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RESUMO

MONTE, L. O. Efeito antinociceptivo do salicilato de bornila em camundongos. 2014. 77f.
Dissertacdo (Pos-graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, Farmacologia).
UFPB / CCS - Joéo Pessoa / PB.

A dor é um grave problema de satde publica, afeta a qualidade de vida de seus portadores e
traz indmeros prejuizos para a sociedade. A ciéncia continua buscando novos farmacos
analgesicos mais potentes e com menos efeitos colaterais. O salicilato de bornila (SB) é um
derivado salicilico obtido pela esterificagdo do acido salicilico com o monoterpeno (-)-borneol,
ambos com efeitos analgésicos ja descritos na literatura. O objetivo deste estudo foi avaliar o
efeito antinociceptivo do SB e seus possiveis mecanismos em modelos de nocicepg¢ao aguda
em camundongos. Para tanto, realizou-se uma triagem farmacologica comportamental, teste das
contor¢bes abdominais induzidas por &cido acético e teste da formalina. Utilizou-se
bloqueadores de vias envolvidas na dor no teste da formalina para evidenciar os possiveis
mecanismos de acdo. O SB (200 mg/kg, i.p.) promoveu alteragdes comportamentais indicativas
de droga depressora do SNC, efeito ndo observado na administracao por via oral. As doses de
100 e 200 mg/kg (i.p.) reduziram o nimero de contor¢bes abdominais e aumentaram o tempo
de laténcia para a primeira contorcdo. O SB (100 e 200 mg/kg, i.p.) diminuiu o tempo de
lambida da pata dos animais somente na fase inflamatdria do teste da formalina. O pré-
tratamento dos animais com o precursor do 6xido nitrico (L-arginina, 600 mg/Kkg, i.p.), inibidor
da ciclase de guanilil solivel (azul de metileno, 20 mg/kg, i.p.), antagonista muscarinico ndo-
seletivo (atropina, 1 mg/kg, i.p.) e antagonista de receptores GABAA (bicuculina, 1 mg/kg, i.p.),
néo reverteram o efeito antinociceptivo do SB (200 mg/Kkg, i.p.) na segunda fase do teste da
formalina. Estes dados sugerem que o SB apresenta efeito antinociceptivo periférico (anti-
inflamatdrio), cujo mecanismo parece em principio ndo envolver oOxido nitrico, GMPc,
receptores colinérgicos muscarinicos nem receptores GABAAa. Novos estudos sdo necessarios
para melhor esclarecer o efeito produzido pelo salicilato de bornila.

Palavras-chave: salicilato de bornila, derivado salicilico, efeito antinociceptivo, analgesia.



ABSTRACT

MONTE, L. O. Antinociceptive effect of bornyl salicylate in mice. 2014. 77f. Dissertagéo
(Pos-graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, Farmacologia). UFPB / CCS —
Jodo Pessoa / PB.

The pain is a serious public health problem, affects the quality of life of their patients, he brings
harm to society. The science continues to seek new more potent analgesic drugs and with fewer
side effects. Bornyl salicylate (BS) is a salicylic acid derivative obtained by esterification of
salicylic acid with the monoterpene (-)-borneol, both with analgesic effects described in the
literature. The aim of this study was to evaluate the antinociceptive effect of BS and its possible
mechanisms in models of acute nociception in mice. For this purpose, we performed a
behavioral pharmacological screening, test of acetic acid-induced writhing and formalin test.
We used blockers pathways involved in pain in the formalin test to elucidate the possible
mechanisms of action. BS (200 mg/kg, i.p.) showed behavioral changes indicative of CNS
depressant drugs, no effect was observed on oral administration. Doses of 100 and 200 mg/kg
(i.p.) reduced the number of writhings and increased the latency time to the first writhing. BS
(100 and 200 mg/kg, i.p.) decreased paw licking time of animals only during the inflammatory
phase of the formalin test. Pretreatment of animals with the precursor of nitric oxide (L-
arginine, 600 mg/kg, i.p.), inhibitor of soluble guanylyl cyclase (methylene blue, 20 mg/kg,
i.p.), non-selective muscarinic antagonist (atropine, 1 mg/kg, i.p.) and GABAAa receptors
antagonist (bicuculline, 1 mg/Kkg, i.p.), do not reverted the antinociceptive effect of BS (200
mg/kg, i.p.) in the second phase of the formalin test. These data suggest that BS exerts
peripheral antinociceptive effect (anti-inflammatory), which mechanism seems in principle not
involve nitric oxide, cGMP, muscarinic cholinergic receptors or GABAA receptors. Further
studies are required to clarify the effect produced by bornyl salicylate.

Keywords: bornyl salicylate, salicylic acid derivative, antinociceptive effect, analgesia.
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1. INTRODUCAO

1.1. Dor e nocicepc¢ao

A dor, segundo a International Association for the Study of Pain (IASP), é conceituada
como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada ou relacionada a lesdo real
ou potencial dos tecidos, ou descrita em tais termos.

A dor é considerada o terceiro maior problema de saide nos Estados Unidos (EUA),
perdendo apenas para as doencas cardiovasculares e cancer (TOLLISON, 1987). Estima-se que
a dor seja responsavel por 70 milhdes de visitas médicas por ano nos EUA (TURK, 1992). No
Brasil, ela se manifesta em mais de 70% dos pacientes que procuram consultorios médicos
(TEIXEIRA, 1995).

Nos EUA aproximadamente 89 bilhdes de dodlares sdo destinados anualmente ao
tratamento, compensaces trabalhistas e litigios envolvendo doentes com dor crénica. Este
valor aumenta 150 bilhdes quando se considera os gastos indiretos (JENSEN, 1985). Além de
gerar estresses fisicos e emocionais e perda para os doentes e seus cuidadores, a dor € razdo de
fardo econdmico para a sociedade, servicos médicos e companhias de seguro (TEIXEIRA,
2001).

A perda da qualidade de vida do paciente com dor é o fator mais importante a ser
considerado. Segundo inquérito populacional realizado no Brasil, mais 1/3 da populagéo julga
que a dor crdnica compromete as atividades habituais e mais de 3/4 considera que a dor crbnica
limita as atividades recreacionais, relagdes sociais e familiares. Devido a dor, cerca de 50% a
60% dos doentes torna-se parcial ou totalmente incapacitado, transitéria ou permanentemente
(JENSEN, 1985).

A experiéncia dolorosa no ser humano resulta da interpretacdo do aspecto fisico-
quimico do estimulo nocivo e da sua interacdo com fatores emocionais e culturais individuais
que estejam de alguma forma relacionados a dor, tais como o humor, experiéncias anteriores,
crencas, atitudes, conhecimentos, significado simbolico atribuido a queixa dolorosa, entre
outros. Estes fatores interferem e modificam a percepcéo da informacdo inicial. A apreciagéo
da dor é uma experiéncia privada e subjetiva que ndo resulta apenas das caracteristicas da lesdo
tecidual (PIMENTA, 1999).

Por outro lado, a nocicepcao é definida como o mecanismo pelo qual os estimulos

periféricos nocivos sdo transmitidos ao sistema nervoso central (SNC), sem, no entanto,
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apresentar componente afetivo (ALMEIDA, 2006). Quando se estuda dor em animais de
laboratério, ndo se pode avaliar a subjetividade da dor, uma vez que os animais ndo verbalizam
suas sensacgdes (TJOLSEN, HOLE, 1997; PERL, 2007). Entretanto, a nocicepg¢édo desencadeia
no animal comportamentos tipicos, tais como morder ou lamber a area lesada, reflexo de retirar
a parte do corpo agredida e vocalizagdo (TJOLSEN, HOLE, 1997; LE BARS, 2001). Sendo
assim, os termos dor e analgesia, que caracterizam uma experiéncia subjetiva, sdo mais
adequadamente utilizados para o ser humano, enquanto que nocicepcao e antinocicepcao para
os animais (MILANO, 2008).

1.2. Classificacédo da dor

A dor pode ser classificada de varias maneiras. Considerando o critério temporal a dor
pode ser transitoria, aguda ou crénica.

A dor transitoria é produzida pela ativacdo de nociceptores presentes na pele ou em
outros tecidos na auséncia de dano tecidual. Esse tipo de dor surge para proteger o homem
contra danos fisicos ambientais ou lesdes no corpo (LOESER, 1999).

A dor aguda € uma resposta fisioldgica normal em resposta a um estimulo nocivo
(CARR; GOUDAS, 1999) tais como lesdes em tecidos ou 6rgdos, ocasionadas por inflamacao,
infeccdo, traumatismo ou outras causas. A sensacdo de dor é desencadeada pela ativacdo de
nociceptores presentes no local lesionado, tem duracdo inferior a 30 dias e é limitada a area
afetada, desaparecendo com a eliminacéo do estimulo nocivo (RIEDEL, 2001; BRASIL, 2012).

Quando a dor aguda € muito intensa ou persiste por um periodo prolongado, 0s
nociceptores podem vir a produzir um estado de hiperexcitabilidade persistente, deixando de
ser aguda e passando a ser classificada como dor cronica. Esta persiste por mais de 30 dias e
estd associada com processos patologicos cronicos ou decorrentes de lesdes do SNC ou
periférico (MERSKEY, 1994; ALMEIDA, ROIZENBLATT, 2004; BRASIL, 2012). A dor
cronica pode persistir apds a recuperacao da doenca ou leséo, geralmente ndo é bem localizada
e tende a ser macica, continua e recorrente (SMITH, 1986; VILELA FILHO, 1999).

Na classificagdo fisiopatologica a dor pode ser de trés tipos: a) dor de predominio
nociceptivo, b) dor de predominio neuropatico e c) dor mista. A dor de predominio nociceptivo,
ou simplesmente dor nociceptiva, ocorre por ativacao fisiologica de receptores da dor e esta
relacionada a lesdo de tecidos 0sseos, musculares ou ligamentares. Ja a dor neuropatica é

definida como dor iniciada por lesdo ou disfuncdo do sistema nervoso central ou periférico,
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sendo mais bem compreendida como resultado da ativacdo anormal da via da dor ou
nociceptiva, podendo, inclusive, ndo estar associada a qualquer lesdo detectavel. Quando ha
simultaneamente dor nociceptiva e neuropatica, classifica-se a dor como mista, sendo este o

tipo de dor mais frequente na pratica clinica (BRASIL, 2012).

1.3. Percepcéo da dor

A relacdo entre a ativacdo de nociceptores e a percepc¢do da dor envolve a ativacéo de
uma cascata de eventos que surge na periferia e é transmitido ao longo das vias sensoriais
(BASBAUM; JESSEL, 2000). Estes eventos sdo extremamente complexos, sendo o estimulo
inicial reconhecido por receptores especificos (nociceptores), que o convertem em potenciais
de acdo que, por sua vez, sdo transmitido até o SNC, onde ocorre o0 processamento da
transmissao e é gerada a percepc¢do da dor (MILLAN, 1999).

