxicidade aguda, (2) avaliacdo da atividade do fitol sobre o SNC, com
enfoque na atividade analgésica, e (3) avaliacdo da atividade antioxidante. Nas duas
primeiras etapas, o estudo foi realizado in vivo e na terceira, o estudo foi in vitro. Os
resultados foram expressos em média * erro padrdo da média (E.P.M.), sendo
considerados significativos quando apresentaram p < 0,05. Na primeira etapa, o fitol
apresentou baixa toxicidade, sem causar alteracbes nos parametros bioquimicos e
hematolégicos dos animais, apresentando uma DLs, de 1.153,39 (944,56 —
1.408,40) mg/kg. Nos testes seguintes, o fitol foi administrado intraperitonealmente
(i.p.) nas doses de 25, 50, 100 e 200 mg/kg.O fitol apresentou perfil de droga
depressora do SNC, sem comprometer a coordenacdo motora dos animais. A
atividade antinociceptiva do fitol foi investigada através de modelos quimicos (teste
das contor¢des abdominais induzidas pelo &cido acético e o teste da formalina) e
térmico (teste da placa quente) de nocicepcdo em camundongos. Em todos os
testes, o fitol apresentou um efeito antinociceptivo significativo, tanto em nivel central
como periférico. Contudo, o efeito antinociceptivo do fitol ndo foi revertido pelos
antagonistas naloxona (via opidide) e glibenclamida (canais de K*atp), indicando que
o fitol ndo atua por esses mecanismos, pelo menos diretamente. Na avaliagdo da
atividade antioxidante in vitro do fitol, foram empregadas trés metodologias, sendo
uma para avaliar o efeito do fitol sobre a peroxidacéo lipidica, no teste de TBARS, e
as outras duas para investigar se agia como substancia sequestradora de radicais
livres, para o radical hidroxila (OH) e o 6xido nitrico (NO). Em todos os testes, o fitol
demonstrou forte atividade antioxidante, a qual pode ser atribuida a sua
caracteristica estrutural, uma vez que o fitol € um alcool insaturado de cadeia
ramificada, e a propriedade antioxidante pode estar relacionada com o grupo
hidroxila (OH) presente na sua molécula. Provavelmente, o fitol, ao reagir com um

radical livre, doa atomos de hidrogénio com um elétron desemparelhado (H),



convertendo os radicais livres em espécies menos reativas. Como varias evidéncias
mostram a participacdo destas espécies reativas no mecanismo da dor, a atividade

antioxidante do fitol pode estar contribuindo com o seu efeito antinociceptivo.

Palavras-chave: fitol, diterpenos, atividade antinociceptiva, atividade antioxidante.



ABSTRACT

SANTOS, Camila Carolina de Menezes Patricio. Antinociceptive and antioxidant
activity of phytol in vivo and in vitro models. 2011. 124 p. Tese (Pds-graduacao
em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, Farmacologia) Laboratorio de
Tecnologia Farmacéutica, Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa — PB.

This study was conducted in order to draw a profile of pharmacological activity of
phytol, a alcohol diterpene. The study was conducted in three steps: (1) evaluation of
acute toxicity, (2) evaluation the activity of phytol on the CNS, focusing on the
analgesic activity, and (3) evaluation of antioxidant activity. In the first two stages, the
study was conducted in vivo and in third, the study was in vitro. The results were
expressed as mean =* standard error of mean (S.E.M.), were considered significant
when p <0.05. In the first step, the phytol showed low toxicity, causing no changes in
biochemical and hematological parameters of the animals, have been determined the
LDsp in 1153.39 (944.56 — 1.408.40) mg/kg. In the following tests, the phytol was
administered intraperitoneally (i.p.) at doses of 25, 50, 100 and 200 mg/kg. The
phytol showed profile of depressant drugs CNS, without compromising the motor
coordination of animals. The antinociceptive activity of phytol was investigated by
chemical models (test of abdominal contortions induced by acetic acid and formalin
test) and thermal (hot plate test) of nociception in mice. In all tests, the phytol showed
a highly significant antinociceptive effect at both the central and peripheral. However,
the effect of phytol was not reversed by the antagonists naloxona (opioid system)
and glibenclamida (K *atp channels), demonstrating that at least directly, the phytol
does not act by these mechanisms. In the antioxidant activity in vitro of phytol
through three methodologies, one for evaluating the effect of phytol on lipid
peroxidation in the TBARS test, and other two to investigate if the phytol acted as
substance scavenging of free radicals to hydroxyl radical (OH) and nitric oxide (NO).
In all tests, the phytol showed strong antioxidant activity, which can be attributed to
their structural feature, since phytol is a unsaturated alcohol of branched-chain, and
antioxidant properties may be related to the hydroxyl group (OH) present in its
molecule. Probably the phytol, by reacting with a free radical, donates hydrogen
atoms with an unpaired electron (H?), converting free radicals into less reactive

species. Since several evidences show the involvement of these reactive species in



the mechanism of pain, the antioxidant activity of phytol may be contributing to its
antinociceptive effect.

Keywords: phytol, diterpenes, antinociceptive activity, antioxidant activity.
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SANTOS, C.C.M.P. 21

1. INTRODUCAO

A sensacdo da dor normalmente acompanha a maioria das doencas que
acometem os seres humanos, alertando o organismo para a presenca de estimulos
danosos (WOOLF; SALTER, 2000). A dor pode ser modulada por uma série de
eventos comportamentais, uma vez que abrange, além da transmissdo do estimulo
nocivo, diferentes fatores emocionais, ambientais e cognitivos (RUSSO; BROSE,
1998; JULIUS; BASBAUM, 2001).

A nocicepgéo envolve a ativagdo de neurdnios sensoriais que transmitem
o estimulo nociceptivo em niveis espinhais e supra-espinhais (MILLAN, 1999;
JESSE; SAVEGNAGO; NOGUEIRA, 2008). Além disso, a ativacdo dos nociceptores
ocorre a partir de um dano tecidual, através da liberacdo de varios mediadores, tais
como aminoacidos excitatorios, prétons, peptidios e citocinas que, por sua vez,
atuam em receptores especificos, ativando varias cascatas de sinalizacao
(SAWYNOK, 2003; BAGGIO et al., 2010). Substancias capazes de bloquear estas
vias de sinalizacdo, tanto em nivel central como periférico, sdo importantes
ferramentas para o controle da dor (MEOTTI et al., 2007).

A terapéutica farmacoldgica atual para o tratamento da dor € composta,
basicamente, por dois grandes grupos de drogas analgésicas: os opidides (HOSKIN,
HANKS, 1991) e os antiinflamatérios ndo esteroidais (AINEs) (CASHMAN, 1996). O
uso destes medicamentos, por sua vez, esta relacionado com o aparecimento de
muitos efeitos adversos, bem como com a falta de responsividade ao tratamento, o
gue representa um fator limitante para o0 sucesso da terapia analgésica
convencional.

Os inibidores seletivos da ciclooxigenase-2 (COX-2), por exemplo, séao
bastante efetivos, sendo utilizados por uma grande parcela da populagdo, no
entanto, o aumento do risco de ataques cardiacos € preocupante (GROSSER,;
FRIES; FITZGERALD, 2006). A morfina e outros analgésicos opioides sdo 0s
farmacos mais eficientes no tratamento tanto da dor aguda como da dor crbnica,
contudo, sua utilidade clinica é comprometida pelo desenvolvimento de tolerancia
analgésica, bem como de hipersensibilidade (ARNER; RAWAL; GUSTAFSSON,
1988; MAO; PRICE; MAYER, 1995; OSSIPOV et al., 2003). Outros efeitos atribuidos

ao uso dos analgésicos sao: sedacédo, reducdo das atividades fisicas, depressao
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respiratéria, constipacdo, entre outros. Desta forma, estes fatores contribuem
significativamente para a diminuicdo da qualidade de vida dos individuos acometidos
com a dor (FOLEY, 1995; SALVEMINI; NEUMANN, 2010).

Espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNs) estdo
implicadas em varios processos fisiolégicos e patoldgicos, incluindo inflamacéo e dor
(SALVEMINI; DOYLE; CUZZOCREA, 2006). A producdo de EROsS/ERNs e a sua
alta reatividade quimica com biomoléculas, como proteinas, lipidios e DNA, pode
causar algumas alteracdes danosas, como a destruicdo das membranas celulares
por peroxidacdo lipidica, bem como a desnaturacdo do DNA, resultando em
alteracdes da sintese de proteinas e duplicagédo celular (FITO; LA TORRE; COVAS,
2007). Dessa forma, substancias capazes de retardar ou inibir o efeito danoso
dessas espécies reativas podem ser promissoras para 0 tratamento e o alivio
desses estados patolégicos, de modo que, podem se tornar potentes drogas
analgésicas e/ou antiinflamatérias.

O desenvolvimento de novos farmacos para esta finalidade tem sido
importante objeto de estudo, e as plantas medicinais surgem como uma fonte muito
diversificada de compostos bioativos que possuem iniUmeras atividades bioldgicas.

A grande maioria das novas drogas € derivada de produtos naturais
(metabdlitos secundarios) ou de compostos derivados dos produtos naturais. Desde
a descoberta da morfina, o primeiro composto puro, farmacologicamente ativo,
isolado de uma planta (Papaver somniferum) (HAMILTON; BASKETT, 2000), iniciou-
se uma era em que compostos derivados de plantas puderam ser purificados,
estudados e administrados em dosagens precisas e estaveis (LI; VEDERAS, 2009).

Dentro deste contexto, as plantas medicinais contém uma variedade de
compostos bioativos, como 0s terpenos, que sao constituintes dos 6leos essenciais,
que possuem varias propriedades farmacolégicas, como analgésica e
antiinflamatoéria. (DA SILVA et al., 2008; DE SOUSA; ALMEIDA, 2005; DE SOUSA,
2011). Os terpenos mais abundantes nos 6leos essenciais sdo 0s monoterpenos e
0S sesquiterpenos, no entanto, os diterpenos podem estar presentes quando 0s
Oleos essenciais sé@o extraidos com solventes organicos (DE SOUSA, 2011).

Diversos estudos indicam que uma substancia pode apresentar uma
relacdo entre suas propriedades antinociceptiva e antioxidante (SALVEMINI et al.,
2011). Neste sentido, varios compostos de origem vegetal encontrados em

abundéancia na natureza tém sido estudados. Entre os terpenos com comprovada
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atividade antinociceptiva e antioxidante estdo 0s monoterpenos carvacrol
(GUIMARAES et al., 2010) e o citronelal (QUINTANS-JUNIOR et al., 2011b), bem
como o diterpeno andrografolida (LIN et al., 2009).

O fitol é um diterpeno alcodlico insaturado de cadeia ramificada
(GLOERICH et al., 2007; McGINTY; LETIZIA; API, 2010) constituinte da molécula da
clorofila e, portanto, est4 presente abundantemente na natureza. Algumas atividades
bioldgicas do fitol ja foram demonstradas, no entanto, ndo ha relatos sobre a acao
do fitol no Sistema Nervoso Central (SNC).

O aumento do interesse sobre a atividade antinociceptiva e antioxidante
de vérios diterpenos, bem como a escassez de pesquisas sobre os efeitos
psicofarmacologicos do fitol incentivaram a realizacdo deste estudo, direcionado
para a investigacdo da toxicidade e das atividades antinociceptiva e antioxidante
desta substancia. Este trabalho busca contribuir com a ciéncia, aumentando o
conhecimento sobre os efeitos psicofarmacolégicos dos diterpenos, e despertando o
interesse dos pesquisadores para investigacdes adicionais sobre o fitol, o qual

podera ser um importante candidato ao desenvolvimento de um novo medicamento.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. DOR

2.1.1. CONCEITO E CLASSIFICACAO

Segundo a Associacgao Internacional para o Estudo da Dor (International
Association for the Study of Pain — IASP), a dor é definida como sendo “uma
experiéncia sensorial e emocional, associada com um dano tecidual real ou
potencial”’. Esta definicdo deixa claro que a dor envolve, além de um componente
discriminativo-perceptivo, responsavel pela quantificacdo do estimulo nocivo, um
componente psicologico afetivo-cognitivo, responsavel pelas diferentes respostas
comportamentais a dor (CASEY, 2000). Dessa forma, é importante distinguirmos
entre dois termos: dor e nocicepcdo. Enquanto a nocicepcdo refere-se as
manifestacdes fisioldgicas geradas pelo estimulo nocivo, a dor envolve a percepcao
da nocicepcao, contando com um componente subjetivo emocional (MILLAN, 1999;
ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIK, 2004).

A dor é uma sensacdo complexa e, por isso, ha varias classificacdes que
dividem os processos dolorosos em varias categorias, de acordo com a intensidade
e a natureza do estimulo, duracdo, entre outros aspectos. Dentre as varias
classificacdes, sem duavida, a mais importante é a que divide a dor em dor aguda e
dor crbénica. A dor aguda é uma resposta fisiolégica normal a um estimulo nocivo
(CARR; GOUDAS, 1999), sendo pouco duradoura e desaparecendo com a
eliminacdo desse estimulo. A dor crénica, por sua vez, persiste por um tempo maior,
e esta associada com processos patologicos cronicos (MERSKEY; BOGDUK, 1994;
ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIK, 2004).

Uma das principais manifestacdes da dor cronica é denominada dor
neuropatica, sendo causada por uma disfuncdo ou um dano no nervo (MERSKEY;
BOGDUK, 1994). Ela representa um impacto consideravel na qualidade de vida do

individuo acometido.
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2.1.2. VIAS DE TRANSMISSAO DA DOR

A exposicao da pele e outros 6rgaos a um estimulo nocivo provoca uma
desagradavel sensacdo de dor. Entre esta exposicao inicial ao estimulo até a
percepcdo da dor, h4d uma série de mecanismos extremamente complexos
envolvidos, os quais reconhecem o estimulo através de receptores especificos
(nociceptores), o convertem em potencial de acdo que, por sua vez, € transmitido
até o Sistema Nervoso Central (SNC), onde € processado e € gerada a percepgao
da dor (MILLAN, 1999). Para garantir a homeostasia do organismo, uma via
descendente inibitéria é ativada, inibindo a transmissdo excitatéria nociceptiva,

representando, assim, 0 mecanismo de antinocicepcéo (Figura 1).

Figura 1 — Vias de transmissao da dor.
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2.1.2.1. Vias periféricas de transmissao

Os nociceptores sdo receptores sensoriais que respondem a um estimulo
nocivo. Consiste em um neurdnio primario sensorial (terminacdo nervosa livre) que é
ativado por um estimulo capaz de causar dano tecidual (JULIUS; BASBAUM, 2001).
Ao contrario de outros receptores sensoriais que s6 respondem a um estimulo
especifico, 0s nociceptores podem ser ativados por estimulos térmicos (frio e calor),

mecanicos (pressao intensa) e quimicos (substancias irritantes) (BURGESS; PERL,
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1967; JULIUS; BASBAUM, 2001). Quando um receptor responde a mais de um
estimulo, ele é denominado polimodal. Os nociceptores apresentam um limiar de
ativacdo bem maior que outros receptores sensoriais e respondem
progressivamente, de acordo com a intensidade do estimulo (MENSE, 1983;
MILLAN, 1999).

A localizacdo dos nociceptores € bem difusa, sendo encontrados em toda
a superficie da pele, mucosa, membranas, tecidos conectivos de 6rgaos viscerais,
ligamentos e articulacdes, musculos, tenddes e vasos arteriais (MENSE, 1983;
ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIK, 2004).

Os neurbnios aferentes priméarios sédo classificados de acordo com a
estrutura, didametro e velocidade de conducédo em trés tipos: C, Ad e AB. Enquanto
as fibras tipo C sdo amielinicas, as fibras tipo A possuem bainha de mielina em
diferentes proporgdes. A presencga de mielina aumenta a velocidade de condugé&o do
impulso nervoso.

As fibras tipo C séo finas (0,4 — 1,2 ym de didmetro) e por serem
amielinicas, conduzem o impulso nervoso numa velocidade baixa (0,5 — 2,0 m/s)
(MILLAN, 1999; ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIK, 2004). A maioria destas fibras
sdo nociceptores polimodais, respondendo a estimulos térmicos, quimicos e
mecanicos. Elas sao responsaveis por induzir as manifestacdes da dor crbnica.

As fibras tipo Ad tém um didmetro médio (2 — 6 ym) e apresentam uma
velocidade de conducédo intermediaria (12 — 30 m/s), sendo classificadas em dois
grupos: tipo | (respondem a um estimulo mecanico de alta intensidade, mas
respondem fracamente aos estimulos térmicos e quimicos) e tipo Il (respondem a
altas temperaturas e ao frio intenso e fracamente ao estimulo mecéanico). As fibras
tipo Ad sao responsaveis por promover a sensagao durante a dor aguda (CASEY,
2000).

As fibras AB s&o as de maior didmetro (maior que 10 um), com uma
grande quantidade de mielina, portanto, apresentando alta velocidade de conducgao
(30 — 100 m/s). Ao contrario das fibras tipo C e Ad, as fibras AR tém um baixo limiar
de ativacdo e, por isso, nao transmitem a informacéao nociceptiva (MILLAN, 1999;
JULIUS; BASBAUM, 2001; ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIK, 2004).
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2.1.2.2. Vias centrais de transmissao

2.1.2.2.1. VIAS ASCENDENTES

Apés a transducédo do estimulo nocivo em impulso nervoso, a propagacao
desta informagcdo ocorre através da interagdo de varios sistemas de
neurotransmissores na medula espinhal, estando sujeitos a plasticidade e
alteragdes, especialmente, durante condigdes patoldgicas (D’'MELLO; DICKENSON,
2008).

O principal neurotransmissor excitatorio liberado pelos neurdnios
aferentes primarios € o glutamato, um aminoacido excitatério que tem um papel
essencial na transmissdo da informacdo nociceptiva para os neurbnios do corno
dorsal da medula espinhal (CHIZH, 2002; OKUSE, 2007).

O glutamato exerce suas acbes ao se ligar a dois tipos de receptores
glutamatérgicos: receptores ionotrépicos e metabotrépicos, 0s quais estado presentes
nos terminais pré-sinapticos e na membrana pos-sinaptica no encéfalo e na medula
espinhal (PINHEIRO; MULLE, 2008; KALIA; KALIA; SALTER, 2008). Os receptores
glutamatérgicos ionotrépicos permitem a entrada de sédio e célcio na célula, e sdo
de trés subtipos principais: receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), receptor acido a-
amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol-4-propiébnico (AMPA) e receptor 2-carboxi-3-
carboximetil-4-isopropenilpirrolidina, também denominado Kainato (DINGLEDINE et
al.,, 1999; KEW; KEMP, 2005; KALIA; KALIA; SALTER, 2008). A familia de
receptores glutamatérgicos metabotropicos atuam na ativacdo da fosfolipase C,
aumentando os niveis de calcio intracelular (OKUSE, 2007).

Outros dois neurotransmissores também séo importantes nesta etapa da
transmissao nociceptiva: a substancia P, que atua em receptores de neurocinina |
(NKI) (TODD, 2002) e peptideo relacionado ao gene calcitonina (CGRP), que pode
potencializar o efeito despolarizante da substancia P (DRAY, 1996; FURST, 1999).

Os neurbnios aferentes primarios fazem sinapse com neurdnios no corno
dorsal da medula espinhal. A medula espinhal esta organizada em diferentes
laminas, que se estendem desde a superficie até a profundidade do corno dorsal. A
maioria das fibras tipo Ad e C terminam superficialmente nas laminas I-1l, enquanto

as fibras tipo AB terminam predominantemente nas laminas Ill e VI (TODD, 2002).
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Na medula espinhal, encontram-se varios tipos de interneurénios que
fazem sinapse com as fibras aferentes primarias e, dependendo da especificidade,
possuem propriedades diferentes e respondem a tipos diferentes de informacgéo
sensorial. Além destes neurbnios, as células da glia, tais como astrocitos e
microglias, responsaveis por manter a integridade e a sobrevivéncia dos neur6nios,
também s&o capazes de influenciar a transmissdo da dor na medula espinhal,
especialmente sob condi¢cdes patologicas (WATKINS et al.,, 1997; COYLE, 1998;
D’'MELLO; DICKENSON, 2008).

A informacdo nociceptiva, apods ter alcancado a medula espinhal, deve ser
conduzida até o encéfalo, por meio de vias ascendentes que transmitem o impulso
nervoso a estruturas do tronco encefalico e do diencéfalo, incluindo o talamo,
substancia periaquedutal, regido parabraquial, formacado reticular, complexo
amigdaléide, nucleo septal e hipotalamo (WILLIS; WESTLUND, 1997; MILLAN,
1999).

O tadlamo representa a principal estrutura de controle (relé) das
informacBes sensoriais destinadas ao cértex, estando envolvidas em diversas
funcdes, entre elas, recepcdo, integracdo e transferéncia do estimulo nociceptivo
através de diferentes projecdes até o cortex, compreendendo um circuito funcional
de processamento da dor (MILLAN, 1999; ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIK, 2004).

Neste circuito entre o tdlamo e o cértex, dois sistemas de projecao
nociceptiva atuam em paralelo: o sistema lateral e o medial, os quais envolvem trés
importantes regides corticais, sendo elas, o cortex somatossensorial primario (S-I),
cortex somatossensorial secundario (S-I1) e cortex anterior cingulado.

O sistema lateral atua diretamente na discriminagdo sensorial da
nocicepcdo, realizando uma caracterizacdo topografica do estimulo nocivo,
envolvendo S-l1 e S-1l. Ja o sistema medial compreende projecdes da regido meédia
do tdlamo as areas S-l e S-ll (incluindo o sistema limbico) e o cortex anterior
cingulado. Por causa disto, este sistema contribui, principalmente, para o
comportamento motivacional-afetivo da dor, embora também participe no circuito
discriminativo-sensorial (TREEDE; KENSHALO; GRACELY, 1999; TIMMERMANN,;
PLONER; HAUCKE, 2001).
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2.1.2.2.2. VIAS DESCENDENTES

Apos a percepcdo da dor nas regides superiores do encéfalo, o
organismo ativa um sistema de antinocicepcdo atraves de vias descendentes
inibitérias que vao influenciar a transmissdo do estimulo nociceptivo dos neurdnios
aferentes primarios para o SNC. Este mecanismo representa a restauracdo da
homeostasia (RIEDEL; NEECK, 2001).

E importante ressaltar que, além das vias descendentes inibitorias, ha
também vias descendentes facilitatorias, que estdo envolvidas na manutencéo, mas
ndo na iniciagdo da dor induzida por uma injuria neuronal (KOVELOWSKI;
OSSIPOV; SUN, 2000; BURGESS; GARDELL; OSSIPOV, 2002), estando,
provavelmente, envolvidas no mecanismo de alodinia, que consiste numa condi¢ao
patologica persistente que € provocada por um estimulo in6cuo (n&o-nocivo)
(BASBAUM; WOOLF, 1999; JULIUS; BASBAUM, 2001).

A modulacédo da dor através das vias descendentes inibitérias consiste na
reducao da liberacdo dos neurotransmissores excitatorios (glutamato, substancia P e
CGRP) a partir dos neurdnios aferentes primarios, por meio da liberacdo de
neurotransmissores inibitérios a partir de interneurbnios. Tais neurotransmissores
inibitérios sdo principalmente o acido y-amino-butirico (GABA), noradrenalina e
serotonina. Além disso, as endorfinas (opidides enddgenos) também participam da
antinocicep¢cdo (HARRIS; WESTBROOK, 1995; MALCANGIO; BOWERY, 1996;
RIEDEL; NEECK, 2001).

A funcado exata do cortex e suas projecdes para estruturas envolvidas na
antinocicepgdo ainda € pouco conhecida, mas € evidente que a area S-l, o talamo e
outras regides superiores ndo estdo envolvidos simplesmente com o recebimento e

integracao das informacdes vindas da medula espinhal (RIEDEL; NEECK, 2001).

2.1.3. TRATAMENTO FARMACOLOGICO DA DOR

Analgesia € o termo empregado para designar o alivio ou fim da sensacao
dolorosa, sem perda da consciéncia. Substancias capazes de causar analgesia sao
denominadas analgésicas e sao divididas em trés grupos principais: analgésicos
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periféricos, farmacos adjuvantes e analgésicos de acdo central (BRAINER-LIMA,
1997; ALMEIDA, OLIVEIRA, 2006).

Os analgésicos periféricos sao representados pelos AINEs, sendo
geralmente usados para o controle tanto da dor aguda como da dor cronica e séo
efetivos em pacientes com dor moderada a severa (MOORE, 2009). O mecanismo
de acdo dos AINEs consiste na inibicdo das enzimas ciclooxigenases (COX),
responsaveis pela producdo de prostaglandinas, as quais medeiam 0 processo
inflamatério (MARTINI et al., 1984; TROULLOS; HARGREAVES; DIONNE, 1997),
sensibilizando os nociceptores. Ha varios representantes desta classe, sendo o mais
utilizado o acido acetil salicilico (AAS). Os AINEs diferem entre si quanto a poténcia
e eficacia, farmacocinética e efeitos colaterais. Embora ndo causem dependéncia
psiquica, os AINEs apresentam varios efeitos colaterais, entre eles, alteracdes
gastricas, hepaticas e renais, reacbes alérgicas e alteragbes hematoldgicas
(SAKATA; GOZZANI, 1994). AINEs que apresentam uma seletividade pela COX-2
sdo mais toleraveis, apresentando menos efeitos colaterais.

O segundo grupo de analgésicos, representado pelos farmacos
adjuvantes, é formado por medicamentos que normalmente sdo indicados para
outras condi¢cBes patoldgicas, tais como epilepsia e depressdo, mas que atuam
como farmacos analgésicos, particularmente, no tratamento da dor neuropatica em
pacientes que respondem mal aos analgésicos convencionais. Os medicamentos
incluidos neste grupo séo: (1) antidepressivos triciclicos (imipramina e amitriptilina),
que sao inibidores da recaptacdo da noradrenalina; (2) anticonvulsivantes
(carbamazepina, gabapentina e fenitoina), que atuam sobre os canais de sédio ou
calcio dependentes de voltagem; (3) anestésicos locais (lidocaina), que bloqueiam
descargas espontaneas de terminacdes nervosas lesadas (RANG et al., 2007;
BENEDITO, 2009).

Os analgésicos centrais, tendo como principal representante os opidides,
sdo usados para o tratamento da dor ndo responsiva a outros analgésicos,
particularmente na dor neuropatica moderada a severa (MOORE, 2009). O
mecanismo de agao desses farmacos envolve a ativagao de receptores opiodides (u,
0, K) localizados tanto em nivel central como periférico. Estes receptores sao
receptores acoplados & proteina Gy, que inibem a ativacédo de canais de Ca** por
meio da diminuicdo dos niveis de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc). Além

disso, os canais de K' sdo abertos, promovendo a hiperpolarizacdo da célula,
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bloqueando, assim, a liberagdo dos neurotransmissores e da transmissao da dor em
diversas vias neuronais (MACHELSKA, 2007).

Os analgésicos opidides mais potentes (morfina, fentanil) sdo usados
mais frequientemente como anestésicos ou para o tratamento da dor crénica sob
estrita supervisdo, por causa do alto potencial de abuso e dependéncia, além de
tolerancia (MOORE, 2009). Ja os opidides fracos como a codeina, sdo comumente
usados para dor moderada (HARGREAVES; ABBOTT, 2005; SALERNO;
HERMANN, 2006).

Outros tipos de receptores incluindo os serotoninérgicos, GABAérgicos,
glutamatérgicos e adrenérgicos também estdo envolvidos no processo de analgesia,
sendo tais receptores responsivos ao tratamento com opidides (PINTO, 2000).

Segundo Kissin (2010), de 1960 a 2009, foram introduzidos no mercado
cinqienta e nove farmacos identificados como analgésicos, 0s quais ainda
permanecem em uso. A morfina e a aspirina sdo, ha mais de um século, os
analgésicos mais utilizados para o tratamento da dor, e continuam a dominar as
publicacdes em revistas biomédicas. Seus efeitos adversos e a ineficacia em alguns
tipos de dor sdo os principais fatores que impulsionam até hoje a pesquisa e o

desenvolvimento de novos analgésicos.

2.2. ESTRESSE OXIDATIVO

2.2.1. ERO/ ERN

Os organismos aerébicos necessitam do oxigénio (O,) atmosférico para
sobreviverem, uma vez que o O, é fundamental para a producdo de energia sob a
forma de trifosfato de adenosina (ATP), através da cadeia respiratoria da
mitocondria (NATHAN; SINGER, 1999; REITER et al., 2001; MELOV, 2002).

Apesar de ser essencial a vida, o O, pode causar danos ao organismo
porque cerca de 5% do O, inalado segue uma via alternativa e é destinado a
producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), que podem ser potencialmente
toxicas (REITER; TAN; BURKHARDT, 2002).
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EROs e Espécies Reativas de Nitrogénio (ERNs) sdo moléculas
altamente reativas, formadas por oxigénio e/ou nitrogénio. Elas podem ser de duas

formas:

(A)Radicais livres — contém um ou mais elétrons desemparelhados. Ex: anion
superoxido (Oz*), radical hidroxila (*OH), alcoxila (RO</LO¢), peroxila
(ROO/LOQe), hidroperoxila (HO¢), éxido nitrico (*NO) e diéxido de nitrogénio
(* NO2).

(B) Nao radicais livres — ndo contém elétrons desemparelhados, mas séo
também altamente reativos. Ex: perdéxido de hidrogénio (H.0,), &cido
hipocloroso (HCIO), ozénio (Os), oxigénio singlete (*O,), perdxidos lipidicos
(LOOH) e peroxinitrito (ONOQO") (VALKO et al., 2007).

Uma das principais EROs é o radical hidroxila (*OH) que representa a
forma neutra do ion hidréxido, sendo, provavelmente, o radical mais agressivo e
mais prejudicial in vivo. O *OH é altamente reativo e apresenta uma meia-vida muito
curta (menor que 1 ns), dessa forma, sua acdo oxidativa ocorre de maneira
paracrina, ou seja, proximo ao local onde é formado. A producéo de *OH ocorre por
varios mecanismos, entre eles: as radiacbes ionizantes que causam a
decomposicdo da H,O em *OH e H* e metais de transi¢do que promovem a quebra
de H,0,. (PASTOR et al., 2000; REITER et al., 2001; VALKO et al., 2006).

Entre as reacfes que resultam na formagéao de *OH, a reagao de Fenton é
bem caracteristica. Ela consiste na reacdo entre Fe?* e H,O,, gerando os radicais
*OH com alto potencial de oxi-reducédo (AGUIAR et al., 2007):

Fe?*+ H,O, — Fe®" + OH + *OH

Entre as ERNs, a mais importante é o 6xido nitrico (*NO), uma pequena
molécula hidrofobica que atravessa facilmente a membrana celular, sendo produzida
a partir da L-arginina, em um processo que requer cinco elétrons e é dependente da
enzima oOxido nitrico sintase (SYNDER; BREDT, 1992; REITER et al., 2001). Tem
uma meia-vida curta de apenas poucos segundos, sendo mais estavel em um
ambiente com baixa concentracdo de O, (CHIUEH, 1999; VALKO et al., 2007). O
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*NO atua como uma molécula oxidativa importante na sinalizacdo celular, estando
envolvida numa variedade de processos fisiologicos, incluindo a neurotransmisséao,
regulacédo da presséo sanguinea, mecanismos de defesa e relaxamento do musculo
liso (BERGENDI, et al., 1999; ALDERTON; COOPER; KNOWLES, 2001). No
entanto, em altas concentracdes, causa danos as proteinas e ao DNA. Além disso,
sua toxicidade é aumentada quando se combina com o superoxido (O;) para
produzir o peroxinitrito (ONOQO’), um potente agente oxidante que pode causar
fragmentacdo do DNA e peroxidacao lipidica (HALLIWELL, 1994; REITER et al.,
2001).

As fontes para a producdo de EROsS/ERNs sao tanto endégenas como
exdgenas. Entre as fontes enddgenas, esta a principal fonte de geracdo dessas
espécies reativas, a mitocondria. Além desta organela, temos ainda o0s
peroxissomos, neutrofilos, eosinofilos e macréfagos, o citocromo P450, bem como a
via da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase NADPH oxidase
(CONNER; GRISHAM, 1996; INOUE et al., 2003; RABELO et al., 2010). Ja as fontes
exdgenas incluem: radiacfes ionizantes, metais idnicos, xenobidticos, inseticidas,
tabaco, infeccbes e alguns medicamentos, como os barbitiricos (KLAUNIG et al.,
1997; VALKO et al., 2006).

As EROs/ERNs tém um papel duplo: exercem tanto efeitos benéficos
como prejudiciais. Estas espécies reativas sdo produzidas normalmente pelo
metabolismo celular e seus efeitos benéficos ocorrem em baixas concentracoes,
tendo uma funcéo fisiolégica na resposta celular a um agente nocivo, participando
da defesa contra agentes infecciosos, bem como nas vias de sinalizacao celular
(VALKO et al., 2004; 2007). No entanto, em altas concentracbes, as EROsS/ERNs
tém efeito prejudicial, sendo responsaveis por danos causados as estruturas
celulares, como lipidios, proteinas e DNA (POLI et al., 2004).

Os danos causados pelas espécies reativas aos lipidios, especialmente,
aos acidos graxos poliinsaturados, sdo denominados peroxidacdo lipidica. A
peroxidacao lipidica de LDL (Low Density Lipoproteins — lipoproteinas de baixa
densidade) e HDL (High Density Lipoproteins — lipoproteinas de alta densidade)
provoca alteracdes conformacionais dessas lipoproteinas, alterando suas funcgdes. O
mesmo acontece com os fosfolipidios das membranas celulares, que sé&o
extremamente sensiveis a oxidacdo, de modo que a peroxidacao lipidica promove
sérias alteracfes nas membranas celulares (SIEMS; GRUNE; ESTERBAUER, 1995;
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FITO; LA TORRE; COVAS, 2007; VALKO et al., 2007), causando perda da fluidez,
alteracdo da funcdo secretora e dos gradientes i6nicos transmembrana, além de
perda da seletividade nas trocas idnicas, causando a liberagdo do conteudo
intracelular, o que leva a morte celular (BEZERRA et al., 2004).