Os impulsos gerados na pele ou outras regides do organismo pela ativacdo dos
nociceptores séo transportados pelas fibras Aé e C até o corno dorsal da medula espinal. No
corno dorsal, os nociceptores fazem sinapses com interneurdnios e neurdnios de segunda
ordem. Os neurbnios de segunda ordem seguem 0 seu trajeto nas areas laterais da medula
espinal e projetam-se principalmente para o talamo, uma estrutura de substancia cinzenta logo
acima do tronco encefalico. O talamo possui células que se projetam para o coértex
somatossensorial do lobo parietal e para outras areas como o sistema limbico (neurénios de
terceira ordem). A percepc¢do da dor é um processo complexo, que normalmente resulta da
ativacdo de aferentes ndo-nociceptivos, bem como nociceptivos, e que pode ser alterada,
dependendo da situacdo, do estado mental da pessoa e de outros fatores. O SNC utiliza
projecdes eferentes no cérebro e na medula espinal para modular os sinais nociceptivos de

entrada e modificar, assim, a percepcdo da dor (Figura 1) (GOLAN, 2009).
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Figura 1: Visao geral do circuito nociceptivo (Fonte: GOLAN, 2009).

Os nociceptores sao extremamente heterogéneos e podem ser ativados por estimulos
térmicos (frio e calor), mecanicos (pressdo intensa) e quimicos (substancias irritantes),
diferindo quanto aos tipos de neurotransmissores que liberam e quanto aos receptores e canais
ibnicos que expressam, na velocidade de conducdo, nas suas propriedades de resposta ao
estimulo nocivo e sua capacidade de serem sensibilizados durante a inflamacdo, lesdo e doenca
(STUCKY; GOLD; ZHANG, 2001). Os nociceptores apresentam um limiar de ativa¢do maior
do que outros receptores sensoriais e respondem progressivamente, de acordo com a intensidade
do estimulo (MENSE, 1983; MILLAN, 1999). Eles podem ser encontrados em toda a superficie

da pele, mucosa, membranas, tecidos conectivos de 6rgéos viscerais, ligamentos e articulacdes,
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musculos, tenddes e vasos arteriais (MENSE, 1983; ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIK,
2004). As fibras sensoriais séo classificados de acordo com a estrutura, diametro e velocidade
de condugdao em trés tipos: C, Ad ¢ AP. A presenca de mielina aumenta a velocidade de
conducéo do impulso nervoso (Quadro 1) (JULIUS; BASBAUM, 2001).

Quadro 1: Diferentes tipos de neurbnios sensoriais primarios, responsaveis pela conduc¢éo do estimulo
nociceptivo da periferia ao SNC.

Tipos de fibras Aa e AB Aslell Cc
w @O
Mielinizacao Muita Pouca Ausente
Diametro (pm) 10 2-6 04-12
Velocidade de 30-100 1,2-30 05-2
conducao (m/s)
Temperatura N&o reconhece Tipo | > 53°C >43°C
Tipo Il > 43°C
Tipo de sinal Propriocepcéo Térmico, mecanico e Térmico, mecanico e
Toque leve quimico quimico

FONTE: Adaptado de Julius e Basbaum, (2001).

As fibras tipo C sdo nociceptores polimodais, pois respondem a estimulos térmicos,
quimicos e mecanicos. Elas sdo responsaveis por induzir as manifestacdes da dor cronica,
enquanto que as fibras tipo Ad sdo responsaveis por promover a sensagdo durante a dor aguda
e respondem a estimulos mecéanicos fortes, podem responder a estimulos térmicos e quimicos
desde que tenham sido previamente sensibilizadas (JULIUS; BASBAUM, 2001).

Os corpos celulares das fibras aferentes nociceptivas situam-se nos ganglios da raiz
dorsal, as fibras entram na medula espinhal através das raizes dorsais, terminando na substancia
cinzenta do corno posterior. O corno dorsal da medula espinhal é subdividido em seis camadas
distintas, nas quais 0s nociceptores chegam de maneira altamente organizada (Figura 2). Na
regido mais superficial composta pelas laminas | e Il (substancia gelatinosa) estdo localizados
neurdnios nociceptivos secundarios responsaveis principalmente pela recepgéo de informagdes
sinapticas de fibras Ad e C. As laminas III e IV estdo compostas por neurdnios que recebem,

em geral, aferéncias monossindpticas de fibras AP. A lamina V estd constituida
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predominantemente de neurdnios de amplo espectro dindmico que se projetam para o tronco
encefalico e para regides do talamo. Embora estes neurdnios recebam aferéncias
monossinapticas de fibras AP e A, muitos deles podem também receber aferéncias
nociceptivas de estruturas viscerais. Finalmente, os neurdnios da lamina VI recebem aferéncias
de fibras de grande didmetro de musculos e articulagGes, respondendo a estimulos ndo-nocivos
nas articulagdes. Acredita-se que estes Ultimos neurdnios ndo contribuam para a transmissao de
informacdo nociceptiva (BASBAUM; JESSEL, 2000; ALMEIDA, ROIZENBLATT, 2004).

AB myelinated
fibers

Ad myelinated

fibers Peptidergic

C fibers

Nonpeptidergic
C fibers

Q . 0 2
20
CR°) Y O.o Outer Iamma Il

Q0 000 o H
%06 oog:°°°° ) Inner lamina Il

0% o’ 000Q o PKCy* neurons
Laminae
i-1v

@) @ LaminaVv

Spinal cord

Figura 2: Conexdo entre fibras aferentes primarias e a medula espinhal (Fonte: BASBAUM, 2009).

O principal neurotransmissor excitatorio liberado pelos neurdnios aferentes primarios é
0 glutamato, um aminodcido excitatorio que tem um papel essencial na transmissdo da
informacdo nociceptiva para os neurénios do corno dorsal da medula espinhal (CHIZH, 2002;
OKUSE, 2007). A estimulacdo continua e a liberacdo sustentada de glutamato podem resultar
no desenvolvimento de um estado de hiperexcitabilidade de neurdnios nociceptivos, que se
manifesta clinicamente como hiperalgesia e alodinia (GOUDET, 2009).

Além do glutamato, diversos outros neurotransmissores, aminoacidos e neuropeptidios
exercem importante papel na modulagdo da transmissédo nociceptiva, tais como: aspartato,

taquicininas, substancia P, neurocicnina A e B, peptideo relacionado ao gene da calcitonina,
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colecistocinina, somtostatina, 6xido nitrico, prostaglandinas, galanina, encefalinas e endorfinas
(BREDER, 1996; MILLAN, 1999).

A informacéo nociceptiva, apés ter alcancado a medula espinhal, deve ser conduzida até
o0 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, formagdo reticular, complexo amigdaldide, nlcleo septal e hipotdlamo (WILLIS;
WESTLUND, 1997; MILLAN, 1999).

O talamo representa a principal estrutura de controle das informacGes sensoriais
destinadas ao cortex, estando envolvida em diversas fungoes, entre elas, recepcao, integracao 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).

Muitos trabalhos destacam o papel do sistema descendente (do tronco encefélico para o
corno dorsal) de controle enddgeno da dor (MILLAN, 2002; VANEGAS; SCHAIBLE, 2004).
As vias descendentes podem modular a nocicepcdo interagindo com alguns elementos
neuronais no corno dorsal da medula: terminacGes das fibras aferentes primarias, neurdnios de
projecdo, interneurdnios inibitorios e excitatorios e terminagdes de outras vias descendentes
(WILLIS, 1997; MILLAN, 1999).

Dentre as vias descendentes, destacam-se as vias noradrenérgica, serotoninérgica,
dopaminérgica, opioidérgica e colinérgica. E importante ressaltar que o sistema descendente de
controle da dor é bastante complexo, sendo que um mesmo neurotransmissor pode exercer tanto
acOes inibitérias quanto facilitatérias, dependendo do local onde é liberado (MILLAN, 2002;
MARKS, 2009).

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

1.4. Farmacoterapia da dor
O alivio ou o cessar da dor, sem perda de consciéncia, pode ser obtido pelo uso de

analgésicos, que podem ser divididos em analgésicos periféricos, ou seja, farmacos anti-

inflamatorios ndo esteroidais, que atuam diminuindo a sensibilizacdo das fibras aferentes
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primarias; e de acdo central, que tém como caracteristica aumentar o limiar neuronal ao
estimulo nocivo ou até mesmo erradicar a sensacao dolorosa (ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006).

Os opioides sdo os analgeésicos de acdo central mais eficazes e frequentemente utilizadas
para o alivio da dor moderada a intensa (ROZISKY, 2010). A morfina, por exemplo, exerce
seus efeitos mimetizando substancias de ocorréncia natural, chamadas endorfinas. A maioria
dos opidides em uso clinico sdo agonistas relativamente seletivos dos receptores pu (acoplados
a proteina G;i) que, ao serem ativados, promovem hiperpolariza¢do do potencial de membrana
e impedem a transmissao do estimulo nociceptivo ao SNC (GUTSTEIN, 2010).

Embora sejam consideravelmente efetivos no alivio da dor, os opioides atingem uma
ampla variedade de sistemas fisiologicos. Além de produzirem analgesia, afetam o humor, o
comportamento de recompensa e alteram as funcdes respiratoria, cardiovascular, gastrintestinal
e neuroenddcrina, além de induzir tolerancia e dependéncia fisica e psiquica (GUTSTEIN,
2010).

Os farmacos de primeira escolha para o tratamento das dores nociceptiva e mista sdo 0s
anti-inflamatorios nao-esteroidais (AINES) (BRASIL, 2012). Estes farmacos agem através da
inibicdo da atividade das cicloxigenases (COX-1 e COX-2), enzimas responsaveis pela
producdo de prostaglandinas e tromboxanos a partir do acido araquidénico (VANE, 2003).

Segundo dados do IMSHealth, entre os produtos analgésicos comercializados no Brasil
em 2001, merecem destaque a dipirona, o paracetamol e o acido acetilsalicilico (AAS). A
dipirona é o principal analgésico da terapéutica brasileira ocupando 31,8% do mercado, 0
paracetamol 29,7% e o AAS em terceiro lugar, com 27,1% (VILARDAGA, 2001).

O AAS foi sintetizado em 1887 na Alemanha, baseado nas propriedades anti-
inflamatorias do &cido salicilico, que foi extraido das cascas do salgueiro (Salix alba) em 1828.
Ele tem sido utilizado desde 1889 e é a droga mais comercializada no mundo. Age através da
acetilacdo inespecifica e irreversivel da COX (JACK, 1997).

Os AINES, embora bastante utilizados para o alivio da dor, possuem varios efeitos
indesejaveis que podem comprometer a qualidade do tratamento. Estes farmacos podem
provocar danos hepaticos, gastrintestinais, renais, cardiovasculares, respiratérios e
hemostaticos (DUGOWSON, 2006).

Alguns farmacos agem como adjuvantes no tratamento da dor, séo aqueles que ndo tém
indicagdo analgésica priméria, mas, podem atuar como analgésicos em circunstancias bem
definidas. Os principais grupos desta classe incluem antidepressivos, anticonvulsivantes,
ansioliticos e antipsicéticos (REITAN, 1996; BRAINER-LIMA, 1997). Sdo farmacos
indicados para o tratamento da dor neuropatica (BRASIL, 2012).
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A pesquisa por novos analgésicos tem sido prioridade para farmacologistas e industria
farmacéutica, na tentativa de obter medicamentos mais eficazes e reduzir os efeitos colaterais
(ALMEIDA, OLIVEIRA, 2006). Apesar da variedade de substancias e do avanco no
desenvolvimento das terapias de controle da dor, ainda hd uma necessidade urgente de
analgésicos potentes, principalmente para os casos de dores crénicas (CALIXTO, 2000; LIRA,
2001).

1.5. Produtos naturais e sintéticos potencialmente analgésicos

O uso de produtos naturais com propriedades terapéuticas é tdo antigo quanto a
civilizagdo humana e, por um longo tempo, produtos minerais, vegetais e animais foram as
principais fontes de drogas. Nos Gltimos anos, houve um interesse crescente na busca de terapias
alternativas e no uso de produtos naturais, especialmente aqueles derivados de plantas (RATES,
2001).

Cerca de 25% das drogas prescritas no mundo sdo provenientes de plantas. Das drogas
consideradas como bésicas e essenciais pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 11% sao
exclusivamente de origem vegetal e um nimero significante sdo drogas sintéticas obtidas de
precursores naturais (RATES, 2001). Nas dltimas décadas, companhias farmacéuticas tém se
interessado em investigar plantas como fontes de novos agentes terapéuticos com eficécia,
seguranca e qualidade comprovada (GROPPO, 2008).

Em um artigo de revisdo Almeida e Navarro (2001) identificaram 210 espécies vegetais
de 79 familias cujos extratos apresentaram efeitos analgésicos em ratos e camundongos. Estes
dados mostram o potencial das plantas como fonte de drogas com efeitos analgésicos.

A atividade farmacoldgica de plantas ocorre predominantemente em funcdo do seu
conteddo de metabdlitos secundarios. Embora a importancia dos metabolitos primarios néo seja
descartada, o elevado numero e a grande diversidade dos metabdlitos secundarios vegetais tém
despertado o interesse de pesquisadores de varios campos da ciéncia que veem neles uma fonte
promissora de novas moléculas Uteis ao homem, principalmente do ponto de vista farmacéutico.
Os principais metabdlitos secundarios vegetais sdo: alcaloides, taninos, flavonoides, lignanas,
cumarinas, terpenoides, antraquinonas, esterois, entre outros (SANTOS, 2004).

Para exemplificar essa grande diversidade, pode-se citar o caso de Catharanthus roseus
(L.) G. Don. (vinca), da familia Apocynaceae, que, apenas no que diz respeito aos alcaloides, é
capaz de produzir e acumular mais de 90 compostos diferentes, entre eles vimblastina e

vincristina, utilizados como agentes antitumorais (ROBBERS, 1996).
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Entre os metabolitos secundarios com potenciais efeitos farmacoldgicos destacam-se 0s
terpenoides, que formam uma grande familia de compostos derivados de moléculas de isopreno,
sendo estas constituidas por 5 atomos de carbono (C5) (Figura 3). Eles séo classificados de
acordo com o numero de unidades isoprénicas em hemitertenos (C5), monoterpenos (C10),
sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), sesterpenos (C25), triterpenos (C30) e tetraterpenos
(C40). Séo exemplos de monoterpenos o linalol e o borneol (Figura 3) (SOUSA, 2011).

OH

P “

OH

Isopreno Linalol Borneol

Figura 3. Estruturas quimicas do isopreno, linalol e borneol.

Sousa (2011) fez um levantamento de 43 substancias com a atividade analgésica em
roedores e destacou que 27 delas sdo monoterpenos e 8 sesquiterpenos. O autor destaca o
potencial deste grupo de produtos naturais como fonte de drogas analgésicas e enfatiza que a
similaridade estrutural entre as substancias pode servir de base para a obtencdo de compostos
com efeitos farmacolégicos melhorados.

Embora novas estratégias para a obtencdo de moléculas com potenciais terapéuticos
tenham surgido nas ultimas décadas, é inquestionavel a importancia dos estudos de
modificagdes moleculares e experimentos com animais na descoberta de novas drogas
(KUBINYI, 2005).

Os progressos alcancados pela quimica medicinal sintética nas Ultimas décadas
mudaram o panorama da terapéutica moderna, fazendo com que extratos vegetais brutos de
composi¢do quimica complexa fossem substituidos por substancias puras, de composicao e
estruturas quimicas definidas. Atualmente, cerca de 85% dos farmacos disponiveis no mercado
séo de origem sintética (BARREIRO, 2001).

A partir de entdo, a procura e o planejamento racional de novas drogas de origem

sintética ou semi-sintética foi intensificada, dando um grande impulso a Quimica Medicinal,
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ciéncia que trata da concepcdo, descoberta, planejamento, identificacdo e preparacdo de agentes
biologicamente ativos, assim como o conhecimento, a nivel molecular, do metabolismo, das
interacdes com receptores que determinam a atividade bioldgica e da construcdo de relagdes
estrutura-atividade (PATRICK, 1997).

Uma premissa central da quimica medicinal é o principio da similaridade, que afirma
que moléculas estruturalmente similares apresentam atividades bioldgicas similares. Esta ideia
tem levado muitos pesquisadores a fazerem grandes descobertas, a exemplo de Felix Hoffman,
que, através da acetilacdo do acido salicilico, produziu o farmaco que atualmente é o mais
vendido do mundo, o AAS (MARTIN, 2002).

O grupo farmacoférico de uma molécula bioativa corresponde a disposi¢do
tridimensional de grupos doadores e receptores de hidrogénio, grupos lipofilicos e aromaticos
no espaco, de maneira que este conjunto possa interagir com o sitio de ligacdo de uma proteina
alvo para promover o efeito bioldgico (KUBINYI, 2005).

Uma das estratégias de sucesso da Quimica Medicinal é a sintese de compostos hibridos,
nos quais dois grupos farmacoféricos de compostos com atividades biologicas conhecidas séo
unidos em uma Unica molécula (CAPIM, 2013). Um exemplo de éxito desta abordagem, foi a
descoberta da droga hibrida Benorylate, usada como anti-inflamatdria e antipirética (CARDOE,
1970). Esta droga foi preparada pela esterificacdo do AAS com o paracetamol, tendo
apresentado um efeito mais prolongado e menos efeitos colaterais que o AAS, principalmente
na irritacdo gastrica e hemorragias (BAIN, 1970).

Capim 2012 evidenciou o efeito antinociceptivo in vivo do alcool (%)-cis-4-chloro-6-
(naphthalen-1-yl)-tetrahydro-2H-pyran-2-yl)metanol. Este mesmo autor, no ano seguinte
(CAPIM, 2013), sintetizou seis hibridos deste lcool com varios AINES ja utilizados na clinica,
incluindo o AAS. Todos os hibridos apresentaram poténcias farmacoldgicas superiores as suas
respectivas drogas precursoras, destacando-se o hibrido do diclofenaco, que apresentou efeito
antinociceptivo 10 vezes superior.

O é4cido salicilico possui efeitos analgésico, anti-inflamat6rio e antipirético descritos
desde 1835, poréem este farmaco irritava intensamente o estdbmago e tinha um sabor muito
desagradavel, sendo substituido pelo AAS em 1897 (JACK, 1997). Estudos tém demonstrado
que substancias derivadas do &cido salicilico, incluindo seus ésteres, tém apresentado efeitos
farmacologicos semelhantes ao seu precursor (THOMAS, 2006).

O (-)-borneol é um monoterpeno biciclico encontrado nos éleos essenciais de muitas
plantas medicinais, incluindo Valeriana officinalis, Matricaria chamomilla and Lavandula

officinalis, tradicionalmente utilizadas para aliviar sintomas de ansiedade, fadiga e insénia. O
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borneol pode provocar analgesia e anestesia. E um agonista parcial de receptores GABAA, com
poténcia anestésica similar ao etomidato e superior ao diazepam (PASSOS, 2009). O uso do
borneol, por vezes citado como canfora de Borneo na medicina tradicional chinesa (LEWIS,
2008) foi descrito hd mais de um século como estimulante afrodisiaco e em condicOes
inflamatorias oftalmicas. Inibe receptores colinérgicos nicotinicos e apresenta uma grande
quantidade de efeitos sobre 0 SNC de mamiferos (PARK, 2003; STOCKMAN, 1888). Silva-
Filho (2011) estudou o efeito vasorrelaxante in vitro através do bloqueio de canais de Ca?
voltagem-dependentes. Estudo recente demonstrou que o borneol apresenta um efeito duplo
sobre o cérebro de camundongos, inicialmente aumentando e depois diminuindo a
excitabilidade neuronal (LI, 2012). Wang (2009) demonstrou o efeito antinociceptivo central
do borneol no teste da placa quente.

Baseando-se no principio da similaridade entre compostos e no sucesso das estratégias
de modificagdo molecular de substancias biologicamente ativas, surgiu o interesse de investigar
se a hibridizacdo do &cido salicilico com o monoterpeno (-)-borneol geraria um produto com

efeitos farmacoldgicos Uteis para o tratamento da dor.

1.6. Salicilato de bornila

O salicilato de bornila (SB) é um derivado salicilico obtido facilmente pela esterificacdo

do acido salicilico com o monoterpeno (-)-borneol (Figura 4).

0" 0 0
SO,CI
dioxano
HO refluxo 1h O’H
Acido salicilico (-)-Borneol Salicilato de bornila

Figura 4. Obtencdo do salicilato de bornila a partir da esterificagdo do &cido salicilico com o monoterpeno (-)-

borneol.

A primeira aplicacéo terapéutica do salicilato de bornila foi registrada em 1904 (The
British Medical Association). Nessa época, conhecido por Salit™ (Tenneco®), era usado na
forma de uma emulsdo topica para tratar reumatismo e neuralgia (FOOD AND DRUGS
ANALYSIS, 1914; THOMAS, 2000). O SB ja foi usado em varios medicamentos na forma de
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géis, linimentos e unguentos de uso topico para o tratamento de dores musculo-esqueléticas e
articulares. Atualmente apenas a emulséo topica denominada Hygiodermil® (Vifor Fribourg)
contém SB e € utilizada clinicamente para aliviar irritacdes na pele.