O mecanismo pelo qual as EROs promovem a peroxidacao lipidica
consiste na retirada de um &tomo de hidrogénio do grupo metileno de um &cido
graxo insaturado, formando, conseqientemente, radicais livres, como o radical
peroxila e, em seguida, vao sendo formados varios produtos chamados de produtos
de oxidacdo secundarios, como aldeidos, hidrocarbonetos e cetonas, sendo alguns
desses produtos usados como biomarcadores para investigar a relagdo de uma
substancia com os estagios finais da peroxidacdo lipidica, como € o caso do
malonaldeido (MDA) (MOON; SHIBAMOTO, 2009).

Figura 2 — Mecanismo da peroxidagéo lipidica.
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FONTE: Adaptado de MOON; SHIBAMOTO, 2009.

O MDA, um dialdeido de 3 carbonos, com grupos carbonilas nos
carbonos C-1 e C-3 (ANGELO, 1996; OSAWA; FELICIO; GONCALVES, 2005), é um
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dos principais produtos de degradacdo dos hidroperéxidos de &cidos graxos
poliinsaturados, formado durante a peroxidacéo lipidica (ESTERBAUER; SCHAUR,;
ZOLLNER, 1991; OLIVEIRA et al., 2010; ANGELO, 1996; OSAWA FELICIO;
GONCALVES, 2005). O MDA é capaz de causar prejuizos a varios processos
fisiologicos através de sua capacidade de reagir com moléculas como proteinas e
DNA (DEL RIO; STEWART; PELLEGRINI, 2005; LIM et al., 2003).

Os &cidos nucléicos também sdo alvos das EROs/ERNs. O radical
hidroxila (*OH), por exemplo, reage com todos os componentes da molécula do
DNA, danificando tanto as purinas e pirimidinas como o acUcar desoxirribose. Tais
lesbes resultam em mutagénese, carcinogénese e envelhecimento (POULSEN;
PRIEME; LOFT, 1998; WHITEMAN et al., 2002; FITO; LA TORRE; COVAS, 2007). E
importante ressaltar que o DNA mitocondrial € mais susceptivel a oxidacdo do que o
DNA nuclear, porque a capacidade de reparacdo do DNA mitocondrial é limitada e,
além disso, ele ndo é protegido por histonas, que séo as principais proteinas
presentes no nucleo que protegem o DNA (INOUE et al., 2003).

A principal espécie reativa responsavel pela oxidacdo de proteinas é
também o radical hidroxila (*OH). As cadeias laterais de todos os residuos de
aminoacidos das proteinas, principalmente residuos de cisteina e metionina, sédo
susceptiveis a oxidacao pela acdo de EROs/ERNs (STADTMAN, 2004; VALKO et
al.,, 2007). Provavelmente, estes danos as proteinas sao reparaveis, sendo
considerado um evento ndo-letal para a célula, no entanto, alguns estudos
mostraram que proteinas mitocondriais podem ser alvos importantes do dano
oxidativo em longo prazo (STADTMAN, 2004).

2.2.2. ANTIOXIDANTES

O organismo dispde de mecanismos homeostaticos que promovem um
controle dos niveis de EROs/ERNSs, evitando que seu acumulo cause danos as
células. As substancias capazes de retardar ou inibir os efeitos prejudiciais da
oxidacdo causada pelas espécies reativas sdo denominadas antioxidantes
(HALLIWELL, 2001; ASOLINI et al., 2006), que podem ser enzimaticos (superdxido
dismutase — SOD, glutationa peroxidase e catalase) ou ndo-enzimaticos (vitaminas
C e E, glutationa, carotendides, flavondides e outros) (MATES; GOMEZ; DE
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CASTRO, 1999; McCALL; FREI, 1999; VALKO et al., 2006). No quadro 1, estao
listados os principais antioxidantes e suas fungodes.

Quadrol. Principais antioxidantes e suas funcdes.

Antioxidantes enziméticos _|Fungdes |

SOD Catalisa a dismutacao de superéxido (Oz')

Catalase (CT) Degrada H,O, em O, e H,O

Glutationa peroxidase (GP) Remove H,0, através da oxirreducdo da
glutationa

Acido ascorbico Seqiiestra O, *OH, 10,

Reduz H,O, a H,O

Tocoferol Sequestra 'O,
Reage com RO<¢/LOs, ROO</LOOs e Le,
oxidando-os.

FONTE: Adaptado de BLOKHINA; VIROLAINEN; FAGERSTEDT, 2003

Para ser um bom antioxidante, a substancia deve apresentar varias
caracteristicas, entre elas: atacar preferencialmente os radicais livres; quelar metais;
interagir com outros antioxidantes, regenerando-os; ser rapidamente absorvidos; ter
uma concentracao relevante nos fluidos e tecidos bioldgicos; e ter a capacidade de
agir tanto em meio hidrofébico como hidrofilico (VALKO et al., 2006). Além disso, um
antioxidante pode sequestrar as EROs/ERNSs, impedindo a continuidade das etapas
na cadeia de reacfes destas espécies. Uma vez sequestrados, os radicais livres sédo
convertidos a espécies menos reativas (HUANG; OU; PRIOR, 2005).

Em condi¢bes normais, os antioxidantes controlam o efeito oxidativo das
EROs/ERNSs, havendo um equilibrio nas concentracdes destas espécies reativas. No
entanto, quando ha um desequilibrio neste balanco, quer seja por aumento de
EROs/ERNs ou por diminuicdo de antioxidantes, ocorre o chamado ESTRESSE
OXIDATIVO ou NITROXIDATIVO (GULCIN; ALICI; CESUR, 2005). Esse estresse
devido ao acumulo de EROs/ERNs causa, entdo, injurias em diversas estruturas
celulares (DNA, lipidios e proteinas) como mencionado anteriormente.
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2.2.3. DOR, INFLAMACAO E ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo esta intimamente relacionado com o
desenvolvimento de uma série de doengas crbnicas, entre elas, diabetes mellitus,
doengas cardiovasculares, cancer, artrite reumatoéide, dor e inflamagdo, bem como
doencas neurodegenerativas, como doenca de Parkinson, doenca de Alzheimer,
esquizofrenia e envelhecimento (WITZUM, 1994; SOUTHOM; POWIS, 1998; FITO;
LA TORRE; COVAS, 2007).

O estresse oxidativo afeta predominantemente o cérebro e esta
vulnerabilidade €& devido, principalmente, ao intenso metabolismo aerdbico e
perfusdo sanguinea, o que gera grande quantidade de EROs/ERNs (HALLIWELL,
1992; MAHADIK; EVANS; LAL, 2001).

EROs/ERNs estdo também associadas com o desenvolvimento de
estados de dor persistente, incluindo dor neuropatica e dor inflamatéria (SALVEMINI
et al., 1999; KIM et al., 2004; WANG et al., 2004; GAO et al., 2007). Varios estudos
mostraram que antioxidantes, como a vitamina E, sdo muito eficientes em aliviar a
hiperalgesia mecéanica em ratos, num modelo de dor neuropética (KIM et al., 2004,
YOWTAK et al., 2011). Os antioxidantes também foram bastante efetivos na reducéo
da hiperalgesia e de indicadores da inflamacdo apds a injecdo de carragenina
(WANG et al., 2004; GAO et al., 2007), capsaicina (LEE et al., 2007; SCHWARTZ et
al., 2009) e formalina (HACIMUFTUOGLU et al., 2006; SCHWARTZ et al., 2008), por
via intraplantar em ratos e camundongos, sugerindo a relacdo das EROs com o
desenvolvimento e manutencdo da dor através de varios mecanismos. Gao e
colaboradores (2007) demonstraram que EROs tém relagdo com a
neurotransmissao glutamatérgica, estando envolvidas no aumento da fosforilagdo do
receptor NMDA na medula espinhal em modelos animais de dor, o que resulta na
sensibilizacao central e, consequentemente, na dor, de maneira rapida e reversivel.
Ja Yowtak e colaboradores (2011) demonstraram que EROs contribuem para a dor
neuropatica via neurotransmissdo GABAérgica, através da reducdo da liberacdo
espinhal de GABA. Contudo, o mecanismo fundamental pelo qual a reducdo de
EROs promove alivio da dor ainda néo é bem esclarecido (SCHWARTZ et al., 2009).

Ja em relacdo a inflamacgé&o, € bem descrito que EROS/ERNs produzidas
em excesso estdo implicadas na fisiopatologia da inflamacdo (KATAOKA et al.,
1997; MICKALAD et al., 2000; FERNANDES et al., 2003), inclusive, tem sido
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sugerido que a atividade antiinflamatoéria dos AINEs pode ser, em parte, devido a
sua capacidade de interferir com as rea¢gbes mediadas pelos radicais livres (MAFFEI
et al., 1993; MICKALAD et al., 2000; FERNANDES et al., 2003).

As EROs/ERNs sédo produzidas durante a resposta inflamatoria como
consequéncia da atividade das COXs (NIKOLIC; BREEMEN, 2001; FERNANDES et
al., 2004), sendo produzidas, ainda, pelas células endoteliais, células de Kupffer,
neutréfilos e macréfagos (MICKALAD et al., 2000; FERNANDES et al., 2003).
Embora a inflamacdo associada com a producdo de radicais livres tenha efeitos
nocivos ao hospedeiro, estes processos também tém um papel fisioldgico,
especialmente na eliminacdo de patdgenos invasores (ROBERTS et al., 2010).

Uma das principais espécies reativas envolvidas na inflamacéo é o NO-. A
sua producdo pode ser induzida por agentes proé-inflamatérios, tais como,
endotoxinas, interleucina 18 (IL-1B), fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e interferon-
y (IF-y) (CUZZOCREA et al., 2001), e seus efeitos pré-inflamatorios incluem
aumento da permeabilidade vascular em tecidos inflamados, producdo de outros
radicais livres potencialmente danosos, bem como a inducdo de COXs e citocinas
inflamatoérias (MIYASAKA; HIRATA, 1997; FERNANDES et al., 2003).

2.3. TERPENOS

As plantas medicinais contém uma variedade de compostos bioativos,
incluindo os constituintes dos 6leos essenciais (DA SILVA et al., 2008; DE SOUSA,;
ALMEIDA, 2005; DE SOUSA, 2011), os quais sdo misturas complexas de
substancias volateis, odoriferas e lipofilicas que, a temperatura ambiente, tém
aparéncia oleosa (SIMOES; SPITZER, 2004; CUNHA, 2006).

A grande maioria dos Oleos essenciais € constituida de derivados
terpendides (SIMOES; SPITZER, 2004). Os terpenos, de férmula quimica geral
(CsHg)n, constituem uma grande variedade de substancias vegetais, cuja origem
biossintética deriva de unidades do isopreno (Figura 3). A unidade isoprénica, por

sua vez, origina-se a partir do acido mevalonico.
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Figura 3 — Estrutura quimica do isopreno.
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Os terpenos podem ser aciclicos, monociclicos, biciclicos, triciclicos,
tetraciclicos e pentaciclicos, como também aromaticos. Suas propriedades quimicas,
fisicas e biolégicas dependerdo do tamanho de suas estruturas, bem como dos
grupos funcionais nelas presentes.

De acordo com o numero de unidades de isopreno, ou unidades C5
presentes, os terpenos sdo classificados como: hemiterpenos (C5); monoterpenos
(C10); sesquiterpenos (C15); diterpenos (C20); triterpenos (C30); tetraterpenos
(C40) e politerpenos (unidades maiores) (SIMOES; SPITZER, 2004).

Os compostos terpénicos majoritarios nos 6leos essenciais sao 0s
monoterpenos (cerca de 90%) e os sesquiterpenos, sendo os diterpenos detectados
quando os Oleos essenciais sdo extraidos com solventes organicos (DE SOUSA,
2011).

Os diterpenos, constituidos por 20 atomos de carbono, sdo bastante
comuns em plantas e sédo biossintetizados nos plastideos pela via ou rota do metil-
eritritol fosfato. S&o conhecidos, aproximadamente, 5.000 membros deste grupo.
Geralmente possuem baixo peso molecular, ndo sdo volateis e sdo insollveis em
agua, porém suas propriedades fisico-quimicas sdo decorrentes do tipo de
esqueleto e dos grupos funcionais presentes. Por exemplo, podem apresentar
carater acido quando possuem grupamento carboxila; podem ser visiveis no
ultravioleta se sdo aromaticos ou possuem ligacdes duplas conjugadas; podem ser
soliveis em agua na forma de glicosideos. Alguns podem possuir atomos de
nitrogénio em seu esqueleto, sendo chamados de "diterpenos alcaloidicos",
apresentando carater basico (SIMOES; SPITZER, 2004).

Alguns diterpenos séo bastante conhecidos e importantes, como o Taxol
(paclitaxel), utilizado pra tratamento de cancer de mama, o esteviosideo de Stevia
rebaudiana Bertoni (Asteraceae), os ginkgolidos da planta medicinal Ginkgo biloba L.
e 0s acidos resinosos de coniferas ou da copaiba. Os diterpenos séo precursores
das giberelinas que regulam o crescimento de plantas, além da vitamina E e

vitamina K, sendo estas vitaminas formadas a partir do fitol (SAMUELSSON;
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BOHLIN, 2010). Entre os diterpenos com comprovada atividade antinociceptiva
estdo o mirsinol, isolado de Euphorbia decipiens (AHMADI et al., 2005), taxoide e
lignanas, isolados de Taxus baccata L. (KUPELLI et al., 2003). O diterpeno
andrografolida (LIN et al., 2009) mostrou comprovada atividade antinociceptiva e

antioxidante.

2.3.1. FITOL

O fitol (3,7,11,15—tetrametilhexadec—2—en—1—o0l), de férmula molecular
C20H400O € um diterpeno membro do grupo dos alcoodis alifaticos insaturados de
cadeia ramificada longa (Figura 4) (GLOERICH et al., 2007; McGINTY; LETIZIA,
API, 2010). E constituinte da molécula da clorofila e, uma vez que todos os
organismos fotossintéticos possuem clorofila, o fitol esta presente abundantemente
na natureza (BRINK; WANDERS, 2006).

Figura 4 — Estrutura quimica do fitol.
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A molécula da clorofila é formada de duas partes: (1) uma estrutura

chamada porfirina, formada por quatro anéis pirrélicos e um quinto anel isociclico,
gue sdao ligados entre si por pontes metilénicas, contendo um atomo de magnésio no
seu interior; e (2) um alcool aciclico de cadeia longa, o fitol, ligado por uma ligacéo
éster a uma carboxila do anel IV (Figura 5 A). Esta ligacdo pode ser quebrada pela
acdo da enzima clorofilase. A presenca do fitol confere & molécula da clorofila uma
maior lipossolubilidade (LANFER-MARQUEZ, 2003; BRINK; WANDERS, 2006).

O fitol é o precursor do acido fitanico (Figura 5 B e C), um acido graxo de
cadeia ramificada que tem importantes implicacdes tanto fisiolégicas como
patoldgicas. A liberacdo do fitol da molécula de clorofila ocorre no sistema digestorio
de animais ruminantes, pela acdo de bactérias presentes no intestino (GLOERICH et
al., 2007). Entretanto, em humanos, a principal fonte de &cido fitanico ndo é

proveniente do fitol ligado a clorofila, mas sim, a partir de produtos alimenticios, tais
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como gordura animal, produtos derivados do leite ou de pescados (LANFER-
MARQUEZ, 2003; BRINK; WANDERS, 2006).

Figura 5 — Estruturas quimicas da clorofila (A), fitol (B) e acido fiténico (C).
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FONTE: Adaptado de BRINK; WANDERS, 2006.

Fisiologicamente, o fitol e 0 &cido fitdnico regulam a expresséo génica e a
diferenciacdo dos adipécitos, através da sua ligacdo aos PPAR-a (peroxisome
proliferator-activated receptor-a), tendo efeito preventivo sobre as disfuncdes
metabolicas (HOSTETLER; KIER; SCHROEDER, 2006; HELLGREN, 2010). Além
disso, também se ligam ao RXR (retinoid X receptor), o que resulta na prevencao da
teratogénese proveniente do retinol (ARNHOLD; ELMAZAR; NAU, 2002).

Entretanto, niveis elevados do acido fitanico sédo associados com danos
neurolégicos e anormalidades cerebrais graves, numa desordem genética
metabdlica muito rara, denominada “Sindrome de Refsum”, na qual o paciente é
incapaz de metabolizar o acido fitanico, resultando no acumulo deste acido graxo no
sangue e em varios 6rgaos, como figado e rins (VERHOEFEN et al., 1998; LANFER-
MARQUEZ, 2003; BUSANELLO et al., 2010).

O fitol é usado na industria como componente de cosméticos, xampus,
sabonetes, detergentes, entre outros (McGINTY; LETIZIA; API, 2010). Na literatura,
existem diversos estudos de toxicidade que asseguram o uso do fitol nessas
formulagbes. Em relacédo a toxicidade aguda, a DLso (dose letal que mata 50% dos
animais) do fitol foi determinada em ratos, por via oral, e em coelhos, por via

dérmica, como sendo maior que 5 g/kg, o que demonstra uma baixa toxicidade
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(RIFM, 1977; McGINTY; LETIZIA; API, 2010). No entanto, n&o foi relatada a DLsg em
camundongos por nenhuma via de administragao.