Estudo recente realizado na Universidade Federal da Paraiba demonstrou o efeito anti-
inflamatério do SB em modelos de inflamagdo aguda em camundongos (VASCONCELOS,
2012). Embora haja evidéncias de sua utilizagdo em humanos, ndo ha estudos clinicos
randomizados que comprovem os efeitos farmacoldgicos dessa substancia.

Baseado nos trabalhos que apresentam o &cido salicilico, o borneol e o éster formado
por ambos como substancias potencialmente analgésicas e promissoras para o tratamento da
dor, este estudo investigou o efeito antinociceptivo do salicilato de bornila, bem como seus
possiveis mecanismos, utilizando modelos comportamentais de nocicepcdo aguda em

camundongos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

e Avaliar o efeito antinociceptivo do salicilato de bornila em modelos comportamentais

de nocicepcao aguda em camundongos.

2.2. Objetivos especificos

e Avaliar os efeitos do salicilato de bornila sobre o SNC de camundongos;

e Avaliar o efeito antinociceptivo do salicilato de bornila;

e Caracterizar o efeito antinociceptivo a nivel central ou periférico;

e Investigar a participacdo de NO, GMPc, receptores colinérgicos muscarinicos e

receptores GABAA na antinocicepgéo induzida pelo salicilato de bornila.



MATERIAL
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3. MATERIAL

3.1. Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) machos albinos da linhagem Swiss,
com 2 a 3 meses de idade, pesando entre 25 e 35 g, provenientes do Biotério Prof. Dr. Thomas
George do Centro de Biotecnologia da Universidade Federal da Paraiba.

No biotério, os animais foram alojados em gaiolas de polietileno, contendo 20
camundongos cada, mantidos sob condi¢cdes monitoradas de temperatura equivalente a 21 *
1°C. Os animais tiveram livre acesso a uma dieta controlada a base de racdo tipo pellets
(Purina®) e agua disponivel em garrafas de polietileno com bicos de inox, encaixadas na parte
superior da grade metalica da gaiola. Os mesmos foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12
horas, sendo a fase clara de 6 as 18 horas.

Todos os animais foram utilizados uma Unica vez, sendo sacrificados por deslocamento

cervical, realizado por técnico habilitado ao final de cada experimento.

3.2. Condicdes experimentais

Todos os testes foram realizados no Setor de Experimentacdo Comportamental do
Biotério Prof. Dr. Thomas George do CBiotec/UFPB no periodo compreendido entre as 12 e
17h. Os animais eram identificados (por meio de marcacGes feitas em sua cauda com caneta
hidrografica) e separados em grupos de, no maximo, 5 animais por gaiola.

Aproximadamente 1 hora antes do inicio dos experimentos os animais eram pesados e
transferidos para o local de realizacdo dos testes, a fim de permitir sua ambientalizacdo e
minimizar o estresse provocado pela exposicdo a um novo ambiente. Tanto a bancada quanto
os aparelhos utilizados durante os testes eram higienizados previamente com alcool 70°GL, e
no decorrer do experimento, apds a observacdo de cada animal, era utilizado alcool 10°GL para
limpar os aparelhos e eliminar odores que pudessem interferir no comportamento dos animais.

Todos os procedimentos experimentais foram analisados e previamente aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do CBiotec/UFPB, sob a certiddo n° 0104/13.
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3.3. Substéancias utilizadas

e Acido acético (Reagen — Brasil);

e Agua destilada (CBiotec / UFPB);

e Azul de metileno (Sigma — E.U.A));

e Bicuculina (Sigma—E.U.A));

e Cloridrato de morfina (Merck — EUA);
e Etanol (Vetec — Brasil);

e Formaldeido 37% (Vetec — Brasil);

e L-arginina (Sigma - E.U.A));

e L-NOARG (Sigma-E.U.A));

e Salicilato de bornila (Laboratério de Quimica Organica Sintética / CBiotec / UFPB);
e Sulfato de atropina (Sigma - EUA);

e Tween 80 (polioxetileno sorbitano monoleato) (Vetec — Brasil).
3.4. Aparelhagem
3.4.1. Aparelho utilizado no teste da formalina
Este aparato, desenvolvido no Laboratério de Psicofarmacologia/CCS/UFPB, é
formado por um encaixe de metal que forma uma caixa triangular em angulo de 45°, com 0s

lados e altura medindo 25 cm cada, sendo duas paredes espelhadas e uma de vidro transparente,
dando ao observador um maior campo de viséo (Figura 5).
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Figura 5. Aparelho utilizado no teste da formalina.

3.4.2. Aparelho utilizado no teste da placa quente

A placa quente (modelo 7406 — LE) permite avaliar a atividade de drogas
antinociceptivas por meio de um aparelho cuja temperatura de sua placa, localizada na
superficie superior, pode ser controlada entre 45 e 62°C, em incrementos de 0,1 °C. Neste
aparelho, um crondmetro acoplado € ativado por um pedal externo, permitindo a medida precisa
do tempo de reagéo do animal ao estimulo térmico. Acoplado a placa, ha um cilindro de acrilico

transparente, que isola o animal para observacao sobre o aparelho (Figura 6).

Figura 6. Aparelho utilizado no teste da placa quente



METODOS




37

4. METODOS

4.1. Obtencao do salicilato de bornila

O salicilato de bornila foi produzido a partir da reacdo de esterificacdo entre o acido
salicilico e o (-)-borneol. Em um baldo de fundo redondo, adicionou-se 1 g de acido salicilico,
1,12 g de (-)-borneol e 30 mL de dioxano, formando uma solucdo incolor. Posteriormente, foi
adicionado 0,5 mL de cloreto de tionila. A mistura foi entéo levada ao condensador de refluxo
em manta aquecedora, onde foi mantida por 1h. Apds o tempo de reacdo, o dioxano foi
eliminado em rotaevaporador e o residuo foi filtrado em coluna de silica gel usando como
eluente uma mistura hexano/acetato 90/10. Obteve-se 1,99 de salicilato de bornila na forma de
um liquido aromatico amarronzado (VASCONCELOS, 2012).

O salicilato de bornila foi preparado e gentilmente cedido pelo Laboratorio de Quimica

Organica Sintética / CBiotec / UFPB, sob a coordenacdo do Prof. Dr. Luis Cezar Rodrigues.

4.2. Tratamento dos animais

Para a utilizacdo nos experimentos, o salicilato de bornila foi emulsificado em agua
destilada com 5% de Tween 80 e administrado com seringas e agulhas adequadas na proporc¢éo
de 0,1 mL/10g de peso corporal. Os grupos controle receberam somente o veiculo da preparacao
(5% de Tween 80 em agua destilada) na mesma propor¢do dos grupos experimentais.

4.3. Triagem farmacolégica comportamental

A triagem farmacolégica comportamental, descrita por Almeida em 1999, é uma
metodologia preliminar para avaliar o possivel efeito de drogas sobre o SNC. Neste protocolo
experimental sdo estabelecidos alguns critérios comparativos para uma serie de
comportamentos, que na sua maioria sdo exibidos normalmente pelos animais, de forma que
ocorrendo qualquer alteracdo comportamental em decorréncia de tratamentos é possivel inferir
uma relagdo com atividade no sistema nervoso. Essas alteracbes podem indicar efeitos
estimulantes ou depressores do SNC, bem como efeitos sobre o SNA, permitindo o
direcionamento do estudo farmacoldgico para testes mais especificos (ALMEIDA et al., 1999).

Os animais foram divididos em 4 grupos de 8 animais cada. Um grupo foi tratado com
0 SB 200 mg/kg por via oral, outro recebeu a mesma dose por via intraperitoneal, sendo 0s
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grupos controles tratados com o veiculo (Tween 80 a 5% em &gua destilada, i.p. e v.0.). Em
todos os tratamentos o volume da solugdo administrada foi de 0,1 mL/10g de peso corporal. As
alteracbes comportamentais foram registradas continuamente até 30 min ap0s os tratamentos e
nos intervalos de 60, 120, 180 e 240 min, conforme protocolo padronizado (Quadro 2)
(ALMEIDA, 2006). O namero de mortes também foi registrado em até 72 horas apos as

administragoes.



Quadro 2. Protocolo experimental da triagem farmacoldgica comportamental.
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ATIVIDADE
FARMACOLOGICA

Quantificacdo dos efeitos

(0) sem efeito, (-) efeito diminuido, (+) efeito presente, (++) efeito

intenso

até 30 min

1h

2h

3h

4h

1-SNC

a — Estimulante
Hiperatividade
Irritabilidade
Agressividade
Tremores
Convulsées
Piloeregéo
Movimento intenso das
vibrissas

Qutras

b — Depressora

Hipnose

Ptose

Sedacdo

Anestesia

Ataxia

Reflexo do endireitamento
Catatonia

Analgesia

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

Bocejo excessivo
Limpeza

Levantar

Escalar

Vocalizar

Sacudir a cabeca
Contorcdes abdominais
Abducéo das patas do trem
posterior

Pedalar

Estereotipia

2 - SN AUTONOMO
Diarréia

Constipacéo

Defecagdo aumentada
Respiracédo forgada
Lacrimejamento

Miccdo

Salivacdo

Cianose

Tono muscular

Forca para agarrar

3- MORTE

Fonte: Almeida (2006).
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4.4. Teste das contorc6es abdominais induzidas por acido acético

Este teste baseia-se no fato de que a administracdo de uma solugdo diluida de &cido
acetico por via intraperitoneal em camundongos promove irritacdo nesta regido, com
estimulacao de nociceptores, provocando nos animais um comportamento atipico, denominado
contor¢do abdominal. Trata-se de uma onda de contra¢do dos musculos abdominais em direcdo
caudal, as vezes acompanhada de tor¢do do tronco e seguida da extensdo das patas posteriores
(KOSTER, 1959). De um modo geral, drogas com propriedades analgésicas reduzem o nimero
ou até mesmo inibem esse comportamento (COLLIER, 1968).

Cinco grupos de 8 animais cada foram tratados, por via intraperitoneal, com o SB nas
doses de 50, 100 e 200 mg/kg, morfina (10 mg/kg) e veiculo (Tween 80 a 5% em agua
destilada), todos administrados com o volume de 0,1 mL de solucdo/10g de peso corporal.
Transcorridos 30 minutos, os animais receberam também por via intraperitoneal uma solucao
de &cido acético 1% (0,1 mL/10g de peso corporal), sendo registrado o tempo de laténcia para
0 surgimento da primeira contor¢do e nimero total de contor¢fes ocorridas no intervalo de 5 a

15 minutos ap0s o tratamento com o acido acético.

4.5. Teste da formalina

Este teste foi descrito para camundongos por Hunskaar e Hole (1987) e consiste em
quantificar a resposta comportamental do animal a um estimulo nociceptivo quimico de
intensidade moderada e persistente. Uma solucdo diluida de formalina é injetada na regido
subplantar do camundongo e este responde ao estimulo em duas fases distintas. A primeira fase
ocorre imediatamente apos a injecdo da formalina e dura cinco minutos, periodo no qual ocorre
estimulacdo quimica direta de nociceptores (resposta neurogénica). A segunda fase comeca 15
minutos apo6s a injecdo e dura cerca de 15 minutos, sendo a resposta nociceptiva mediada pela
inflamacdo gerada na regiéo intraplantar.

Cinco grupos de 8 animais cada foram tratados, por via intraperitoneal, com o SB nas
doses de 50, 100 e 200 mg/kg, morfina (10 mg/kg) e veiculo (Tween 80 a 5% em agua
destilada), todos administrados com o volume de 0,1 mL de solu¢do/10g de peso corporal.
Transcorridos 30 minutos, os animais receberam uma injecdo de 20 pL de formalina 2,5%
(formaldeido 0,93% em salina) na regido subplantar da pata posterior direita. O tempo de
lambida da pata foi cronometrado em segundos no intervalo de 0-5 minutos apos a injecéo para

a primeira fase e no intervalo de 15-30 minutos para a segunda fase.
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Este teste baseia-se no fato de que drogas analgésicas com acgdo sobre 0 SNC diminuem
o tempo de lambida da pata nas duas fases do teste, enquanto drogas de agdo periférica (anti-

inflamatorias) diminuem o tempo de lambida apenas na segunda fase (TJJLSEN, 1992).

4.6. Teste da placa quente

Este teste foi inicialmente proposto por Woolfe e MacDonald (1944) e posteriormente
modificado por Eddy e Leimback (1953). Consiste em colocar os animais sobre uma placa
aquecida a 53 = 1,0 °C e quantificar o tempo que 0os mesmos levam para responder ao estimulo
térmico, sendo os comportamentos de pular ou lamber as patas traseiras indicativos de
nocicepc¢do. Drogas analgésicas com efeito sobre o0 SNC aumentam o tempo de resposta dos
animais ao estimulo aplicado.

No dia anterior a execu¢do do experimento os animais foram submetidos a placa quente
e foram selecionados, de modo que apenas aqueles animais com resposta nociceptiva inferior a
15 segundos foram utilizados no teste.

No dia do teste os animais foram divididos em cinco grupos de 8 animais cada.
Inicialmente, a resposta nociceptiva foi verificada antes de qualquer tratamento (leitura basal).
Em seguida, os animais foram tratados, por via intraperitoneal, com o SB nas doses de 50, 100
e 200 mg/kg, morfina (10 mg/kg) e veiculo (Tween 80 a 5% em &gua destilada), todos
administrados com o volume de 0,1 mL de solucdo/10g de peso corporal. O tempo de resposta
ao estimulo térmico foi quantificado nos intervalos de 30, 60 e 120 minutos ap0s 0s tratamentos.
Os animais permaneceram na placa quente por um periodo maximo de 30 segundos para evitar
leséo tecidual (ALMEIDA, 2006).

4.7. Investigacdo dos possiveis mecanismos envolvidos no efeito antinociceptivo do

salicilato de bornila

Apbs verificar que o salicilato de bornila apresentou atividade antinociceptiva,
conforme os resultados obtidos anteriormente, foram investigados 0s possiveis mecanismos
pelos quais o salicilato de bornila estaria exercendo o efeito encontrado. Estes estudos
basearam-se na utilizacdo de ferramentas farmacologicas que atuam especificamente em
receptores e enzimas envolvidas na transmissdo da dor. Foram utilizados diferentes

antagonistas, substratos e inibidores enzimaticos em doses ja descritas na literatura.
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A participacdo da via envolvida no efeito antinociceptivo do salicilato de bornila foi
confirmada quando um determinado blogqueador provocou a reversdo do efeito inicialmente
observado. Para a realizacdo desta investigacao, foi selecionado o teste da formalina por ser um
teste mais especifico para drogas com perfil anti-inflamatorio. A dose de 200 mg/kg de
salicilato de bornila foi escolhida para dar continuidade aos estudos, pois apresentou os efeitos

mais significativos no modelo utilizado.

4.7.1. Possivel participacdo do sistema L-arginina-oxido nitrico

Com o objetivo de evidenciar a participacdo do sistema L-arginina - 6xido nitrico na
atividade antinociceptiva do salicilato de bornila (SB), grupos de 8 camundongos foram
tratados com: veiculo (Tween 80 5%, i.p.), SB (200 mg/Kkg, i.p.), com o inibidor da sintese de
oxido nitrico N®—nitro-L-arginina (L-NOARG, 50 mg/kg, i.p.) ou com o precursor do 6xido
nitrico, a L-arginina (600 mg/kg, i.p.). Outros dois grupos foram injetados, inicialmente, com
L-arginina e, apés 15 minutos, receberam SB ou L-NOARG (SALVADORI, 2013). Trinta
minutos apo6s os tratamentos, os animais foram submetidos ao teste da formalina, conforme

metodologia ja citada.

4.7.2. Possivel participagdo da via guanosina-3’5’-monofostato ciclico (GMPc)

Para a investigacdo do envolvimento do sistema guanosina-3’5’-monofostato ciclico
(GMPc) na resposta antinociceptiva do salicilato de bornila, utilizou-se o azul de metileno, um
blogueador desta via. Dois grupos contendo 8 camundongos foram tratados com veiculo
(Tween 80 5%, i.p.) ou SB (200 mg/kg, i.p.). Outros dois grupos foram pré-tratados com azul
de metileno (20 mg/kg, i.p.), 15 minutos antes das respectivas administra¢fes do veiculo ou do
SB (PERIMAL, 2011). Transcorridos 30 minutos, os animais foram submetidos ao teste da

formalina, como ja descrito anteriormente.

4.7.3. Possivel participacdo dos receptores colinérgicos muscarinicos

Para evidenciar a participacdo do sistema colinérgico na antinocicep¢do induzida pelo
salicilato de bornila, dois grupos de 8 animais foram tratados com veiculo (Tween 80 5%, i.p.)
ou SB (200 mg/kg, i.p.). Outros dois grupos foram pré-tratados com o antagonista nao-seletivo

de receptores colinérgicos muscarinicos atropina (1 mg/kg, i.p.), 15 minutos antes dos
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respectivos tratamentos com veiculo e SB (HESS, 2006). Transcorridos 30 minutos, 0s animais

foram submetidos ao teste da formalina.

4.7.4. Possivel participacdo dos receptores GABAA

Visando investigar o envolvimento do sistema GABAEérgico no efeito antinociceptivo
do salicilato de bornila, dois grupos de 8 animais foram tratados com veiculo (Tween 80 5%,
i.p.) ou SB (200 mg/kg, i.p.). Outros dois grupos foram pré-tratados com bicuculina (1 mg/kg,
I.p.), antagonista seletivo de receptores GABAAa, 15 minutos antes dos respectivos tratamentos
com veiculo e SB (HESS, 2006). Transcorridos 30 minutos, os animais foram submetidos ao

teste da formalina.

4.8. Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados no programa GraphPad Prism 6.0. Foram utilizados
o teste de Kruskal-Wallis seguido pelo Post Hoc de Dunn’s para medidas ndo paramétricas e
ANOVA seguido pelo Post Hoc de Sidak para medidas paramétricas. Os resultados sdo

expressos como meédia + e.p.m., sendo considerados significativos quando p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Triagem farmacolégica comportamental

Os resultados obtidos na triagem farmacoldgica comportamental constam na tabela 1.

Tabela 1. Efeitos do SB na triagem farmacoldgica comportamental em camundongos (n=8)

Dose Alteracoes comportamentais
(mg/kg) 30 min 60 min 120 min 240 min
SB 200 v.o. 0) 0) (0) 0)
(--) ambulacéo (--) ambulacéo
SB 200 i.p. (-) levantar (-) levantar 0) 0)
(-) tempo de autolimpeza | (-) tempo de autolimpeza

(0) efeito ausente, (-) efeito diminuido, (--) efeito muito diminuido, (+) efeito presente, (++) efeito intenso

A administracdo de 200 mg/kg de SB por via oral (v.0.) em um grupo de 8 camundongos
ndo promoveu alteragdes comportamentais visiveis desses animais em relagdo ao grupo
controle. No entanto, a mesma dose administrada por via intraperitoneal (i.p.) diminuiu a
ambulagdo, o comportamento de levantar e 0 tempo de auto-limpeza, sendo estes efeitos
evidenciados aos 30 e 60 minutos ap6s a administracdo, ndo sendo mais observados nos
intervalos de tempo subsequentes. Ndo houve mortes no periodo de até 72 horas apds os

tratamentos.

5.2. Teste das contor¢bes abdominais induzidas por acido acético

O SB nas doses de 100 (589,8 + 93,0 s) e 200 mg/kg (838,6 £ 41,2 s) e a morfina (817,1
+82,9 s) aumentaram o tempo de laténcia para a primeira contorcdo em relacdo ao grupo
controle (242,1 + 8,1 s). Na dose de 50 mg/kg (456,3 = 99,4 s) ndo houve diferenca

estatisticamente significativa (Figura 7).
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10001

Laténcia (seg)

Figura 7. Efeito do SB (50, 100 e 200 mg/Kkg, i.p.) e morfina (10 mg/kg, i.p.) sobre a laténcia para a primeira
contorgdo induzida por &cido acético. Os valores sdo expressos em média + e.p.m. (n=8). (Kruskal-Wallis seguido
pelo Post Hoc de Dunn’s). *p<0,05 e ***p<0,001 versus grupo controle.

O SB nas doses de 100 (3,9 = 1,3) e 200 mg/kg (0,5 = 0,3) diminuiu 0 numero total de
contorcBes em relacdo ao grupo controle (21,3 £ 3,1). Efeito semelhante foi observado para a

morfina (2,9 £ 2,9), mas néo para o SB na dose de 50 mg/kg (10,5 + 2,9) (Figura 8).
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Figura 8. Efeito do SB (50, 100 e 200 mg/kg, i.p.) e morfina (10 mg/kg, i.p.) sobre o nimero total de contorgées
abdominais induzidas por acido acético. Os valores sdo expressos em média + e.p.m. (n=8). (Kruskal-Wallis
seguido pelo Post Hoc de Dunn’s). *p<0,05 e ***p<0,001 versus grupo controle.
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5.3. Teste da formalina

Nenhuma das doses do SB testadas (50: 75,3 £ 6,2 s; 100: 66,6 = 6,4 s e 200 mg/Kkg:
61,3 £6,1 s) alterou significativamente o tempo de lambida da pata dos animais em relagéo ao
grupo controle (78,9 £ 8,1 s) na fase neurogénica do teste da formalina. Somente a morfina

diminuiu este parametro (50,1 + 6,8 s) (Figura 9).