Do ponto de vista terapéutico, o fitol e seus analogos demonstraram
atividade antimicobacteriana (RAJAB et al., 1998) e antituberculose (SAIKIA et al.,
2010). Além disso, o fitol inibiu o crescimento de Staphylococcus aureus (INOUE et
al., 2005). Recentemente, Leite (2010), demonstrou que o fitol atua como ativador de
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase (NADPH oxidase), apresentando
efeito antiinflamatério e antinociceptivo em modelos de artrite reumatodide.

Entretanto, ndo ha relatos sobre o efeito do Fitol no SNC.



Objetives
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

P Avaliar a toxicidade aguda e as atividades antinociceptiva e antioxidante

do fitol, utilizando modelos in vivo e in vitro.

3.2. Especificos

b Determinar a DLs do fitol em camundongos por via intraperitoneal;

P Analisar as alteracBes bioquimicas e hematolégicas de camundongos

decorrentes do tratamento agudo com fitol;

P Investigar os efeitos comportamentais decorrentes do tratamento com fitol,

em modelos animais;

P Estudar o efeito antinociceptivo do fitol por meio de metodologias

comportamentais especificas em camundongos;

P Caracterizar os mecanismos de acdo antinociceptiva do fitol, por meio de

técnicas farmacoldgicas com uso de antagonistas especificos;

P Estudar a atividade antioxidante do fitol por meio de técnicas in vitro.
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4. MATERIAL

4.1. ANIMAIS

No presente estudo, foram utilizados camundongos (Mus musculus)
machos, albinos da linhagem Swiss (Figura 6), pesando entre 25 a 35g, com,
aproximadamente, 3 meses de idade, provenientes do Biotério Prof. Dr. Thomas
George do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica Prof. Delby Fernandes de
Medeiros, da Universidade Federal da Paraiba e do Biotério Central do Centro de
Ciéncias Agrérias da Universidade Federal do Piaui.

No Biotério, os animais foram mantidos em gaiolas de polietileno, sob
condicBes monitoradas de temperatura (21 + 1 °C), com livre acesso a uma dieta
controlada & base de racéo tipo pellets (Purina®) e agua, disponivel em garrafas de
polietileno com bicos de inox. Os animais foram mantidos em ciclo claro/escuro de
12 horas, sendo a fase clara de 6h00 as 18h00.

Figura 6 — Camundongo Swiss albino.

FONTE: Laboratério da psicofarmacologia, LTF/UFPB

4.1.1. CondigBes Experimentais

Na sala de experimentagdo comportamental, onde foram realizados os
testes, os animais foram alojados em gaiolas de polietileno, contendo 4 animais
cada, com pelo menos 60 minutos de antecedéncia a execucao dos testes, visando

minimizar as possiveis alteracbes comportamentais do animal, bem como permitir
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uma adaptacdo dos mesmos ao novo ambiente. Os animais foram privados de agua
e racdo 60 minutos antes dos testes.

Todos os experimentos foram executados no periodo compreendido entre
12h00 e 17h00, sendo os animais utilizados uma Unica vez e, ap0s 0s experimentos,
eutanasiados por deslocamento cervical. Os observadores foram os mesmos em
todos os experimentos, para evitar possiveis interferéncias durante a observacao
dos parametros.

Os experimentos foram realizados no Biotério Prof. Dr. Thomas George
(UFPB) e no Biotério do Centro de Ciéncias Agrarias (UFPI). Todos os
procedimentos experimentais foram analisados e previamente aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da UFPB, sob a certiddo n° 0104/11 e
pelo Comité de Etica em Experimentacdo com Animais da UFPI (certiddo n° 003/11).

O bem-estar dos animais no laboratério foi levado em consideracao, de
modo que o sofrimento e 0 estresse dos animais experimentais foram minimizados
ao maximo, sendo respeitados, por exemplo, os tempos limites de exposicdo do
animal aos estimulos dos testes, como descrito nas metodologias citadas, dessa
forma, evitando lesédo tecidual. Esta preocupacdo ocorreu tanto durante o
experimento quanto ao final, no momento da eutanasia, obedecendo aos Principios

Eticos em Pesquisa Animal.

4.2. SUBSTANCIAS UTILIZADAS

2-deoxirribose (Sigma — E.U.A.);

Acido Acético Glacial (Reagen - Brasil);

Acido tiobarbiturico (TBA) (Sigma — E.U.A.);

Acido tricloroacético (Sigma — E.U.A.);

Anticoagulante HB (Laborlab®)

AAPH (2,2’-azobis[2metilpropionamidina]diidrocloride) (Sigma — E.U.A.);
Cloridrato de Morfina (Sigma — E.U.A.);

Diazepam (Merck — Brasil);

Fitol (97% de pureza) (Sigma — E.U.A));

Formaldeido 37% (Vetec — Brasil);

w T v v v w v ¥ v v
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Glibenclamida (Sigma — E.U.A));

Hidrocloridrato de naloxona (Research Biochemical - EUA);
Indometacina (Sigma — E.U.A));

Nitroprussiato de sédio (Sigma — E.U.A));

Padrao fosfato (Sigma — E.U.A.);

Pentobarbital sodico (Sigma — E.U.A));

Peréxido de hidrogénio (Sigma — E.U.A));

Reagente de Griess (Sigma — E.U.A));

Trolox (4cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilic)
Tween 80 (Sigma — E.U.A.).

w T v v v w v ¥ v v

A preparacdo das doses foi realizada minutos antes de sua utilizacdo,
sendo dissolvidas em 4gua destilada, utilizando-se concentracfes decimais de forma
a possibilitar a injecdo de 0,1 mL/10 g de peso do animal, com a excecao da

formalina que foi injetada, por via intraplantar, sempre na quantidade de 20 pL.

4.3 APARELHAGEM

4.3.1. APARELHO DO ROTA-ROD

O aparelho de rota-rod utilizado foi o0 modelo EFF 412, fabricado pela
Insight®, Brasil. Trata-se de um aparelho de acrilico resistente (450 mm de altura x
540 mm de largura x 350 mm de profundidade), que possui uma barra giratoria
suspensa, dividida em quatro compartimentos iguais, separados por paredes
plasticas, com velocidade regulavel em rotagdes por minuto (r.p.m.) (Figura 7). Este
aparelho ainda dispde de um mecanismo automatico capaz de contabilizar o tempo
de permanéncia do animal na barra girat6ria, por meio de uma prancha acoplada a
um sistema de deteccdo de queda do animal, que por meio do impacto, interrompe

automaticamente o contador digital de tempo.
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Figura 7 — Aparelho do rota-rod.

FONTE: http://insightltda.com.br. Acessado em: 12/07/2011

4.3.2. CAIXA DE OBSERVACAO PARA O TESTE DA FORMALINA

Este aparato é formado de um encaixe de metal que forma uma caixa
triangular em angulo de 45°, com os lados e altura medindo 25 cm cada, sendo duas
paredes formadas por espelho e uma de vidro transparente, que possibilita ao

observador um maior campo de viséo (Figura 8).

Figura 8 — Caixa de observacéo.

FONTE: Laboratdrio da psicofarmacologia, LTF/UFPB

4.3.3. APARELHO DA PLACA QUENTE

O modelo do aparelho utilizado foi o HOT PLATE LE 7406, do fabricante L
Si Letica - Scientific Instruments (Panlab S.L. - Espanha). Consiste em uma


http://insightltda.com.br/
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superficie plana aquecida, cuja temperatura pode ser controlada até 62°C. E
acoplada a um sistema de contador de tempo acionado e parado com o0 uso de um
pedal, e para evitar que o animal fuja, a placa é envolta por um cilindro de acrilico

transparente, que permite a observacao do animal (Figura 9).

Figura 9 — Aparelho da placa quente.

FONTE: Laborat6rio da psicofarmacologia, LTF/UFPB

4.3.4. OUTROS APARELHOS UTILIZADOS
Além dos aparelhos especificados acima, foram utilizados:
b Centrifuga;

P Aparelho automatico Labmax 240 (Labtest);

P Espectrofotdmetro.
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5. METODOS

Todos os métodos utilizados para o estudo das atividades do fitol estdo

esquematizados na figura 10.

Figura 10 — Representagdo esquematica do estudo realizado com o fitol.
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5.1. AVALIACAO DA TOXICIDADE DO FITOL

5.1.1. TOXICIDADE AGUDA - DL5sg

A avaliacdo da toxicidade aguda compreende uma etapa fundamental,
que antecede os ensaios farmacoldgicos, sendo desenvolvida com o objetivo de
fornecer dados preliminares sobre as propriedades toxicas de uma substancia e
seus efeitos adversos num organismo submetido a um tratamento de curta duracao
(SA; ALMEIDA, 2006).

Para a realizacdo desse teste, o fitol foi administrado por via
intraperitoneal (i.p.) em quatro doses diferentes, estabelecidas através de
progressdo geométrica: 250, 500, 1000 e 2000 mg/kg, em grupos de 10
camundongos, além do grupo controle, tratado com o veiculo utilizado para preparar
as doses do fitol (agua destilada e tween 80 a 0,2%). O volume administrado nos
animais obedeceu a proporc¢éo de 0,1 mL/10g de peso corporal.

ApOs a administracdo, os animais foram observados continuamente por
um periodo de 4h e, apds 24h, foram observados uma vez ao dia durante 14 dias, a
fim de registrar a mortalidade causada pelo fitol (TWAIJ et al., 1983; RHIOUANI et
al., 2008).

A DLsy (dose letal que mata 50% dos animais) foi paralelamente
investigada, levando-se em consideracdo a mortalidade ocorrida até o periodo de 14
dias da administracdo do fitol, de acordo com o método de Litchfield e Wilcoxon
(1949).

5.1.1.1. AVALIACAO DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS

Para a analise bioquimica, imediatamente apds o tratamento (via i.p.) com
veiculo ou fitol nas doses 100 e 200mg/kg, o soro dos camundongos foi retirado e
centrifugado a 3.500 rpm durante 10 minutos e, em seguida, determinados o0s
seguintes parametros: glicose, uréia, creatinina, colesterol total (CT), triglicerideos,

aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT). Os ensaios
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foram realizados em aparelho automatico Labmax 240 (Labtest) com kits de
diagnéstico padrao da Labtest®.

5.1.1.2. AVALIACAO DOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Para a determinacdo dos parametros hematoldgicos, os valores para
hemacias, leucécitos totais, linfécitos, plaquetas, hemoglobina, hematécrito e os
indices hematimétricos, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular
média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), foram
determinados imediatamente apds a coleta através do analisador automatico de
células hematolégicas Advia 120/Hematology Siemens. A contagem diferencial de
leucdcitos foi realizada em extensdes coradas com May-Grinwald-Giemsa. Em cada

ensaio, 100 células foram analisadas e contadas.

5.2. AVALIACAO DA ATIVIDADE DO FITOL NO SNC

5.2.1. TRIAGEM FARMACOLOGICA COMPORTAMENTAL

A triagem farmacolégica comportamental, descrita por Almeida e
colaboradores (1999) e Almeida e Oliveira (2006), € uma metodologia preliminar
para avaliar o possivel efeito de uma droga no SNC, na qual sdo observados alguns
parametros comportamentais no animal que possibilitam sugerir o efeito central da
droga em estudo.

Através desta metodologia é realizada uma avaliacdo qualitativa dos
efeitos, sendo bastante util na detecgdo preliminar de novos agentes com potencial
atividade psicotrépica. O protocolo da triagem agrupa os comportamentos, pela sua
predominéancia, em depressores ou estimulantes do SNC ou manifestacoes
autondmicas (ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006).

Para este teste, os animais foram divididos em grupos de 8 sendo

tratados com fitol nas doses de 25, 50, 100 ou 200 mg/kg e o grupo controle recebeu
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o veiculo. Em seguida, os parametros comportamentais foram observados até os
primeiros 30 minutos da administragdo e com 1h, 2h, 3h e 4h, seguindo-se o
protocolo experimental padrao (Quadro 2) (ALMEIDA et al., 1999).

Quadro 2 - Protocolo utilizado na triagem farmacoldgica comportamental.

) Quantificacdo dos efeitos
ATIVIDADE FARMACOLOGICA (0) sem efeito, (-) efeito diminuido, (+) efeito aumentado, (++)
efeito intenso

até 30° 1h 2h 3h 4h

1-SNC

a — Estimulante
Hiperatividade
Irritabilidade
Agressividade

Tremores

Convulstes

Piloerecao

Movimento intenso das vibrissas
QOutras

b — Depressora

Hipnose

Ptose palpebral

Sedacéo

Anestesia

Ataxia

Reflexo do endireitamento
Catatonia

Analgesia

Resposta ao toque diminuido
Perda do reflexo corneal
Perda do reflexo auricular
¢ — Outros comportamentos
Ambulacéo

Bocejo excessivo
Limpeza

Levantar

Escalar

Vocalizar

Sacudir a cabeca
Contor¢bes abdominais
Abducéao das patas do trem
posterior

Pedalar

Estereotipia

2 - SN AUTONOMO
Diarréia

Constipacédo

Defecacao

Respiracéo forcada
Lacrimejamento

Micgéo

Salivacéo

Cianose

Tono muscular

Forca para agarrar

3 - MORTE

FONTE: ALMEIDA et al., 1999.
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5.2.2. TESTE DO ROTA-ROD

O teste da barra giratéria (Rota-rod) foi inicialmente proposto por Dunham
e Miya (1957). Através desta metodologia, € possivel detectar o efeito de
relaxamento muscular ou de incoordenacdo motora produzido por vérias drogas
depressoras do SNC (CARLINI; BURGOS, 1979; MATTEI;, FRANCA, 2006;
PULTRINI; GALINDO; COSTA, 2006). Consiste em colocar camundongos sobre
uma barra que gira a uma velocidade constante e verificar a capacidade do animal
equilibrar-se sobre a mesma, durante um intervalo de tempo pré-estabelecido
(MATTEI; FRANCA, 2006).

Os camundongos foram pré-selecionados 24h antes do teste, através das
mesmas condi¢cdes usadas no teste (PULTRINI; GALINDO; COSTA, 2006). Uma vez
selecionados, 0os animais receberam fitol nas doses de 25, 50, 100 ou 200 mg/kg,
veiculo ou diazepam (4 mg/kg, i.p.), sendo avaliado o tempo total de permanéncia
sobre a barra giratoria, com até 3 reconducdes, em trés intervalos de tempo (30, 60
e 120).

5.3. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA DO FITOL

5.3.1. TESTE DAS CONTORCOES ABDOMINAIS INDUZIDAS PELO ACIDO
ACETICO

Esta metodologia baseia-se na inducdo de nocicepgcdo através da
administracao intraperitoneal da solucdo de acido acético a 0,85% (DERARDT et al.,
1980; ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006), o que gera reacdes comportamentais, sendo tal
efeito nociceptivo caracterizado por contor¢cbes abdominais seguidas de extensdes
dos membros posteriores (KOSTER; ANDERSON; DEBBER, 1959; ALMEIDA;
OLIVEIRA, 2006).

Para este experimento, grupos de 8 camundongos receberam os

seguintes pré-tratamentos: veiculo, fitol nas doses de 25, 50, 100 ou 200 mg/kg,
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indometacina (AINE, 10 mg/kg), e morfina (opidide, 6 mg/kg), sendo estas duas
Ultimas drogas padrbes. Transcorridos 30 minutos dos tratamentos, os animais
foram tratados com acido acético a 0,85% (0,1 mL/10 g) por via i.p. e, apos 10
minutos foi procedida a contagem do numero de contorcbes abdominais por um

periodo de observagéo de 10 minutos.

5.3.2. TESTE DA FORMALINA

O teste da formalina foi realizado como descrito por Vaz e colaboradores
(1996) que representa uma modificagcdo do modelo original de Hunskaar, Fasmar e
Hole, (1985).

Nessa metodologia, uma solu¢do de formalina a 2,5% é injetada na regiao
subplantar da pata posterior do camundongo, o que leva a estimulagcdo dos
nociceptores, sendo o tempo de lambida da pata injetada do animal considerado
indicativo de resposta nociceptiva. S8o observadas duas fases: a primeira fase, que
normalmente ocorre nos cinco primeiros minutos apds a injecdo da formalina,
levando a uma resposta neurogénica; em seguida ha uma interfase de
aproximadamente 10 minutos caracterizada por mecanismos inibitérios da dor; e a
segunda fase (15-30 minutos) é conhecida principalmente por uma resposta
inflamatoria (HUNSKAAR; HOLE, 1987).

Foram utilizados grupos de 8 camundongos, 0s quais receberam por via i.p.
0S seguintes pré-tratamentos: veiculo (grupo controle), fitol nas doses de 25, 50, 100
ou 200 mg/kg, morfina (6 mg/kg) e indometacina (10 mg/kg). Apos 30 minutos, 20uL
de solucdo de formalina 2,5% (que consiste em 0,92% de formaldeido em solucéo
salina) foi injetada na regido subplantar da pata posterior direita dos camundongos,
e imediatamente foram colocados nas caixas de observacao, sendo entéo registrado
o tempo total de lambida da pata que recebeu a formalina durante 5 minutos (12
fase). Ap6s um periodo de 10 minutos, novamente contabilizou-se o parametro

citado por mais 15 minutos (22 fase).
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5.3.3. TESTE DA PLACA QUENTE

Descrito inicialmente por Woolfe e MacDonald (1944), neste método é
quantificado o tempo de reacdo do animal ao estimulo térmico fornecido pela placa
aguecida a 53 + 1 °C, baseando-se no limiar para a dor que, dependendo do tipo de
fibra, varia de 43 a 53 °C (JULIUS; BASBAUM, 2001). O efeito nociceptivo é
caracterizado pelo comportamento de levantar (tentativa de pular) ou lamber uma
das patas (ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006). O parametro avaliado é a laténcia, ou seja,
o tempo entre a colocacéo do animal na placa e um dos comportamentos citados.

Apds uma pré-selecdo, na qual os animais que respondiam num limiar
muito baixo (até 15 segundos) foram descartados do teste, os animais aptos foram
agrupados (N=8) e receberam veiculo, fitol nas doses de 25, 50, 100 ou 200 mg/kg,
ou morfina (droga padréo), na dose de 10 mg/kg e, em seguida, foram submetidos a
avaliacdo decorridos 30, 60 e 120 minutos da administragéo. E importante ressaltar
gue a laténcia foi quantificada num tempo maximo de 30 segundos, para evitar leséo
tecidual nos animais (ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006).

5.3.4. INVESTIGACAO DOS MECANISMOS DE ACAO DO FITOL

Depois de realizados os testes antinociceptivos descritos acima, foram
investigados possiveis mecanismos pelos quais o fitol poderia estar causando o
efeito encontrado. Estes estudos se basearam na utilizagdo de ferramentas
farmacolbgicas que atuam especificamente em receptores envolvidos com a
transmissdo da dor. Para a realizacdo desta investigacao, foi escolhido o teste das
contor¢cdes abdominais induzidas pelo acido acético, uma vez que este teste envolve

respostas centrais e periféricas.

5.3.4.1. PARTICIPACAO DA VIA OPIOIDE

Para investigar a possivel participacdo do sistema opidide no efeito

antinociceptivo do fitol, foi utilizada a naloxona como ferramenta, um antagonista
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ndo-seletivo dos receptores opidides (JIN et al., 2010). O principio deste teste
baseia-se na possivel competicdo entre agonistas e antagonistas pela ligacdo ao
receptor opidide. Uma vez que a substancia-teste atue no receptor estudado, o seu
efeito antinociceptivo sera revertido pela ligacdo da naloxona ao receptor.

Grupos de 8 camundongos foram tratados com: veiculo, fitol (100 mg/kg),
morfina (6 mg/kg) ou naloxona (5 mg/kg, s.c.). Outros dois grupos foram injetados,
inicialmente, com naloxona e, apos 15 minutos, receberam fitol (100 mg/kg) ou
morfina (6 mg/kg). Em seguida, foi quantificado o nimero de contor¢cdes abdominais

induzidas pelo 4cido acético, como descrito anteriormente.

5.3.4.2. PARTICIPACAO DOS CANAIS DE K*a1p

O envolvimento dos canais de K'atp Na atividade antinociceptiva do fitol
também foi investigada, uma vez que € evidente a participacdo destes canais com o
processo de antinocicepc¢ao.

Para investigar se o fitol exerce seu efeito antinociceptivo ativando este
canal, foi utilizada a glibenclamida, uma sulfoniluréia que bloqueia especificamente
estes canais (OCANA et al., 1990; 2004).

Grupos de 8 camundongos foram tratados com: veiculo, fitol (100 mg/kg),
morfina (6 mg/kg) ou glibenclamida (5 mg/kg, s.c.). Outros dois grupos foram
injetados, inicialmente, com glibenclamida e, apos 15 minutos, receberam fitol (100
mg/kg) ou morfina (6 mg/kg). Em seguida, o0 numero de contor¢gdes abdominais

induzidas pelo acido acético, foi quantificado como descrito anteriormente.

5. 4. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO FITOL

5.4.1. AVALIACAO DO FITOL SOBRE A PEROXIDACAO LIPIDICA — TBARS

O método utilizado para avaliar a acdo do fitol sobre a peroxidacdo

lipidica, um dos principais danos causados pelas EROs/ERNs foi a determinacao



SANTOS, C.C.M.P. 60

das substancias reativas ao acido tiobarbiturico, conhecido como método TBARS
(Thiobarbituric Acid Reactive Species) (ESTERBAUER; SCHAUR; ZOLLNER, 1991).

Este método foi usado para medir a capacidade antioxidante do fitol num
meio rico em lipidios (GUIMARAES et al., 2010). O substrato rico em lipidios
adotado foi a gema de ovo homogeneizada (1% p/v) em 20 mM de padréo fosfato
(pH 7,4). Um mL do substrato foi sonicado e entdo homogeneizado com 0,1 mL de
fitol, em diferentes concentracdes (0,9 — 1,8 — 3,6 — 5,4 — 7,2 ng/mL) . A peroxidacao
lipidica foi induzida pela adicdo de 0,1 mL de solucdo de AAPH (2,2’-azobis
[2metilpropionamidina] diidrocloride) (0,12 M). O controle recebeu apenas o veiculo
(0,05% tween 80 dissolvido em salina 0,9%). As reacdes foram realizadas por 30
minutos a 37°C. Apoés resfriamento, as amostras (0,5 mL) foram centrifugadas com
0,5 mL de acido tricloroacético (15%) a 1200 x g por 10 minutos. Uma aliquota de
0,5 mL do sobrenadante foi misturado com 0,5 mL de &cido tiobarbitdrico (TBA)
(0,67%) e aquecido a 95°C por 30 minutos. Apos resfriamento, a absorbancia das
amostras foi medida usando um espectrofotdmetro a 532 nm. Os resultados foram
expressos como percentagem de TBARS formada a partir do AAPH apenas

(controle induzido). O Trolox foi utilizado como droga-padréo.

5.4.2. ATIVIDADE SEQUESTRADORA DE RADICAIS LIVRES

Para avaliar a atividade antioxidante do fitol, foram adotadas, ainda, duas
outras metodologias que se baseiam na capacidade de uma substancia sequestrar
radicais livres, através da interacdo direta de uma substédncia com moléculas
reativas, convertendo os radicais livres em espécies menos reativas e, portanto,
mais estaveis (HOELZL et al., 2005).

5.4.2.1. RADICAL HIDROXILA (*OH)

A formacdo do radical hidroxila (*OH) a partir da reacao de Fenton foi
quantificada usando a degradacdo oxidativa do agucar 2-desoxirribose (LOPES;
SCHULMAN; LIMA, 1999).
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O principio do teste é a quantificagdo do produto de degradacdo deste
acucar, o malonaldeido (MDA), pela sua condensacdo com o TBA. Reacdes tipicas
foram iniciadas pela adicdo de Fe®* (FeSO, 6 mM concentracdo final) & solugéo
contendo 5 mM de 2-desoxirribose, 100 mM de H,O, e 20 mM de padréao fosfato (pH
7,4). Para medir a atividade antioxidante do fitol contra o radical hidroxila, diferentes
concentragdes do fitol (0,9 — 1,8 — 3,6 — 5,4 — 7,2 ng/mL) foram adicionadas ao
sistema antes da adicdo de Fe?*. As reacdes foram realizadas por 15 minutos em
temperatura ambiente, e foram estacionadas pela adicdo de acido fosférico a 4%
(v/v) seguido por 1% de TBA (w/v, em 50 mM NaOH). As soluc¢des foram fervidas
por 15 minutos a 95 °C, e entéo resfriadas em temperatura ambiente. A absorbancia
foi medida a 532 nm e os resultados foram expressos como equivalentes MDA

formados pelo Fe** e H,05.

5.4.2.2. GXIDO NIiTRICO (NO)

Neste teste, o 6xido nitrico (NO) foi produzido a partir da decomposicao
espontanea de nitroprussiato de sddio (SNP) em 20 mM de padréo fosfato (pH 7,4).
Uma vez formado, o NO interagiu com o oxigénio para produzir ions nitrito, 0s quais
foram medidos pela reacéo de Griess (BASU; HAZRA, 2006).

A mistura da reac¢do (1 mL) contendo 10 mM de SNP em padréo fosfato e
fitol, nas diferentes concentragdes (0,9 — 1,8 — 3,6 — 5,4 — 7,2 ng/mL) foi incubada a
37 °C por 1h. Uma aliquota de 0,5 mL foi retirada e homogeneizada com 0,5 mL do
reagente de Griess. A absorbancia do croméforo foi medida a 540 nm. O percentual
de inibicdo da produgcédo de NO foi determinado por comparacdo dos valores de
absorbéancia do controle negativo (apenas 10 mM SNP e veiculo) e as preparacdes
testes. Os resultados foram expressos como percentagem de nitritos formados por

SNP apenas.
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5. 5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente utilizando-se o
teste de Analise de Variancia (ANOVA) com uma classificacdo “one-way”, seguido
do teste de Dunnett ou teste “t” de Student ndo pareado, ou ainda utilizando-se o
teste de Neuman-Keuls. Os valores obtidos, exceto os da DLs, foram expressos em
média + erro padrdo da meédia (E.P.M.), sendo os resultados considerados
significativos quando apresentaram p < 0,05.

Os dados numéricos foram aplicados no programa Graph Pad Prism,
versdao 5.0 (GraphPad Sotware Incorporated, San Diego, USA). O programa
Trimmed Spearman-Karber Method, versao 1,5, foi utilizado para calcular a DLsp.

A percentagem de inibicdo foi determinada usando a seguinte formula
(REANMONGKOL et al., 1994):

% inibicdo = 100 x (controle — experimental) / controle



(R esullados
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6. RESULTADOS

6.1. AVALIACAO DA TOXICIDADE DO FITOL

6.1.1. DETERMINACAO DA TOXICIDADE AGUDA / DL

A toxicidade aguda do fitol foi observada por um periodo de 14 dias apés
o tratamento, contabilizando-se o nimero de mortes em cada dose, como mostra a
tabela 1, para determinar a DLso. Nos 14 dias de observagéo, a mortalidade nas
doses de 250, 500, 1000 e 2000 mg/kg foram, respectivamente, de: 10%, 20%, 60%
e 100%.

A partir dos resultados obtidos, a DLsg foi calculada em 1153,39 mg/kg,
apresentando um intervalo de confianga entre 944,56 e 1408,40 mg/kg.

Tabela 1 — Percentual de mortes em camundongos tratados com
diferentes doses do fitol.

DOSES DO FITOL % DE MORTES ATE 14

(mg/kg) DIAS
250 10
500 20
1000 60
2000 100

(n =10 animais/grupo)

6.1.1.1. EFEITO DO FITOL SOBRE OS PARAMETROS BIOQUIMICOS

De acordo com a tabela 2, o tratamento dos animais com fitol, nas doses
de 100 e 200 mg/kg, ndo alterou os parametros bioquimicos analisados, em

comparacao aos animais do grupo controle.
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Tabela 2 — Efeito do tratamento agudo com fitol sobre os parametros bioquimicos de

camundongos.

PARAMETROS CONTROLE FITOL 100 FITOL 200
Glicose (mg/dL) 93.67£1.69 91.67+£3.77 96.83+5.99
Uréia (mg/dL) 50.89+1.45 47.33+4.60 45.50+4.53
Creatinina (mg/dL) 0.36 £ 0.01 0.28 £ 0.07 0.32 £ 0.08
Triglicerideos (mg/dL) 100.6 £3.12 1525+9.12 158.5+19.38
CT (mg/dL) 86.07+£0.57 81.83+2.44 82.33+8.20
AST (U/mL) 49.67+ 3.62 56.50+13.32 59.50 +4.98
ALT (U/mL) 91.67+£1.92 144.0+£20.13 122.7+12.1

Os valores representam a média + E.P.M. (n = 10) vs grupo controle (ANOVA e teste t-

Student e Newman-Keuls).

6.1.1.2. EFEITO DO FITOL SOBRE OS PARAMETROS HEMATOLOGICOS

65

A tabela 3 mostra que o tratamento dos animais com fitol, nas doses de

100 e 200 mg/kg, também néo alterou os parametros hematoldgicos analisados, em

comparacao aos animais do grupo controle.

Tabela 3 — Efeito do tratamento agudo com fitol sobre os pardmetros hematol4gicos de

camundongos.

PARAMETROS CONTROLE FITOL 100 FITOL 200
Hemacias (mm3) 8.00+£0.23 7.84 £0.83 9.20+0.80
Hemoglobina (g/dL) 14.00 £ 0.15 13.80 £ 0.85 10.60 £ 0.73
Hematocrito (%) 43.33 £ 0.28 39.38 £ 2.39 38.00 £1.30
VCM (fL) 48.78 £ 0.27 52.60 £1.40 50.68 + 1.70
HCM (pg) 19.44 + 1.58 21.20 £ 1.39 22.16 £ 1.02
CHCM (g dL) 38.11 +2.08 38.18 £1.53 40.19+£2.12
Plaguetas (mm3) 292.40+£0.83 296.2+39.47 263.2+15.32
Linfocitos (%) 69.98 + 3.60 66.98 + 4.15 61.88 £ 6.34
Leucécitos (mm?) 8.63£0.03 7.91+ 0.54 8.00£0.28

Os valores representam a média + E.P.M. (n = 10) vs grupo controle (ANOVA e teste t-

Student e Newman—Keuls).
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6.2. AVALIACAO DA ATIVIDADE DO FITOL NO SNC

6.2.1. EFEITO DO FITOL NA TRIAGEM FARMACOLOGICA COMPORTAMENTAL

Os resultados obtidos a partir da triagem farmacologica comportamental
com o0s animais tratados com fitol nas doses de 25, 50, 100 ou 200 mg/kg, estao
apresentados no quadro 3.

Até os 30 minutos ap0s a administracdo do fitol, foi observada a
diminuicdo da ambulacdo e da resposta ao toque, além da presenca de analgesia
em todas as doses. A ambulacdo diminuida e a analgesia foram observadas ainda
aos 60 minutos.

Na dose de 50 mg/kg, a analgesia ndo foi observada aos 120 minutos,
mas aos 180 minutos este parametro voltou a ser observado. Na dose de 100
mg/kg, a analgesia persistiu até os 120 minutos, enquanto que na dose de 200

mg/kg foi registrada até os 180 minutos.
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Quadro 3 — Alteracbes comportamentais observadas em camundongos apés a administracao do fitol.

DOSES TEMPO DE EFEITOS
(mg/kg) OBSERVACAO OBSERVADOS
Até 30 Resposta ao toque (-); Ambulacao (-);
Analgesia (+)
25 60’ Analgesia (+); Ambulacéo (-).
120’ -
180’ -
240’ -
Até 30 Resposta ao toque (-); Ambulacéo (-);
Analgesia (+).
50 60’ Ambulacio (-); Analgesia (++).
120’ -
180’ Analgesia (+).
240’ -
Até 30 Resposta ao toque (-); Ambulacao (-);
Analgesia (++).
100 60’ Ambulacdo (-); Analgesia (+).
120’ Analgesia (+).
180’ -
240’ -
Até 30 Resposta ao toque (-); Ambulacéo (-);
Analgesia (++).
200 60’ Ambulacao (-); Analgesia (++).
120’ Analgesia (+).
180’ Analgesia (+).
240’ -

[(—) efeito diminuido, (+) efeito presente, (++) efeito presente intenso] (n=8).

6.2.1. EFEITO DO FITOL NO TESTE DO ROTA-ROD

N&o foram observadas alteracbes significativas no desempenho dos

animais tratados com fitol, nas doses de 25, 50, 100 ou 200 mg/kg durante a
avaliacdo aos 30 (174,3 + 3,6; 179,5+0,5; 173,0 £ 4,5; 165,0 £ 7,1), aos 60 (155,1 +
15,8; 180,0 £ 0,0; 153,3 +17,6; 179,3 + 0,5) ou aos 120 (167,6 + 12,4; 174,6 = 5,4,

163,6 £ 16,4; 177,8 + 1,2) minutos no aparelho de rota-rod, comparados ao grupo

controle, nos mesmos periodos de avaliacéo, aos 30 (178,3 £ 0,9), 60 (178,1 +0,9) e
120 (179,1 £ 0,4) minutos (Grafico 1).

O grupo tratado com diazepam (4 mg/kg) reduziu significativamente o

tempo de permanéncia dos animais na barra giratéria (83,5 += 17,9***) durante a
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avaliacdo aos 30 minutos. No entanto, aos 60 e 120 minutos ndao houve alteragcéo
significativa (144,5 + 17,1; 164,0 + 9,5, respectivamente) (Gréfico 1).

Grafico 1 — Efeito do fitol e diazepam sobre o tempo de permanéncia (s) dos camundongos na barra
giratoria.
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Valores expressos em média + E.P.M. (n=8), ***p<0,001 vs controle (ANOVA “one-way” seguido pelo
Teste de Dunnett).

6.3. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA DO FITOL

6.3.1. EFEITO DO FITOL NO TESTE DAS CONTORCOES ABDOMINAIS
INDUZIDAS PELO ACIDO ACETICO

Como mostrado no grafico 2, em todos os grupos tratados com fitol
ocorreu diminuicdo significativa das contor¢cbes abdominais induzidas pelo &cido
acético, quando comparados ao grupo controle (p < 0,001). A percentagem de
inibicdo das contorgdes foi de: 25: 81,7% (8,0 = 2,3); 50: 95,4% (2,0 = 0,8); 100 e
200 mg/kg: 100% (0,0 £ 0,0) de inibicdo. Nos grupos tratados com indometacina (10
mg/kg) e morfina (6 mg/kg), a inibicédo foi de 56,0% (19,3 + 2,0) e 98,6% (0,6 £ 0,3),

respectivamente, quando comparados ao grupo controle (43,8 * 4,3).