Fase Neurogénica

100 7

80 7 —l_
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40 1
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Tempo de lambida (seg)

Figura 9. Efeito do SB (50, 100 e 200 mg/kg, i.p.) e morfina (10 mg/kg, i.p.) na fase neurogénica do teste da
formalina. Os valores sdo expressos em média + e.p.m. (n=8). (Kruskal-Wallis seguido pelo Post Hoc de Dunn’s).
*p<0,05 versus grupo controle.

Na fase inflamatdria do teste da formalina as doses de 100 (67,9 + 27,4 s) e 200 mg/kg
do SB (65,4 + 31,3 s) reduziram o tempo de lambida da pata significativamente quando
comparadas ao grupo controle (189,6 + 24,7 s). A morfina também diminuiu este pardmetro
(85,2 £ 26,4 s). O SB na dose de 50 mg/kg (179,5 + 24,0 s) ndo apresentou efeito (Figura 10).
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Figura 10. Efeito do SB (50, 100 e 200 mg/kg, i.p.) e morfina (10 mg/kg, i.p.) na fase inflamatdria do teste da
formalina. Os valores sdo expressos em média + e.p.m. (n=8). (Kruskal-Wallis seguido pelo Post Hoc de Dunn’s).
*p<0,05 e **p<0,01 versus grupo controle.

5.4. Teste da placa quente

No teste da placa quente somente a dose de 100 mg/kg do SB aos 120 minutos apos o
tratamento (6,3 £ 1,4 s) foi capaz de aumentar o tempo de resposta dos animais em relagdo ao
grupo controle (2,0 £ 0,3 s) de maneira significativa. A morfina aumentou o tempo de resposta
dos animais aos 30 (18,4 £ 2,8 vs 2,9 £ 0,7 s), 60 (15,6 + 3,2 vs 3,2 £ 0,9 s) e 120 minutos (6,0
+ 0,8 vs 2,0 £ 0,3 s) apos o tratamento. As doses de 50 e 200 mg/kg do SB nédo apresentaram

efeitos significativos em todos os intervalos de tempo testados (Figura 11).
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Controle

SB 50 mg/kg
SB 100 mg/kg
SB 200 mg/kg

Morfina 10 mg/kg

Laténcia (seg)

Figura 11. Efeito do SB (50, 100 e 200 mg/Kkg, i.p.) e morfina (10 mg/kg, i.p.) nos intervalos de 0, 30, 60 e 120
minutos apos os tratamentos no teste da placa quente. Os valores sdo expressos em média + e.p.m. (n=8). (Kruskal-
Wallis seguido pelo Post Hoc de Dunn’s). **p<0,01 e ***p<0,001 versus grupo controle.

5.5. Possiveis mecanismos envolvidos no efeito antinociceptivo do salicilato de bornila
5.5.1. Possivel participacao do sistema L-arginina-6xido nitrico

Na fase neurogénica do teste da formalina os tratamentos com L-ARG (71,5 + 3,1 ),
SB 200 mg/kg (60,5 £ 6,2 s) e L-NOARG (74,0 £ 5,8 s) ndo alteraram a resposta dos animais
ao estimulo nociceptivo em relacdo ao grupo controle (76,0 + 3,9 s). O pré-tratamento com L-

ARG também ndo modificou a resposta dos animais tratados com SB (60,0 £5,9 s) e L-NOARG

(83,7 £8,0 s) (Figura 12).



50

Fase Neurogénica

100 7

807 T

60

40 1

201

Tempo de lambida (seg)

Figura 12. Efeitos do pré-tratamento com L-ARG (600 mg/kg, i.p.) em animais tratados com SB (200 mg/kg, i.p.)
e L-NOARG (50 mg/kg, i.p.) na fase neurogénica do teste da formalina. Os valores sdo expressos em média +
e.p.m. (n=8). (Kruskal-Wallis seguido pelo Post Hoc de Dunn’s).

Na fase inflamatoria do teste, SB (16,4 + 11,7 s) e L-NOARG (27,8 + 17,6 s) diminuiram
significativamente o tempo de lambida da pata em relacdo ao grupo controle (141,6 + 20,1 s).
O pré-tratamento com L-ARG foi capaz de reverter o efeito de L-NOARG (186,5 + 69,1 s),
mas nao reverteu o efeito do SB (15,0 £ 13,2 s). O tratamento somente com L-ARG (164,7 £

19,5 s) ndo apresentou efeito no teste (Figura 13).
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Figura 13. Efeitos do pré-tratamento com L-ARG (600 mg/kg, i.p.) em animais tratados com SB (200 mg/kg, i.p.)
e L-NOARG (50 mg/kg, i.p.) na fase inflamatéria do teste da formalina. Os valores sdo expressos em média +
e.p.m. (n=8). (Kruskal-Wallis seguido pelo Post Hoc de Dunn’s). **p<0,01 vs controle, #p<0,05 vs L-NOARG.
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5.5.2. Possivel participacéo da via guanosina-3’5’-monofostato ciclico (GMPc)

Quando administrados isoladamente o SB 200 mg/kg (86,3 + 3,6 s) e 0 azul de metileno
20 mg/kg (71,8 £ 5,6 s) ndo alteraram a resposta nociceptiva dos animais em relagcdo ao grupo
controle (84,3 + 13,4 s) na fase neurogénica do teste da formalina. Porém, os animais pré-
tratados com azul de metileno e tratados posteriormente com SB (31,5 £ 6,9 s) apresentaram
significativa diminui¢do no tempo de lambida da pata em relacdo aos grupos controle, SB e

azul de metileno (Figura 14).
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Figura 14. Efeito do pré-tratamento com azul de metileno (20 mg/kg, i.p.) em animais tratados com SB (200
mg/kg, i.p.) na fase neurogénica do teste da formalina. Os valores sdo expressos em média + e.p.m. (n=8).
(ANOVA seguido pelo Post Hoc de Sidak). ***p<0,001 vs controle, ###p<0,001 vs SB, &&p<0,01 vs azul.

Na fase inflamatdria do teste 0 SB (21,3 + 9,4 s) e 0 azul de metileno (27,6 + 18,6 s)
reduziram a resposta nociceptiva dos animais quando comparados ao grupo controle (155,0 +
21,7 s). O pré-tratamento com azul de metileno (0,6 + 0,6 s) ndo alterou o efeito apresentado

pelo SB (Figura 15).
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Figura 15. Efeito do pré-tratamento com azul de metileno (20 mg/kg, i.p.) em animais tratados com SB (200
mg/kg, i.p.) na fase inflamatdria do teste da formalina. Os valores sdo expressos em média £ e.p.m. (n=8).
(ANOVA seguido pelo Post Hoc de Sidak). ***p<0,001 vs controle.

5.5.3. Possivel participacdo dos receptores colinérgicos muscarinicos

Na fase neurogénica do teste da formalina o SB 200 mg/kg (86,2 + 3,6 S) e a atropina 1
mg/kg (68,0 = 7,6 s) ndo alteraram 0 comportamento nociceptivo dos animais em relagéo ao
grupo controle (84,2 + 13,4 s). Também ndo houve alteracéo deste parametro quando os animais

foram pré-tratados com atropina e tratados com SB (54,8 + 6,7 s) (Figura 16).
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Figura 16. Efeito do pré-tratamento com atropina (1 mg/kg, i.p.) em animais tratados com SB (200 mg/kg, i.p.)
na fase neurogénica do teste da formalina. Os valores sdo expressos em média + e.p.m. (n=8). (ANOVA seguido

pelo Post Hoc de Sidak).
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Na fase inflamatdria do teste 0 SB (21,3 £ 9,4 s) reduziu o tempo de lambida da pata em
relagdo ao grupo controle (124,0 £ 10,4 s), sendo que este efeito ndo foi revertido pelo pré-
tratamento com atropina (19,1 £ 12,5 s). A atropina administrada isoladamente (119,1 £+ 29,1

s) ndo alterou a resposta nociceptiva dos animais (Figura 17).
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Figura 17. Efeito do pré-tratamento com atropina (1 mg/kg, i.p.) em animais tratados com SB (200 mg/kg, i.p.)
na fase inflamatéria do teste da formalina. Os valores sdo expressos em média + e.p.m. (n=8). (ANOVA seguido
pelo Post Hoc de Sidak). **p<0,01 vs controle.

5.5.4. Possivel participacdo dos receptores GABAa

Na fase neurogénica do teste da formalina os tratamentos com SB 200 mg/kg (86,3 +
3,6 s) e bicuculina 1 mg/kg (76,7 £ 9,8 s) ndo alteraram a resposta nociceptiva dos animais em
relacdo ao grupo controle (84,3 £ 13,4 s). O pré-tratamento com bicuculina (70,2 £ 8,8 s)

também ndo alterou este parametro (Figura 18).
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Figura 18. Efeito do pré-tratamento com bicuculina (1 mg/kg, i.p.) em animais tratados com SB (200 mg/kg, i.p.)
na fase neurogénica do teste da formalina. Os valores sdo expressos em média = e.p.m. (n=8). (ANOVA seguido

pelo Post Hoc de Sidak).

O SB (21,3 + 9,4 s) reduziu significativamente a resposta nociceptiva dos animais na
fase inflamatéria do teste, quando comparado ao grupo controle (155,0 + 21,7 s). Este efeito
ndo foi revertido pelo pré-tratamento com bicuculina (55,0 + 24,9 s). A bicuculina isoladamente

(222,4 + 34,9 s) ndo alterou o tempo de lambida da pata dos animais (Figura 19).
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Figura 19. Efeito do pré-tratamento com bicuculina (1 mg/kg, i.p.) em animais tratados com SB (200 mg/kg, i.p.)
na fase inflamatéria do teste da formalina. Os valores sdo expressos em média + e.p.m. (n=8). (ANOVA seguido
pelo Post Hoc de Sidak). *p<0,05 e **p<0,01 vs controle.
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6. DISCUSSAO

A triagem farmacoldgica comportamental apoia-se no conceito basico de que drogas
psicoativas promovem modificacdo da atividade cerebral em animais de laboratorio, que, de
forma prética, pode ser caracterizada pelo registro de alguns sinais ou alteragdes de condutas
por eles apresentados. Embora essa metodologia permita somente uma avaliagédo qualitativa dos
efeitos, ela tem-se apresentado bastante Util na deteccdo preliminar de novos compostos com
potencial atividade sobre 0 SNC (ALMEIDA, OLIVEIRA, 2006).

Vasconcelos (2012) estimou que a dose letal mediana (DLso) do SB administrado por
via oral (v.0.) € maior do que 1000 mg/kg e também caracterizou o efeito anti-inflamatorio
dessa substancia na dose de 200 mg/kg (v.0.). Baseando-se nesses estudos, foi investigado se a
dose de 200 mg/kg, administrada por diferentes vias, também seria capaz de induzir alteracGes
sobre 0 SNC de camundongos.

Quando administrado por via oral o0 SB ndo apresentou efeitos psicofarmacoldgicos,
porém a administracdo intraperitoneal diminuiu ambulacdo, comportamento de levantar e
tempo de autolimpeza, altera¢cbes comportamentais indicativas de droga psicoléptica, ou seja,
depressora do SNC (ALMEIDA, OLIVEIRA, 2006).

O SB ¢ o produto da esterificagdo do acido salicilico com o monoterpeno (-)-borneol.
Uma extensa revisao de literatura realizada por Stockman (1888) evidencia uma grande
quantidades de efeitos do borneol sobre o SNC de animais, destacando-se letargia, sedacéo,
perda de coordenacdo motora, anestesia, cessacao da respiracdo, perda de reflexos e inibicao de
nervos motores. O resultado da triagem farmacolégica comportamental demonstra que o efeito
depressor do borneol pode estar sendo preservado mesmo ap6s a esterificagdo com o acido
salicilico. Porém, outros estudos que comprovem estes efeitos ainda sao necessarios.

Farmacos administrados por via intraperitoneal apresentam maior biodisponibilidade
em relacdo a administracdo oral. A injecdo intraperitoneal é um procedimento comumente
utilizado em experimentacdo animal, mas raramente aplicado na clinica. A cavidade peritoneal
oferece grande superficie de absorcdo a partir da qual as substancias entram rapidamente na
circulacdo e consequentemente exercem seus efeitos (VALLE, 1991). O SB pode néo ter
apresentado efeito quando administrado pela via oral por estar menos biodisponivel no sitio de
acao devido a interferéncia de varios fatores, tais como: polaridade e capacidade de ionizacao
da substéncia, que interfere no transporte através das membranas, agdo do pH gastrico e enzimas
digestivas, irregularidades na absor¢éo ou propulséo intestinal, degradagéo por enzimas da flora

intestinal e metabolismo hepatico de primeira passagem (BUXTON, 2010). Varios estudos tém
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demonstrado que substancias administradas por via intraperitoneal apresentam efeitos
farmacoldgicos e toxicos mais intensos do que a administracdo via oral na mesma dose
(GERASIMOV, 2000; AL-ALI, 2008; TUBARO, 2003).

Uma vez que o SB (200 mg/kg) apresentou perfil de droga psicoléptica apenas quando
administrado por via intraperitoneal e tendo em vista a utilizagido racional de animais de
laboratério, decidiu-se utilizar somente esta via nas experimentacdes subsequentes. Além disso,
nos testes seguintes, foram adicionadas duas doses proporcionalmente menores (100 e 50
mg/kQg), para detectar um possivel efeito dose-dependente.

Para investigar o possivel efeito antinociceptivo do SB foi realizado o teste das
contorgdes abdominais induzidas por acido acético, que produz um estimulo nociceptivo
qguimico em nivel periférico com componente medular; o teste da formalina, que permite
distinguir se o efeito antinociceptivo da substancia-teste envolve mecanismos centrais ou
periféricos; e o teste da placa quente, especifico para analgésicos de acédo central.

O é&cido acetico, ao ser administrado na cavidade peritoneal de camundongos, dissocia-
se, liberando fons H*, que interagem diretamente com canais idnicos presentes na superficie das
terminacfes nervosas sensoriais, alterando a excitabilidade neuronal (JULIUS, 2001). Desse
modo, o estimulo nociceptivo quimico é conduzido ao SNC e em resposta ao mesmo o animal
apresenta contorcGes abdominais caracteristicas, seguidas da extensdo das patas posteriores
(KOSTER, 1959).

Além disso, o acido acético promove a liberacdo de varios mediadores inflamatorios,
tais como PGE> e PGF»,, derivadas do metabolismo do acido araquidénico (DERAEDT, 1980;
ALMEIDA, OLIVEIRA, 2006), TNFa, IL-1p, IL-8, liberadas por macréfagos e mastdcitos
peritoneais (RIBEIRO, 2000; BASTOS, 2006), os quais também sdo capazes de sensibilizar e
estimular os neur6nios aferentes primarios, promovendo um aumento da liberacdo dos
neurotransmissores excitatorios aspartato e glutamato no fluido cérebro-espinhal (FENG,
2003). Receptores vaniloides também estdo envolvidos na nocicep¢do induzida pelo &cido
acético (IKEDA, 2001).

O SB nas doses de 100 e 200 mg/kg (i.p.) diminuiu o nimero total de contor¢cbes
abdominais e aumentou o tempo de laténcia para a ocorréncia da primeira contorg&o,
caracterizando o SB como uma droga potencialmente antinociceptiva. Este resultado pode ser
pelo menos parcialmente explicado pelo efeito anti-inflamatério do SB (VASCONCELOS,
2012).

Capim (2013) demonstrou o efeito antinociceptivo do acido acetilsalicilico (AAS) no

teste do &cido acético e evidenciou que a esterificagdo do AAS com o alcool denominado (*)-
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cis-4-chloro-6-(naphthalen-1-yl)-tetrahydro-2H-pyran-2-yl)methanol, resultou em um produto
com poténcia antinociceptiva duas vezes superior ao AAS. Além disso, os produtos da
esterificacdo de outros AINES como indometacina, ibuprofeno, naproxeno e diclofenaco com
0 mesmo alcool, originaram ésteres com poténcia antinociceptiva cerca de 10 vezes superior
aos seus precursores. José (2008) também promoveu modificagBes estruturais na molécula do
acido 5-aminosalicilico, obtendo compostos com poténcia antinociceptiva semelhante ao
composto de origem, porém com caracteristicas farmacocinéticas melhoradas.

O teste das contorc¢des abdominais induzidas por acido acético apresenta uma elevada
sensibilidade, porém baixa especificidade. Agentes anti-inflamatorios, narcoticos, sedativos,
antidepressivos triciclicos, anticolinérgicos e anti-histaminicos se mostraram eficazes em inibir
as contorcBes abdominais, gerando resultados falso-positivos (YEH, 1986; TAKAHASKI,
1987; ALEXANDRE-MOREIRA, 1999; BASTOS, 2006). Para melhor caracterizar o efeito
apresentado pelo SB no teste do acido acético, foi realizado o teste da formalina.

No teste da formalina é possivel avaliar a resposta do animal a uma dor moderada e
continua, gerada por injuria tecidual. Por se tratar de um modelo de dor “t6nica”, pode-se avaliar
a dor considerando seus mecanismos modulatérios disparados pelo proprio estimulo algico. E
0 modelo mais valido para a avaliacdo de dor clinica, sobressaindo-se dos testes que empregam
estimulos térmicos e mecanicos (TJJLSEN, 1992). Dubuisson (1977) reportou que a injecao
de formalina em humanos provocou dor ardente e latejante no local da aplicagédo, cuja
intensidade variou no tempo de maneira correspondente as alteracGes comportamentais
observadas em animais.

Este modelo foi inicialmente proposto para avaliar a dor em gatos e ratos
(DUBUISSON, 1977) e posteriormente adaptado para camundongos (HUNSKAAR, 1985).
Estes estudos descreveram a ocorréncia de duas fases distintas no comportamento nociceptivo
apresentado pelos animais, nas quais a quantificacdo da dor é baseada no tempo total que o
animal passa lambendo a pata lesionada. A primeira fase ocorre imediatamente apds a
administragdo intraplantar da formalina e dura cerca de 5 minutos, enquanto a segunda fase
ocorre no intervalo de 15 a 30 minutos ap6s a injecdo. Mais tarde, 0s mesmos pesquisadores
sugeriram a participagdo de mecanismos nociceptivos distintos para cada fase, sendo a primeira
desencadeada por uma acao direta da formalina sobre os nociceptores (fase neurogénica), € a
segunda fase referente a uma resposta inflamatoria (HUNSKAAR, 1986; HUNSKAAR, 1987).

A resposta nociceptiva na primeira fase do teste envolve a estimulagdo direta de
neurbnios aferentes primarios, através da ativacdo de receptores TRPAL em fibras do tipo C

(MCNAMARA, 2007), promovendo a liberagcdo de substancia P, bradicinina, glutamato,
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peptideo relacionado ao gene da calcitonina e GABA no corno dorsal da medula espinhal, sendo
estas substancias responsaveis pela inducdo da resposta nociceptiva do animal (SHIBATA,
1989; KANEKO, 1997; SEVOSTIANOVA, 2003; SHIELDS, 2010).

Uma interfase de 10 minutos é observada entre a primeira e segunda fase do teste,
periodo no qual o animal ndo manifesta comportamento indicativo de nocicepcdo e constata-se
uma diminuicdo da atividade das fibras C, além da ativacdo de processos inibitorios, como a
liberacdo do neurotransmissor GABA que tem como alvo de atuacdo o receptor GABAA na
medula espinhal (KANEKO, 1997).

Na segunda fase ocorre predominantemente a liberacdo de mediadores inflamatorios,
tais como histamina, serotonina, prostaglandinas, bradicinina, aminas simpaticomiméticas,
TNF-o e interleucinas (MURRAY, 1988; TORNOS, 1999; RUJJANAWATE, 2003;
FERREIRA, 2006). Além disso, estudos evidenciam que as alteracGes eletrofisiologicas que
ocorrem na medula espinhal durante a primeira fase séo essenciais na manifestagéo da segunda
fase, de tal modo que somente o processo inflamatério é insuficiente para causar a resposta
comportamental exibida pelos animais (TJIZLSEN, 1992).

Drogas de acdo central, como os analgésicos opioides, sdo capazes de inibir ambas as
fases do teste da formalina, enquanto drogas de acdo periférica, como os AINES e 0s
corticosteroides, inibem apenas a segunda fase (SHIBATA, 1989; SANTOS, 1994; FARSAM,
2000; ADEYEMI, 2004; RUJJANAWATE, 2003).

O SB nas doses de 100 e 200 mg/kg diminuiu o tempo de lambida da pata apenas na
segunda fase do teste da formalina, demonstrando que esta substancia apresenta efeito anti-
inflamatorio, mas € destituida de efeito antinociceptivo central.

Os resultados obtidos no teste do &cido acético e no teste da formalina corroboram o
estudo realizado por Vasconcelos (2012), no qual o efeito anti-inflamatério do SB foi
caracterizado pela reducdo dos edemas de pata induzidos por carragenina, prostaglandina E; e
bradicinina, diminuicdo da permeabilidade vascular induzida por &cido acético, reducdo da
migracdo de neutréfilos e da liberacdo de IL-1, IL-6, TNF-a (in vivo) e éxido nitrico (in vitro).