Gréfico 2 — Efeito do fitol, indometacina e morfina no teste das contor¢des
abdominais induzidas pelo &cido acético em camundongos.
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Valores expressos em média + E.P.M. (n=8). ***p<0,001 vs controle (ANOVA “one-way”
seguido pelo Teste de Dunnett) (INDO = indometacina).

6.3.2. EFEITO DO FITOL NO TESTE DA FORMALINA

Os resultados obtidos durante a primeira fase do teste da formalina
podem ser observados no grafico 3. Os camundongos tratados com fitol na dose de
25 mg/kg (68,3 £ 3,1) ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo ao
controle (76,4 + 9,4), no entanto, nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg houve
diminuicdo do tempo de lambida da pata de forma significativa, apresentando
valores de inibicdo de 32,5% (51,6 + 4,7), 28,9% (54,3 = 5,1), e 52,9% (36,0 = 3,9),
respectivamente, comparados ao grupo controle. A indometacina nao foi capaz de
reduzir este parametro (71,3 = 6,2), mas a morfina diminuiu significativamente,
apresentando 53,0% (35,9 £ 4,7) de inibi¢ao.

Na segunda fase do teste da formalina (Gréafico 4), a dose de 25 mg/kg
apresentou 35,0% (165,8 + 44,0) em relacdo ao grupo controle (255,3 + 24,3),
enquanto as doses de 50, 100 e 200 mg/kg apresentaram, respectivamente, 86,3%
(34,9 £ 14,6), 89,8% (26,0 £ 10,6) e 98,7% (3,3 = 0,3) de inibicdo do tempo de
lambida da pata. Os grupos tratados com indometacina e morfina também reduziram
significativamente este parametro, com 43,3% (165,4 £ 31,0) e 98,5% (3,8 + 1,6) de
inibicdo, respectivamente.
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Gréfico 3 — Efeito do fitol, indometacina e morfina na primeira fase do teste da

formalina em camundongos.
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Valores expressos em média + E.P.M. (n=8). *p<0,05; **p<0,01 vs controle (ANOVA

“one-way” seguido pelo Teste de Dunnett) (INDO = indometacina).

Gréfico 4 — Efeito do fitol, indometacina e morfina na segunda fase do teste da
formalina em camundongos.
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6.3.3. EFEITO DO FITOL NO TESTE DA PLACA QUENTE

De acordo com o grafico 5, o fitol foi capaz de aumentar a laténcia (em
segundos) dos animais em resposta ao estimulo térmico apds 30 minutos de sua
administracdo. As doses de 25 (9,6 £ 0,9), 50 (11,0 = 2,0), 100 (10,1 £ 1,0) e 200
(9,3 £ 0,6) mg/kg, bem como o grupo tratado com morfina (15,0 + 1,5) prolongaram a
permanéncia dos camundongos no aparelho significativamente, quando comparados
ao grupo controle (3,8 + 0,4).

Apenas a dose de 50 mg/kg de fitol e a morfina mantiveram o aumento da
laténcia de forma significativa aos 60 min, com 10,3 + 19 e 136 + 14,
respectivamente. Aos 120 minutos de observacdo, a morfina e todas as doses de
fitol, exceto a de 25 mg/kg, apresentaram aumento deste parametro (morfina: 7,2 +
0,6; 50: 8,8 + 1,0; 100: 8,0 £ 1,2 e 200: 7,3 = 1,0). A morfina também manteve o
aumento significativo aos 120 minutos de observacgéo (controle em 60: 3,9 £ 0,4,
120: 3,7 £ 0,7).

Grafico 5 — Efeito do fitol e morfina no teste da placa quente em camundongos.
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Valores expressos em média + E.P.M. (n=8). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs controle (ANOVA “one-
way” seguido pelo Teste de Dunnett).
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6.3.4. INVESTIGACAO DOS MECANISMOS DE ACAO DO FITOL

6.3.4.1. PARTICIPACAO DA VIA OPIOIDE

O grafico 6 mostra o efeito do fitol sobre a via opidide, no teste das
contor¢cdes abdominais induzidas pelo acido acético. O grupo tratado com naloxona
(39,0 = 3,2) ndo apresentou diferenca significativa em relacdo ao controle (36,4 +
3,7). Tanto o fitol, na dose de 100 mg/kg (0,0 £ 0,0) como a morfina (0,6 = 0,3)
reduziram significativamente o nimero de contor¢cdes abdominais comparados ao
controle, apresentando uma porcentagem de inibicdo de 100% e 98,4%,
respectivamente. O tratamento com naloxona nao reverteu o efeito do fitol (grupo
naloxona + fitol: 4,8 £ 2,2), de modo que este grupo apresentou 86,8% de inibicao
em relagdo ao controle. Ao contrario, a morfina teve seu efeito revertido pela
naloxona (grupo naloxona + morfina: 28,0 + 4,1), comparando o grupo tratado com

morfina e o grupo tratado com naloxona + morfina.

Gréfico 6 — Efeito do fitol e morfina no teste do acido acético em camundongos, na
presenca de naloxona.
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Valores expressos em média + E.P.M. (n=8). ***p<0,001 vs controle; **p<0,001 vs
morfina (teste t-Student).
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6.3.4.2. PARTICIPACAO DOS CANAIS DE K*a1p

No gréafico 7, observamos o efeito do fitol sobre os canais de K'arp, No
teste das contor¢cdes abdominais induzidas pelo acido acético. O grupo tratado com
glibenclamida (32,4 £ 2,3) ndo apresentou diferenga significativa. Tanto o fitol, na
dose de 100 mg/kg (0,0 £ 0,0) como a morfina (0,6 + 0,3) reduziram
significativamente o niumero de contor¢cbes abdominais em relacdo ao controle (36,4
+ 3,7), apresentando uma porcentagem de inibicdo de 100% e 98,4%,
respectivamente. O tratamento com glibenclamida né&o reverteu o efeito do fitol, de
modo que este grupo apresentou 97,5% (0,9 + 0,9) de inibicdo em relagcdo ao
controle. A morfina, por sua vez, teve seu efeito revertido pela glibenclamida (11,8 +
4,3), comparando o grupo tratado com morfina e o grupo tratado com glibenclamida

+ morfina.

Gréfico 7 — Efeito do fitol e morfina no teste do acido acético em camundongos, na
presenca de glibenclamida.

50+

401 T
30+

N° de contor¢Bes abdominais

Valores expressos em meédia + E.P.M. (n=8). ***p<0,001 vs controle; #p<0,05 VS
morfina (teste t-Student).
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6.4. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO FITOL

6.4.1. EFEITO DO FITOL SOBRE A PEROXIDACAO LIPIDICA — TBARS

O efeito do fitol sobre a peroxidacéo lipidica foi analisado pelo método
TBARS. Os resultados obtidos mostram que, em todas as concentracdes testadas
(0,9; 1,8; 3,6; 5,4 e 7,2 ng/mL), o fitol causou uma diminuicdo significativa na
producdo de TBARS em relagcdo ao grupo AAPH (99,9 £ 1,3), com inibicdo de:
59,65% (40,4 + 1,2); 57,08% (42,9 £ 1,9); 51,92% (48,5 + 0,8); 57,74% (42,3 + 2,4);
51,88% (48,1 + 2,2), respectivamente. O Trolox, droga padrao utilizada, também

reduziu o parametro observado, apresentando 48,12% (55,4 * 6,5) de inibi¢ao.

Grafico 8 — Efeito do fitol nos niveis de TBARS in vitro.

150+
n
%
< — 1004
- o
82 48,1%
28 5070 571% 920% 57y ST A
g = 501 *kk  AEE *dk
=
0] T T T - . ‘ . \ :
Q~O\/<</ ??\2\ \/Qq \/.\,?7 \:b(‘o \/03?‘ \:\« \/o"\‘
L o O O °©
Qoé\ &

O grupo controle significa a peroxidacao lipidica basal com veiculo apenas (Tween 80 +
salina); o grupo AAPH representa 100% de dano oxidativo. Os valores sdo expressos
como média £ E.P.M. (n=5) e os experimentos foram feitos em duplicata. ***p<0.001 VS
AAPH (ANOVA e teste t-Student-Neuman-Keuls).
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O mecanismo provavel pelo qual o fitol exerce a atividade contra a
peroxidacao lipidica, est4 proposto na figura abaixo:

Figura 11 — Representacao esquematica da provavel reacéo entre a
molécula do fitol e um radical lipidico (L) durante a peroxidagao lipidica.
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6.4.2. EFEITO DO FITOL SOBRE A ATIVIDADE SEQUESTRADORA DE
RADICAIS LIVRES

6.4.2.1. RADICAL HIDROXILA (*OH)

A atividade sequestradora de radicais hidroxila (OH) foi testada para o
fitol. Os resultados estdo mostrados no grafico 9, no qual observa-se que o fitol, nas
concentracOes testadas, foi capaz de remover o radical OH de maneira significativa,
guando comparado ao grupo sistema (100,2 + 1,3) [0,9: 33,87% (66,1 + 2,5); 1,8:
30,69% 69,3 * 2,6); 3,6: 37,38% (62,6 £ 2,1); 5,4: 43,53% (56,5 + 1,1); 7,2: 42,39%
(57,5 £ 0,8) de inibicao, respectivamente]. O trolox produziu uma diminuicdo de
78,06% (21,9 + 0,9).
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Grafico 9 — Efeito do fitol na atividade sequestradora de radicais hidroxila (OH).
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O grupo denominado de sistema representa a producdo de MDA a partir da 2-
desoxirribose. Os outros grupos representam a producdo de MDA na presenca de
diferentes concentracdes do fitol. Os valores sdo expressos como média £ E.P.M. (n=5) e
os experimentos foram feitos em duplicata. ~ p<0.001 vs sistema (ANOVA e teste t-
Student-Neuman-Keuls).

6.4.2.2. OXIDO NITRICO (*NO)

A atividade do fitol como substancia sequestradora de NO também foi
testada. Os resultados apresentados no grafico 10 mostram que o fitol, nas
concentracOes testadas, foi capaz de remover o NO de maneira significativa, em
relacdo ao grupo SNP (100,4 = 2,0) [0,9: 49,70% (50,3 + 1,7); 1,8: 48,52% (51,5 *
1,4); 3,6: 46,51% (53,5 £ 0,9); 5,4: 44,09% (55,9 + 1,5); 7,2: 49,33% (50,7 £ 1,9) de

inibicdo, respectivamente]. O trolox produziu uma diminui¢cdo de 59,76% (40,2 + 2,8).
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Grafico 10 — Efeito do fitol na atividade sequiestradora de 6xido nitrico (NO).

1501
g3
£0
'c & 100- —
v
°g 44,1%
oS % 485% 465% AH1% 4q 44,
18 5 4ii*/ 42 i*/ 55% ek 42*3*/ -
S o) 50- *%k%
==
O ] ] ] ] ] ] ]
X s S WP o® o AV oF
S Q" (O O (O O &
Ooé Qé <<\ <<\ <<\ <<\ A

O grupo controle significa a produgéo basal de NO pelo veiculo na auséncia SNP; o grupo
SNP reflete a producéo de nitritos por SNP, considerado como 100% de producdo de NO.
Os valores sdo expressos como média + E.P.M. (n=5) e os experimentos foram feitos em
duplicata. ~ p<0.001 vs SNP (ANOVA e teste t-Student-Neuman-Keuls).

O mecanismo proposto para esta acdo sequestradora de radicais livres

estd demonstrado abaixo, estando a OH e o NO representados pelo radical Re :

Figura 12 — Representa¢éo esquematica da provavel reacao entre a
molécula do fitol e um radical livre (Re), demonstrando a atividade seqiiestradora.
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7. DISCUSSAO

O uso de plantas medicinais tem sido bastante aceito como uma terapia
complementar. Isto ocorre devido, entre outros fatores, a facilidade de obtencéo e ao
baixo custo, bem como a ampla diversidade de metabdlitos secundarios presentes
nas plantas medicinais que possuem diversas atividades biologicas, sendo os
terpenos um dos metabdlitos mais abundantes (FARNSWORTH et al.,, 1985;
SIMOES et al., 2004).

Diversos trabalhos foram publicados sobre as atividades farmacolégicas,
sobretudo, sobre a atividade antinociceptiva, de varios monoterpenos e alguns
sesquiterpenos (DE SOUSA, 2011), no entanto, poucos diterpenos foram descritos
com esta agdo. Recentemente, tem crescido o interesse por estes terpenos, como é
0 caso de estudos realizados com geranilgeraniol (SPINDOLA et al., 2010) e
andrografolida (SUEBSANA et al., 2009; SULAIMAN et al., 2010), que apresentaram
atividade antinociceptiva demonstrada em varios modelos de dor. Curiosamente,
apesar do fitol estar presente de forma abundante na natureza, uma vez que faz
parte da molécula da clorofila, poucos sédo os estudos sobre este diterpeno,
inclusive, ndo havendo relatos sobre sua a¢cdo no SNC.

Diante disto, o objetivo desse estudo foi tracar um perfil da toxicidade
aguda e da atividade do fitol sobre o SNC, investigando as possiveis atividades
antinociceptiva e antioxidante do fitol, através de metodologias in vivo e in vitro. A via
de administracéo adotada para o estudo do fitol foi a via intraperitoneal (i.p.), que é a
via mais utilizada em pesquisas com animais, por ser de facil procedimento e rapida
absorcao.

A primeira etapa na pesquisa de uma nova droga é a determinacao do
seu grau de toxicidade. Os ensaios pré-clinicos sao realizados, de acordo com o
tempo de exposicdo a substancia, em quatro estagios diferentes, sendo
classificados como: toxicidade aguda, toxicidade de doses repetidas, toxicidade
subcronica e toxicidade crénica (BOTHAM, 2004; GOLDIM, 2007; GARRIDO et al.,
2011).

A toxicidade aguda pode ser definida como sendo o efeito adverso
produzido apos a administragcdo de uma substancia num curto periodo de tempo
(BRITO, 1994; EATON, KLAASSEN, 1996; SA; ALMEIDA, 2006). Os estudos de



toxicidade aguda tém a finalidade de caracterizar a relacdo dose/resposta de uma
substéancia, possibilitando estabelecer e comparar a toxicidade de uma substancia
por varias vias de administracao (LITCHFIELD; WILCOXON, 1949).

Um recurso bastante adotado na avaliacdo da toxicidade aguda € a
determinacéo da DLso, definida como sendo a dose Unica de uma substancia capaz
de causar 50% de mortalidade dos animais tratados. Esta dose € utilizada para
determinar a resposta letal dessa substédncia em uma determinada populacéo
submetida a diversas condicdes experimentais (EATON; KLAASSEN, 1996; SA;
ALMEIDA, 2006).

Estudos prévios demonstraram que o fitol possui um baixo potencial
toxicoldgico, uma vez que a DLso do fitol, tanto por via oral, em ratos, como por via
dérmica, em coelhos, ndo pbéde ser calculada, devido a auséncia de mortes, tendo
sido relatada como maior que 5 g/kg (RIFM, 1977; McGINTY; LETIZIA; API, 2010).

No presente estudo, a toxicidade do fitol foi avaliada através da toxicidade
aguda, na qual os animais foram continuamente observados por 4h e, apés 24h, foi
registrada a letalidade uma vez ao dia, durante 14 dias seguintes ao tratamento, a
fim de ser registrada a mortalidade causada pelo fitol. As doses estabelecidas para
este estudo foram definidas através de progressédo geométrica a partir da maior dose
utilizada normalmente nos estudos de toxicidade, sendo elas: 250, 500, 1000 e 2000
mg/kg. Assim, de acordo com os resultados obtidos (Tabela 1), a DLsg foi calculada
como sendo 1153,39 mg/kg, com um intervalo de confianga entre 944,56 e 1408,40
mg/kg.

E possivel sugerir que o fitol apresenta baixa toxicidade por esta via, uma
vez que este resultado, juntamente com o demonstrado por McGinty, Letizia e Api
(2010), asseguram o0 uso do fitol em animais, contudo, mais estudos séo
necessarios, inclusive em humanos, para confirmar sua seguranca.

Baseada na baixa toxicidade do fitol, foram determinadas doses seguras
para serem utilizadas nos testes seguintes. Desta forma, por meio de progresséo
geométrica, as doses de 25, 50, 100 e 200 mg/kg foram adotadas para investigar a
acao farmacoldgica do fitol.

AplOs a determinacdo das doses, dando continuidade a avaliacdo da
toxicidade aguda do fitol, foram escolhidas as doses mais elevadas (100 e 200
mg/kg) para investigar se o fitol promovia alguma alteracdo dos parametros

bioquimicos e hematologicos dos animais.



O conhecimento sobre as caracteristicas bioquimicas e hematoldgicas de
uma substancia é uma importante ferramenta para o monitoramento de alteracdes
fisiopatoldgicas, tanto em animais como em humanos (DUAN et al., 2010), uma vez
que disturbios das funcdes organicas sdo detectadas através de alteracbes em
diversos parametros bioquimicos, podendo refletir uma série de efeitos toxicos e
respostas compensatorias, envolvendo érgaos vitais, particularmente, figado e rins
(CAMPBELL HANDY; SIMS, 2005; DOGAN; CAN, 2011). Além disso, o sistema
hematopoético € um dos alvos mais sensiveis aos agentes toxicos (LI et al., 2010),
de modo que os parametros hematoldgicos também constituem biomarcadores
importantes de efeitos téxicos, fornecendo informac6es sobre as condicdes
fisioloégicas gerais do organismo sobre investigacdo (VAN DER OOST; BEYER,;
VERMEULEN, 2003; DOGAN; CAN, 2011).

Conforme observado nas tabelas 2 e 3, os dados dos parametros
bioguimicos e hematoldgicos obtidos com a administracdo aguda do fitol néo
apresentaram nenhuma diferenca significativa entre o grupo controle e os grupos
tratados, sugerindo que o fitol, nas doses testadas, néo interfere com as principais
funcbes fisioldgicas dos animais tratados.

Dessa forma, de acordo com os resultados obtidos com a avaliacdo da
toxicidade aguda do fitol, € possivel sugerir que este diterpeno € bem tolerado pelo
organismo, pela via intraperitoneal, sem causar aparentes prejuizos fisiol6gicos aos
animais, sendo necessario, porém, realizar estudos mais prolongados de toxicidade
cronica.

Com a finalidade de tracar um perfil da acdo do fitol sobre o SNC, foi
utilizada a triagem farmacoldgica comportamental, que consiste num teste preliminar
de facil execugcdo e capaz de detectar, de forma qualitativa, algumas importantes
acOes do SNC e Sistema Nervoso Autbnomo (SNA) (ALMEIDA et al., 1999;
ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006).

Neste teste, os camundongos tratados com fitol apresentaram alteragbes
comportamentais caracteristicas de drogas depressoras do SNC (como mostrado no
quadro 3), tais como, diminuicdo da ambulacédo e da resposta ao toque e analgesia.
A diminuicdo da ambulacdo € um dos parametros mais comuns para analisar o
efeito depressor de uma substancia sobre o SNC. Outro parametro que confirma
este efeito € o aumento da laténcia de reacdo em resposta a um toque (estalar de

dedos), e ambos os parametros foram observados com a administracdo do fitol,



sugerindo, de maneira preliminar, que o fitol tem atividade depressora do SNC
(ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006).

Além desses dois parametros, pdde-se observar a presenca de analgesia
(antinocicepcao), que corresponde a perda ou diminuicdo do reflexo a nocicepcéo,
medido através de um estimulo mecénico, representado pela pressdo no terco
inferior da cauda do animal com uma pin¢ga (ALMEIDA et al., 1999; ALMEIDA;
OLIVEIRA, 2006). E importante ressaltar que, na dose de 100 mg/kg, este efeito
permaneceu até os 120 minutos de observacéo, e na dose de 200 mg/kg, observou-
se até os 180 minutos. Na dose de 50 mg/kg, entretanto, o efeito permaneceu até 60
minutos, aos 120 minutos ndo foi observado e aos 180 minutos este parametro
voltou a ser observado, demonstrando que o fitol pode ter um efeito duradouro no
organismo.

Prosseguindo-se com a avaliagédo geral do fitol sobre o SNC, foi utilizado
o0 teste da barra giratoria ou rota-rod. Este teste representa uma etapa muito
importante durante a pesquisa de uma nova droga, uma vez gue investiga possiveis
reacoes adversas de uma substancia, as quais constituem um fator limitante de
muitos medicamentos utilizados na clinica atual, como € o caso dos
benzodiazepinicos, amplamente utilizados como drogas de escolha para o
tratamento de ansiedade e convulsdo, mas que podem produzir uma série de
reacdes adversas como sedacgdo, ataxia e miorrelaxamento (YADIN et al., 1991;
KAVVADIAS et al., 2004; ALMEIDA et al., 2009).

O teste do rota-rod avalia o efeito miorrelaxante e a integridade motora
dos animais através da capacidade do animal equilibrar-se sobre uma barra
giratoria, sendo utilizado para descartar a possibilidade de resultados falso-positivos
(CAPASSO et al., 1996; MATTEI; FRANCA, 2006). Trata-se de um método néo-
especifico, uma vez que avalia a integridade do sistema motor, permitindo detectar
enfraquecimento neuroldgico (DUNHAM; MIYA, 1957; PULTRINI; GALINDO;
COSTA, 2006; DALLMEIER; CARLINI, 1981; MATTEI; FRANCA, 2006).

Quanto mais intenso for o efeito miorrelaxante ou de incoordenacéo
motora provocado por uma substancia, menor sera o tempo em que o animal
conseguira equilibrar-se sobre a barra giratoria. Depressores do SNC (por exemplo,
benzodiazepinicos, barbitiricos e o alcool), bem como relaxantes musculares,
reduzem o tempo de permanéncia dos animais na barra giratoria (CARLINI;
BURGOS, 1979; MATTEI; FRANCA, 2006; PULTRINI; GALINDO; COSTA, 2006).



Desta forma, esse teste é usado para excluir a possibilidade de que a
acdo farmacoldgica exercida pela substancia esteja relacionada com disturbios ndo
especificos na atividade locomotora dos animais.

O fitol, nas doses de 25, 50, 100 e 200 mg/kg, ndo causou qualquer
alteracdo significativa no tempo de permanéncia na barra giratéria (Grafico 1),
indicando que este diterpeno nédo afeta o desempenho motor dos animais. Como
esperado, o diazepam, usado como droga padrdo psicodepressora, diminuiu o
parametro analisado.

E importante destacar que as doses utilizadas no teste do rota-rod foram
as mesmas adotadas nos testes seguintes que avaliaram a atividade antinociceptiva,
descartando, portanto, a possibilidade da atividade demonstrada pelo fitol estar
relacionada com comprometimento da atividade locomotora dos animais.

Trés diferentes protocolos experimentais de nocicepc¢ao foram utilizados
para investigar o efeito antinociceptivo do fitol, sendo empregados testes de
nocicepcao quimicos (teste do acido acético e teste da formalina) e um teste térmico
(teste da placa quente) em camundongos (ARAUJO et al., 2009). O uso de Varios
modelos € imprescindivel para a detec¢do das propriedades antinociceptivas de uma
substancia, uma vez que diferentes estimulos mimetizam diferentes tipos de dor e
revelam a natureza antinociceptiva de uma droga teste (BERGEROT et al., 2006;
SHl et al., 2011).

O teste das contorcbes abdominais induzidas pelo &cido acético é
descrito como um modelo classico de nocicepc¢éo inflamatoria visceral, sendo
amplamente utilizado como ferramenta para a avaliacdo de novos agentes com
propriedades analgésicas e/ou antiinflamatérias (COLLIER et al., 1968). O principio
deste teste consiste em submeter os animais a um estimulo quimico nocivo, através
da injecdo de acido acético na cavidade peritoneal do camundongo, provocando a
liberacdo de mediadores endogenos (PGE, e PGFy) (DERARDT et al.,, 1980;
ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006) e, desta forma, sensibilizando e, posteriormente,
causando a estimulacdo de nociceptores. A nocicepg¢do induzida pelo acido acético
produz episodios caracteristicos de contracdes do musculo abdominal, juntamente
com a extensdo dos membros posteriores (LE BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001,
GUIMARAES et al., 2010). Trata-se de um método simples e muito sensivel, embora
seja pouco especifico, uma vez que é capaz de detectar o efeito antinociceptivo de

analgésicos centrais, como 0s opioides, e periféricos, como os AINEs, além de



relaxantes musculares e sedativos (BENTLEY; NEWTON; STARR, 1981,
MOHAMAD et al., 2010), ja que a inibicdo do numero de contor¢des abdominais por
estas drogas é facilmente quantificado neste teste (LE BARS; GOZARIU; CADDEN,
2001; QUINTANS-JUNIOR et al., 2011a).

Em nivel celular, os prétons resultantes da dissociagdo do acido acético
despolarizam neurdnios sensoriais por interagir com canais de cétions ndo-seletivos
localizados nas fibras aferentes primarias, conhecidos como canais idnicos sensiveis
a acidos (ASIC), ou indiretamente, por promover a liberacdo de diversos mediadores
inflamatorios, tais como prostaglandina, histamina, substancia P, entre outros, que
se ligam a receptores metabotropicos, ativando uma cascata de sinalizagdo de
segundos mensageiros (WOOLF; SALTER, 2000; JULIUS; BASBAUM, 2001),
estimulando neurénios aferentes primarios a aumentar a liberacdo de glutamato no
fluido cerebroespinhal (FENG; CUI; WILLIS, 2003). Além disso, a nocicepgao
causada pelo &acido acético esta associada ao aumento na producdo de
lipoxigenases na cavidade peritoneal, o que promove a estimulacdo das fibras C
primarias sensoriais dentro do corno dorsal da medula espinhal (DERARDT et al.,
1980; IKEDA et al., 2001; MOHAMAD et al., 2010).

Os resultados do presente estudo mostram que o fitol produziu uma
inibicdo da nocicepgdo em camundongos por reduzir significativamente o nimero
das contor¢cdes abdominais induzidas pelo acido acético em relacdo ao controle, de
maneira dose-dependente, como mostrado no grafico 2, de modo que nas doses de
100 e 200 mg/kg as contor¢cdes foram inibidas completamente (100%). Os
resultados também mostram que as drogas utilizadas como padréo, a indometacina
(AINE), que é inibidora da COX, e a morfina (analgésico central) que atua em
receptores opidides, causaram uma inibicdo significativa deste parametro, com 56%
e 98,6% de inibicdo, respectivamente. Embora estes resultados possam sugerir um
poderoso efeito antinociceptivo do fitol, este teste sozinho é incapaz de afirmar se a
antinocicepcao foi central ou periférica.

Para identificar melhor o efeito antinociceptivo do fitol, foi utilizado o teste
da formalina, que consiste num modelo bifasico de nocicepcéo, usado para avaliar o
mecanismo pelo qual um animal responde a uma nocicepc¢do continua, gerada pela
injuria tecidual (BHANDARE et al., 2010) a partir da administragdo de formalina na
regido subplantar da pata posterior direita do camundongo, sendo o parametro

avaliado o tempo que o animal permanece lambendo a pata injetada. Este teste é



caracterizado pela presenca de duas fases distintas: a 12 fase (0-5 min) que se inicia
imediatamente apds a injecdo da formalina e resulta, provavelmente, da estimulagéo
direta dos nociceptores causada pela ativacdo das fibras C. Esta fase, denominada
fase neurogénica, reflete a dor mediada centralmente com a liberacédo de substancia
P. Entdo, ha uma interfase de, aproximadamente, 10 min, na qual h4 uma reducédo
da atividade nociceptiva pela ativagdo dos mecanismos homeostaticos de
antinocicepcdo. Em seguida, ocorre a 22 fase (15-30 min), denominada fase
inflamatoria, que parece ser causada por alteracdes teciduais e funcionais no corno
dorsal da medula espinhal e pode ser acompanhada pela liberagdo de histamina,
serotonina, bradicinina e prostaglandinas (COLLIER et al., 1968; LE BARS;
GOZARIU; CADDEN, 2001; ARAUJO et al., 2009; QUINTANS-JUNIOR et al.,
2011a).

E importante ressaltar que a 2% fase ndo pode ser interpretada como
consequéncia da 1°. Ela origina-se de mecanismos periféricos e também da ativacdo
de neurénios centrais sensibilizados devido a inflamacédo periférica, bem como da
ativacdo de neurbnios aferentes primarios (COELHO et al., 2005; ARAUJO et al.,
2009). Um exemplo disto € que, substancias de acéo rapida, como lidocaina ou
remifentanil sdo capazes de bloquear a primeira fase do teste, sem interferir na
segunda (LE BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001).

A formalina induz a producéao e liberacéo de 6xido nitrico (NO) (OMOTE et
al., 2001), o qual pode ser considerado um componente essencial da resposta
nociceptiva / pro-inflamatoria através da estimulacdo da producdo de citocinas,
EROs e prostaglandinas (MARCINKIEWICZ; GRABOWSKA; CHAIN, 1995;
SAUTEBIN et al., 1995; GUIMARAES et al., 2010).

E bem descrito na literatura que drogas que atuam centralmente, tais
como o0s opioides, podem inibir ambas as fases igualmente, enquanto que drogas
que atuam perifericamente, como os AINEs inibem apenas a 22 fase (SHIBATA et
al., 1989; FISCHER et al., 2008).

Os resultados obtidos mostram que o fitol suprimiu ambas as fases no
teste da formalina (Gréafico 3 e 4), sendo o efeito mais pronunciado na 22 fase, na
qual, a dose de 200 mg/kg apresentou uma inibicdo do parametro de 98,7%, o0 que
sugere que o fitol possui atividade antinociceptiva tanto central como periférica,
podendo estar associado a um efeito antiinflamatério. Além disso, foi demonstrado

gue a morfina inibiu ambas as fases (53,0% e 98,5%, respectivamente), enquanto



gue a indometacina inibiu apenas a 22 fase (43,3%), corroborando os dados
presentes na literatura.

Para prover uma confirmacdo do efeito antinociceptivo central do fitol,
utilizamos o teste da placa quente, uma vez que esse teste é sensivel e especifico
para drogas que atuam por um mecanismo central, como os analgésicos opidides
(NEMIROVSKY et al., 2001; SULAIMAN et al., 2009; ONG et al., 2011), enquanto
gue analgésicos que atuam perifericamente séo inativos (SRINIVASAN et al., 2003;
SHI et al.,, 2011). Neste teste, o animal é submetido a um estimulo térmico
constante, o qual produz dois tipos de respostas comportamentais: lambida da pata
e a tentativa de pular, que sao consideradas como respostas nociceptoras
integradas supraespinhalmente (CHAPMAN et al., 1985; ARAUJO et al., 2009), uma
vez que o efeito analgésico envolve estruturas do prosencéfalo, tais como o nucleo
magno da rafe, substancia cinzenta periaquedutal e o nucleo accumbens
(THOMSEN et al., 2007; FISCHER et al., 2008).

A alta temperatura usada no teste da placa quente (53 + 1 °C) é suficiente
para ativar fibras nociceptoras C e Ad do tipo I, que compreendem
aproximadamente 45% dos neurbnios que exibem correntes de membrana
provocadas pelo calor, com um limiar nociceptivo moderado de, aproximadamente,
43 °C, e também fibras Ad do tipo | que representam de 5-10% das células que
respondem com um alto limiar de cerca de 52 °C (JULIUS; BASBAUM, 2001).

O fitol, nas doses testadas, aumentou o tempo de reacdo (laténcia) ao
estimulo térmico, de maneira significativa, aos 30 minutos de observacéo (Gréfico 5).
O efeito antinociceptivo do fitol persistiu, aos 60 e 120 minutos, apenas na dose de
50 mg/kg e, na dose de 100 e 200 mg/kg, o efeito reapareceu aos 120 min. Apesar
de ser incomum, este resultado pode ser justificado ao analisarmos o efeito obtido
na triagem farmacologica comportamental (Quadro 3), sugerindo que o fitol, pode
apresentar um efeito duradouro.

Dessa forma, o aumento do limiar nociceptivo dos camundongos tratados
com fitol apresentado nesse teste, juntamente com a reducdo da nocicepgéo na 12
fase do teste da formalina déo fortes evidéncias de atividade antinociceptiva do fitol
mediada por mecanismos centrais.

Estudos recentes demonstraram que o geranilgeraniol (SPINDOLA et al.,
2010) um diterpeno muito semelhante estruturalmente ao fitol, e andrografolida

(SULAIMAN et al., 2010), um diterpeno mais complexo, também apresentaram efeito



antinociceptivo nos testes do acido acético e placa quente, demonstrando, assim,
que, além dos monoterpenos e sesquiterpenos, os diterpenos também tém atividade
antinociceptiva em varios modelos de dor.

ApoOs caracterizado o efeito antinociceptivo do fitol, tanto em nivel central
como periférico, o proximo passo foi tentar elucidar os mecanismos pelos quais 0
fitol exerce esta acéo antinociceptiva.

A investigacdo dos mecanismos de acao de psicofarmacos, geralmente, &
baseada na interacdo farmacoldgica que ocorre entre receptores e ligantes durante
a transmissdo neuronal. Este estudo baseia-se na utilizacdo de antagonistas
farmacoldgicos conhecidos, os quais, uma vez administrados, bloqueiam os efeitos
decorrentes da ativacdo do receptor especifico, impedindo que a substancia em
estudo possa se ligar a este receptor e promover sua acdo. Caso a via de
sinalizacdo bloqueada n&o seja um mecanismo usado pela substancia-teste, o efeito
néo sera alterado.

Para esse estudo, foram escolhidas duas vias de transducdo: a via
opidide e a via dos canais de K'arp. Varias evidéncias demonstram que o
mecanismo de antinocicepcdo induzido pelos receptores opidides esta
intrinsecamente relacionado com a ativacdo dos canais de K'atp (OCANA et al.,
1990; ROANE; BOYD, 1993; OCANA et al., 2004), de modo que a abertura desses
canais parece ter um papel na antinocicep¢do mediada por opidides (OCANA et al.,
1990; OCANA; BAEYENS, 1993; WILD et al., 1991).

Os receptores opidides sao localizados tanto em nivel central como
periférico, nas terminacdes de neurdnios aferentes primarios, sendo classificados
como receptores acoplados a proteina Gj,. A ativacao destes receptores promove a
inibicdo da atividade da enzima adenililciclase, responséavel pelo aumento dos niveis
intracelulares de AMPc; com os niveis de AMPc diminuidos, a entrada de célcio na
célula é impedida. Além disso, os canais de K'atp sd0 abertos, ocorrendo um efluxo
de K e consegiientemente, hiperpolarizando a célula, o que resulta no bloqueio da
liberacdo dos neurotransmissores e da transmissdo da dor em diversas vias
neuronais. Os receptores opioides podem, ainda, acoplar-se a varios outros
sistemas de segundos mensageiros, tais como a via da fosfolipase C, sendo estas
vias responsaveis pelos efeitos indesejados relacionados ao uso dos opidides
(tolerancia, sensibilizacdo e abstinéncia) (YAKSH, 1988; STEIN; ZOLLNER, 2009;
SEHGAL; SMITH; MANCHIKANTI, 2011).



Os canais de K' neuronais tém um papel fundamental no controle da
atividade neuronal e da propagacao do sinal através do sistema nervoso (SHIEH et
al., 2000; MACKINNON, 2003). Sdo conhecidos quatro tipos de canais de K':
dependentes de voltagem (K,), ativados por calcio (Kca), retificador de entrada (Kj),
e de dois poros (Kzp) (GUTMAN et al, 2003).

Diversos estudos demonstraram que 0s receptores opidides estédo
associados com a abertura dos canais Kj; em neurdnios (NORTH, 1989). A proteina
Gi € capaz de abrir os dois tipos de canais Kj.: 0os regulados pela proteina G (GIRK)
(MARK; HERLITZE, 2000) e os regulados por ATP (K*atp) (SANCHEZ et al., 1998;
WADA et al., 2000; OCANA et al., 2004). Os canais de K escolhidos neste estudo
foram os K*a1p.

Para investigar a participacdo dos receptores opidides na atividade
antinociceptiva do fitol foi utilizada a naloxona, um antagonista opiaceo utilizado
clinicamente para reverter a depresséo cardiovascular e respiratoria associada a
overdose de narcéticos. Devido a sua capacidade de antagonizar o efeito de drogas
opi6ides, a naloxona € amplamente utilizada como ferramenta farmacologica
(BATISTA; ALMEIDA; BHATTACHARYYA, 1995; SULAIMAN et al., 2008; JIN et al.,
2010).

Para testar a participacdo do fitol sobre os canais de K*ap foi usada a
glibenclamida, uma sulfoniluréia utilizada na clinica médica como antidiabético, que
atua bloqgueando especificamente estes canais (OCANA et al., 1990; 2004).

O método adotado para estudar os mecanismos de acao do fitol foi o
teste das contor¢cbes abdominais induzidas pelo acido acético, com 0 mesmo
protocolo descrito anteriormente. A escolha deste teste foi devido, principalmente, a
sua simplicidade e rapidez. Além disso, varios estudos ja foram realizados utilizando
este método (MEOTTI et al., 2007; FREITAS et al., 2009; PERIMAL et al., 2010).

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que o fitol ndo atua (pelo
menos diretamente) por estes dois mecanismos, uma vez que nem a naloxona nem
a glibenclamida foram capazes de reverter o efeito antinociceptivo do fitol nas doses
testadas. Como esperado, a morfina, droga padrao utlizada, teve seu efeito
revertido tanto pela naloxona como pela glibenclamida (Graficos 6 e 7).

Spindola e colaboradores (2010) demonstraram que o geranilgeraniol

(citado anteriormente, por ter estrutura semelhante ao fitol) também n&o apresentou



efeito pela via opidide, mas apresentou efeito por outros mecanismos envolvidos
com a dor.

Dessa forma, sdo necessarios mais estudos para investigar o mecanismo
de acéo do fitol por outras vias de sinalizacéo, a fim de esclarecer como o fitol atua
inibindo a transmissé&o da dor.

Apéds a caracterizagdo do efeito antinociceptivo do fitol, o proximo passo
foi investigar a capacidade de o fitol agir como molécula antioxidante, retardando ou
inibindo o efeito danoso dos radicais livres sobre estruturas celulares (lipidios, DNA
e proteinas), uma vez que varias evidéncias indicam que o estresse oxidativo tem
um papel crucial na nocicep¢do, estando envolvido nos processos de dor
inflamatoéria e dor neuropatica (WANG; PORRECA; CUZZOCREA, 2004; IBI;
MATSUNO; SHIBA, 2008).

Vérias metodologias in vitro para avaliar a atividade antioxidante de uma
substancia estao disponiveis, de modo que sdo baseadas na interacdo direta com
moléculas reativas ou com metais ibnicos (HOELZL et al., 2005). Apesar de serem
validadas e bastante empregadas, permitindo uma avaliacao da eficicia in vitro dos
agentes testados, estas metodologias sdo conduzidas sob condi¢cdes néo-
fisiologicas e, portanto, ndo extrapolam os resultados para as condi¢des fisiol6gicas
reais, uma vez que informacdes importantes, como caracteristicas cinéticas
(absorcdo e distribuicdo) e de estabilidade ndo sdo obtidas nestes métodos
(ARUOMA, 2003; HOELZL et al.,, 2005). Dessa forma, €& fundamental que
metodologias in vivo sejam empregadas para uma melhor caracterizacdo dos
resultados obtidos (SARMADI; ISMAIL, 2010).

Devido ao fato de que os agentes antioxidantes atuam por mecanismos
diferentes e que apresentam multiplas caracteristicas de rea¢cdes, nenhum método
sozinho reflete a atividade antioxidante de uma substancia, sendo, portanto,
necessario o emprego de varios metodos (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).

Nesse estudo foram utilizadas trés metodologias antioxidantes in vitro, as
guais se baseiam, fundamentalmente, em demonstrar o efeito da substancia como
antioxidante ao impedir a peroxidacdo lipidica (um dos efeitos mais danosos
causados pelas EROs/ERNS), bem como, ter atividade sequestradora de radicais
livres, evitando que estas espécies reativas figuem disponiveis para causar danos as

células.



As membranas lipidicas sdo os alvos mais susceptiveis ao ataque dos
radicais livres (HALLIWELL, 2008; CAMPELO et al., 2011), resultando na
peroxidacao lipidica, que pode levar a destruicdo da membrana celular. O método
empregado para avaliar a acdo do fitol sobre a peroxidacdo lipidica foi a
determinacdo das substancias reativas ao acido tiobarbitirico, conhecido como
TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Species).

O principio deste método baseia-se na utilizacdo de um substrato rico em
lipidios (neste caso, foi usada gema de ovo homogeneizada) que sofre a
peroxidacgéo lipidica a partir da sua reacdo com o AAPH, um composto azo gerador
de radicais livres, que sofre decomposicdo térmica, resultando na formacédo de
nitrogénio molecular e dois radicais carbonos (R), 0s quais rapidamente reagem com
0 oxigénio, formando radicais peroxilas (ROO-) (KRASOWSKA et al., 2000;
OLIVEIRA et al., 2010). Estes radicais, por sua vez, reagem com o0 &acido
tiobarbitarico (TBA), resultando na formacdo de espécies reativas ao &cido
tiobarbiturico (TBARS), compostos cromoforos  que sao medidos
espectrofotometricamente (ZIN; ABDUL-HAMID; OSMAN, 2002; FITO; LA TORRE;
COVAS, 2007; SERAFINI et al. 2011). Substancias antioxidantes sdo capazes de
prevenir a formacdo de TBARS. Este método € bastante utilizado para avaliar a
atividade antioxidante de varios produtos naturais (MOON; SHIBAMOTO, 2009).

O fitol, em todas as concentracdes testadas, foi capaz de prevenir a
peroxidacao lipidica induzida por AAPH, inibindo a quantidade de TBARS formadas
em mais de 50%. Resultado semelhante foi obtido com o trolox, um analogo sintético
hidrofilico do a-tocoferol (vitamina E), que € largamente usado como padrao
antioxidante (Grafico 8). Na figura 11, foi feita uma representacdo esquematica da
reagcdo provavel entre a molécula do fitol e um radical lipidico (L*) durante a
peroxidacao lipidica. A partir destes resultados, pode-se sugerir que o fitol exerce
um efeito antioxidante que, provavelmente, protege as biomoléculas lipidicas,
essenciais para o funcionamento da membrana celular (SERAFINI et al., 2011).

Outras metodologias bastante empregadas para avaliar a atividade
antioxidante de uma substancia baseiam-se na capacidade de sequestrar radicais
livres, através da interacdo direta de uma substancia com moléculas reativas,
convertendo os radicais livres em espécies menos reativas e, portanto, mais estaveis
(HOELZL et al., 2005).



A capacidade de uma substancia sequestrar *OH ¢é diretamente
relacionada com sua atividade antioxidante, uma vez que impede o dano oxidativo
causado por este radical (HUANG; OU; PRIOR, 2005; SHUKLA et al.,, 2009;
SERAFINI et al., 2011). Neste método, o radical *OH é gerado através da reacéo de
Fenton, na qual o Fe*" reage com H,O, resultando na producdo do *OH. Estes
radicais atacam o0 acguUcar 2-desoxirribose (usado no método como alvo),
degradando-o em uma série de fragmentos, entre eles, o malonaldeido (MDA) que,
por sua vez, reage com o TBA, dando origem a um composto croméforo, medido
espectrofotometricamente (HALLIWELL, 1992; MAGALHAES et al., 2008). Se uma
substancia sequestradora de *OH for adicionada ao sistema, ela competira com o
acucar pela *OH, inibindo a degradacdo deste alvo e, consequentemente, havera
diminuicdo dos niveis de MDA quantificados (MAGALHAES et al., 2008). Contudo,
este método possui uma desvantagem, uma vez que muitos antioxidantes também
tém propriedade quelante de metais, o que pode alterar a atividade do Fe?",
mascarando, assim, a acao da substancia em estudo (HUANG; OU; PRIOR, 2005).

Observando os resultados apresentados no grafico 9, € possivel sugerir
que o fitol possui atividade sequestradora de +OH, exibindo uma atividade
antioxidante significante que pode ser capaz de inibir os danos celulares causados
por este radical. O trolox, droga usada como padrdo, também reduziu
significativamente a degradacéo da 2-desoxirribose.

Por fim, a outra metodologia utilizada para avaliar a atividade antioxidante
foi a determinacdo da atividade sequestradora de *NO. O principio deste teste
consiste na producéo de *NO a partir da decomposi¢cdo espontanea de nitroprussiato
de sbdio, em solugdo aquosa. O *NO, por sua vez, interage com 0 oxigénio,
produzindo ions nitritos que podem ser medidos pela reacdo de Griess (BASU;
HAZRA, 2006). Estes ions nitritos tém um forte poder oxidante, podendo provocar
danos celulares severos (GUIMARAES et al., 2010). A adicdo de uma substancia
sequestradora de *NO compete com o oxigénio pelo *NO, conseguentemente,
diminuindo a producéo de nitritos (AHMADI et al., 2011; SERAFINI et al., 2011).

Neste estudo, o fitol, nas concentracdes testadas, diminuiu
significativamente a producdo de nitritos, demonstrando sua capacidade
sequestradora de *NO (Grafico 10). Na figura 12, estd representada a reacdo
provavel entre a molécula do fitol e um radical livre (Re), demonstrando a sua

atividade sequestradora.



E importante ressaltar que o *NO € uma molécula sinalizadora envolvida
em varios processos fisioldgicos e patoldgicos, inclusive na sinalizagdo da dor. A
influéncia do *NO sobre a transmissdo nociceptiva é complexa e contraditéria e o
exato mecanismo destas acdes apresenta controvérsia (MELLER; GEBHART, 1993;
SOUSA,; PRADO, 2001; KAWANO et al., 2009).

O efeito pro-nociceptivo do *NO ocorre quando esta molécula esta em
altas concentracdes, e pode ser induzido pela interacdo desta molécula com outras
espécies reativas derivadas do oxigénio, como o ion superdxido, uma vez que esta
interacdo leva a formacao de peroxinitritos, que tém potente efeito citotoxico e pro-
inflamatdrio (BECKMAN et al., 1990; QUINTANS-JUNIOR et al., 2011b). Dessa
forma, o efeito do fitol como substancia sequestradora de *NO, inibindo a producéo
de nitritos, resulta num efeito citoprotetor e antiinflamatério, estando relacionado com
sua agao antinociceptiva.

A atividade antioxidante do fitol pode ser atribuida a sua caracteristica
estrutural, uma vez que o fitol € um alcool insaturado de cadeia ramificada, e a
propriedade antioxidante pode estar relacionada com o grupo hidroxila (OH)
presente na sua molécula. Provavelmente, o fitol, ao reagir com um radical livre, doa
atomos de hidrogénio com um elétron desemparelhado (H’), convertendo os radicais
livres em espécies menos reativas (LIMA; CARDOSO, 2007; GUIMARAES et al.,
2010).

Os resultados obtidos na avaliagdo antioxidante sugerem, dessa forma,
gue o efeito do fitol impedindo a peroxidacgéao lipidica observada pelo método TBARS
pode ser, provavelmente, devido a interacdo deste diterpeno tanto com radicais OHe
como *NO, por meio de uma acdo sequestradora, que resulta na formagédo de
espécies mais estaveis e, consequentemente, numa prote¢cdo das biomoléculas
contra o efeito danoso das EROs/ERNs. Aléem disso, tendo em vista que varias
evidéncias mostram a participacdo destas espécies reativas no mecanismo da dor, a
atividade antioxidante do fitol pode estar contribuindo com o seu efeito
antinociceptivo, semelhante ao que foi demonstrado por LIN e colaboradores (2009)
com o diterpeno andrografolida, bem como com o0s monoterpenos carvacrol
(GUIMARAES et al., 2010) e citronelal (QUINTANS-JUNIOR et al., 2011D).

Portanto, os resultados obtidos no presente estudo, demonstram que o
fitol produz efeito antinociceptivo em modelos quimicos e térmico de nocicepg¢do em

camundongos, sugerindo um efeito tanto central como periférico, provavelmente,



sem participacdo direta da via opidide ou dos canais de K arp. Adicionalmente, foi
demonstrado que o fitol exerce seu efeito sem alterar a fungdo motora dos animais
ou interferir com os parametros bioquimicos e hematologicos, tendo uma baixa
toxicidade nas doses testadas. O efeito antinociceptivo pode estar associado com a
atividade antioxidante do fitol que foi demonstrada pelos métodos in vitro utilizados.
Como o mecanismo de acao do fitol ainda ndo foi bem esclarecido, sera
necessaria uma maior investigacdo para desvendar por quais vias de sinalizacao
envolvidas na dor o fitol exerce seus efeitos. Assim, o fitol podera, futuramente,

representar uma substancia promissora no tratamento de vérias formas de dor.
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8. CONCLUSOES

o fitol:

Diante dos resultados obtidos no presente estudo, é possivel concluir que

Apresentou uma baixa toxicidade aguda, por via i.p.;

N&o alterou os parametros bioquimicos e hematoldgicos de camundongos

por meio do tratamento agudo;

Promoveu alteragcbes comportamentais semelhantes as de drogas
depressoras do SNC, sem comprometimento da atividade motora dos

animais;

Apresentou uma atividade antinociceptiva significativa, tanto em nivel
central como periférico, evidenciada nos modelos animais utilizados. Esta
atividade antinociceptiva ndo envolveu, pelo menos diretamente, a via

opidide nem a participacdo dos canais de K*atp,;

Demonstrou atividade antioxidante contra a peroxidacdo lipidica e com
atividade sequestradora de radicais livres (OH e NO) nas metodologias in
vitro empregadas, podendo esta atividade estar relacionada com sua

atividade antinociceptiva.






9. PERSPECTIVAS

Apds a obtencdo desses resultados com o fitol, ha varias perspectivas
para a realizacdo de estudos mais aprofundados a fim de desvendarem melhor o
mecanismo de acdo deste diterpeno. Dessa forma, sdo propostas as seguintes

perspectivas para a continuacéo do estudo com o fitol:

P Avaliar a toxicidade do fitol em longo prazo, através de estudo subcrénico
e cronico, para confirmar os resultados obtidos através do tratamento

agudo;

P Realizar um estudo da atividade do fitol por outras vias de administracao,
principalmente, por via oral, uma vez que esta € a via mais adequada para

0 emprego de medicamentos em humanos;

P Investigar outras vias de sinalizacdo para descobrir por qual (is)
mecanismo (s) o fitol exerce seu efeito antinociceptivo, como por exemplo,

a via do glutamato, dos canais TRPV e a via do NO;

b Utilizar técnicas de estudo da atividade antioxidante in vivo para garantir a

fidedignidade dos resultados obtidos com os testes in vitro.

Levando em consideracdo estes aspectos, sera possivel realizar estudos
clinicos com o fitol, de modo que este diterpeno podera, futuramente, ser um
candidato em potencial a se transformar em um poderoso analgésico, contribuindo

com o arsenal clinico para o tratamento da dor atualmente disponivel.
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