Considerando os dados até entdo discutidos o SB tem apresentado efeitos muito
semelhantes aos farmacos denominados anti-inflamatérios ndo-esteroidais (VITALE, 1998;
CAPIM, 2013; BURKE, 2010), podendo-se atribuir tais efeitos a estrutura quimica proveniente
do &cido salicilico na molécula estudada. Alteracdes no grupo carboxila do &cido salicilico
podem originar sais, ésteres ou amidas que preservam os efeitos anti-inflamatérios e reduzem
os efeitos colaterais (KOROLKOVAS, 1988).
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O borneol é usado para induzir analgesia e anestesia na medicina tradicional chinesa e
japonesa (HATTORI, 2000), possuindo também efeito sedativo e anticonvulsivante (FANG,
2002). (+)-Borneol induz leve sedacao pela via inalatéria (BUCHBAUER, 1993) e € indicado
para tratar dores abdominais (Wang, 2006). Li (2012) demonstrou que esta substancia
inicialmente aumenta e depois reduz a excitabilidade neuronal de camundongos. Além disso,
estudos eletrofisiol6gicos in vitro mostraram que (+)- e (-)-borneol sdo capazes de ativar
diretamente receptores GABAA, com eficécia superior ao diazepam (Granger, 2005). O borneol
pode melhorar a penetracédo de outras drogas no SNC (ZHENG, 2008; ZHANG, 2011).

Estas evidéncias sugerem um possivel efeito do SB sobre o SNC. Wang (2009)
demonstrou o efeito antinociceptivo central do (+)-borneol no teste da placa quente em
camundongos. Para comprovar a auséncia do efeito antinociceptivo central do SB observado
do teste da formalina, avaliou-se o efeito desta substancia no teste da placa quente.

Neste teste, utiliza-se a temperatura como estimulo nociceptivo. Este modelo foi
descrito inicialmente por Woolfe (1944) e é um teste seletivo para deteccdo de drogas
analgesicas com efeito central (ANKIER, 1974). A placa é aquecida a temperatura constante
(53 £ 1°C) e provoca respostas comportamentais, como lambida da pata traseira ou tentativa de
pular (NEMIROVSKY, 2001; ORLANDI, 2011), consideradas como respostas nociceptivas
integradas supraespinhalmente (ARAUJO, 2009). Estas respostas sio mediadas pela ativacio
de receptores vaniloides, especificamente os receptores VR-1 (limiar de ativagdo = 43°C) e
VRL-1 (limiar de ativagdo = 52°C), presentes em fibras C e Ad, que conduzem o estimulo
nocivo ao corno dorsal da medula espinhal e posteriormente aos centros corticais
(DICKENSON, 1997; JULIUS, 2001).

Nos intervalos de 30 e 60 minutos ap6s a administracao, o SB em todas as doses testadas
ndo aumentou a laténcia de resposta dos animais ao estimulo térmico, ndo apresentando,
portanto, efeito antinociceptivo central. Porém, no intervalo de 120 apds o tratamento a dose de
100 mg/kg aumentou este parametro.

Alguns estudos demonstram que antagonistas narcoticos e analgésicos nao-narcéticos
apresentaram efeito antinociceptivo no teste da placa quente a 55°C (BROGDEN, 1984;
CREPAX, 1963; WOOLFE, 1944). Analgésicos suaves podem apresentar efeito no teste da
placa quente em temperaturas igual ou inferiores a 50°C (TABER, 1974). Ankier (1974)
detectou o efeito antinociceptivo no AAS e do paracetamol na placa quente a 50°C, sendo
inativos em temperaturas superiores. Além da sensibilidade a temperatura, a variabilidade dos
resultados é a maior dificuldade com este teste, sendo que a laténcia de resposta de animais

controle variam consideravelmente entre os centros de pesquisa e até mesmo dentro de um
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mesmo laboratério (VIERCK, 1984). Hunskaar (1986) demonstrou que a utilizacdo de uma
placa quente com aquecimento gradual de 2,5°C por minuto é mais sensivel na detecgdo de
analgesicos ndo-narcdéticos, como AAS e paracetamol, do que aquelas placas com temperaturas
fixas.

Considerando os dados acima citados, o fato do SB ter apresentado efeitos
farmacoldgicos nos testes anteriores no intervalo de 30 minutos apos o tratamento e ndo ter
apresentado efeito na fase neurogénica do teste da formalina, ndo considera-se o resultado
obtido no teste da placa quente aos 120 minutos como um efeito antinociceptivo central,
podendo este ter sido surgido por um efeito periférico, que pode em alguns casos ser detectado
na placa quente. Desse modo, observa-se que o borneol, ao ser esterificado, perde seu efeito
antinociceptivo central, conforme evidenciado por Wang (2009). O efeito anti-inflamatério
caracteristico dos salicilatos parece ser preservado.

Kubinyi (2004) destaca que o grupo farmacoférico de alcoois bioativos pode estar
relacionado a capacidade do atomo de oxigénio em formar ligagdes de hidrogénio. Relata ainda
que atomos de oxigénio sp* em grupos ésteres praticamente perdem a capacidade de formar tais
tipo de ligacdes. Desse modo, o efeito do borneol pode estar sendo prejudicado devido a
esterificacdo, o que impediria 0 mesmo de estabelecer ligacOes de hidrogénio e exercer seus
efeitos sobre 0 SNC.

Tendo caracterizado o SB como uma droga com efeito antinociceptivo periférico,
passou-se a etapa de investigacdo dos possiveis mecanismos envolvidos neste efeito. Para tanto,
foram utilizados antagonistas e inibidores enzimaticos como ferramentas farmacoldgicas no
teste da formalina, por se tratar de um teste mais especifico e bastante sensivel a drogas anti-
inflamatorias. Para o estudo dos mecanismos de acdo foi selecionada a dose de 200 mg/kg do
SB, por ter apresentado os resultados mais significativos nos testes até entdo realizados.

A sensacdo dolorosa pode ser dividida em quatro componentes: transducdo, modulacéo,
transmisséo e percepcado. Diversos estudos tém mostrado que sistemas de neurotransmissores,
como o oxidonitrérgico, GABAérgico, glutamatérgico, opidide, colinérgico, serotoninérgico,
adrenérgico, dopaminérgico, canabindides, entre outros podem agir de diferentes maneiras
durante o processo doloroso, tornando a dor um fendmeno muito complexo (XIE, 2009).
Substancias sintéticas ou naturais com propriedades analgésicas podem atuar em algum destes
componentes para promover analgesia (HESS, 2010).

Vasconcelos (2012) reportou que o SB foi capaz de reduzir a producdo de 6xido nitrico

(NO) em culturas de macrofagos peritoneais estimulados com lipopolissacarideo (LPS). Esta
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evidéncia despertou o interesse de investigar a possivel participacdo do NO no efeito
antinociceptivo do SB observado no teste da formalina.

As enzimas denominadas 6xido nitrico sintases (NOS) metabolizam o aminoacido L-
arginina convertendo-o em citrulina e NO. Trés isoformas da NOS foram identificadas: 1) NOS
endotelial (eNOS), expressa no endotélio dos vasos sanguineos; 2) NOS neuronal (NNOS),
expressa constitutivamente em neurdnios, células musculares cardiacas e esqueléticas e 3) NOS
induzivel (iNOS), expressa em macrofagos e outros tipos celulares através da ativacdo por
estimulos pré-inflamatorios (VITECEK, 2012).

O NO exerce inimeras funcdes fisioldgicas no organismo, destacando-se sua agdo como
neurotransmissor no sistema nervoso central e periférico (GARTHWAITE, 1991). Kawabata
(1994) demonstrou que o NO tem efeito nociceptivo em baixas concentracfes e antinociceptivo
em altas concentracfes, sendo que estes efeitos foram revertidos na segunda fase do teste da
formalina pela NC-nitro-L-arginina methyl ester (L-NAME), um inibidor reversivel
competitivo inespecifico das NOS (VITECEK, 2012). Estudos realizados pelo Laboratério de
Psicofarmacologia da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) evidenciaram tanto efeito
nociceptivo no teste do acido acético (BENEDITO, 2013) quanto antinociceptivo no teste da
formalina (SALVADORI, 2013) de inibidores da NOS. Estes efeitos foram revertidos pelo pré-
tratamento com L-arginina.

Varios outros estudos tém demonstrado a participacdo do NO na nocicepcao central e
periférica, utilizando os testes das contor¢bes abdominais, formalina, placa quente e
hiperalgesia induzida por glutamato (FERREIRA, 1991; MALMBERG, 1993; ZAKARIA,
2005; ZACARIA, 2006), porém os mecanismos pelos quais esses efeitos ocorrem ainda ndo
estdo bem esclarecidos.

O pré-tratamento com L-arginina ndo reverteu o efeito antinociceptivo induzido pelo
salicilato de bornila na segunda fase do teste da formalina, como ocorreu com 0s animais pré-
tratados com L-arginina e tratados com N¢-nitro-L-arginina (L-NOARG — inibidor competitivo
reversivel inespecifico da NOS). Estes dados sugerem que a via L-arginina-0xido nitrico ndo
estd envolvida na antinocicepcdo induzida pelo SB. Pode-se sugerir ainda que o efeito do SB,
nas condi¢bes experimentais testadas, ndo ocorre pela diminuicdo da producdo de NO por
macrofagos no tecido inflamado (in vivo), conforme demonstrado por Vasconcelos (2012) in
vitro.

Outra via importante na modulagdo da nocicepgdo é a do monofosfato de guanosina
ciclico (GMPc), que esta diretamente relacionada com a via do NO. Este é capaz de ativar a

enzima ciclase de guanilil solivel (CGs), que converte guanosina trifosfato (GTP) em GMPc e
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fosfato inorgéanico (Pi) (DUARTE, 1990). O azul de metileno é reconhecido por ser um inibidor
seletivo da CGs, blogueando os efeitos do NO (GARTHWAITE, 1991).

O azul de metileno pode modular varios mecanismos nociceptivos como diminuir a
hiperalgesia induzida por N-metil-D-aspartato (NMDA) no teste de retirada de cauda
(MELLER, 1992), potencializar efeitos narcoticos centrais (XU, 1995) e bloquear
antinocicepcdo periférica induzida por analgésicos opioides (FERREIRA, 1991).

Salvadori (2013) conseguiu demonstrar o envolvimento da via GMPc no efeito
antinociceptivo do (-)-mirtenol, através da reversdo do seu efeito pelo azul de metileno
(20mg/kg, i.p.) na segunda fase do teste da formalina.

Diferindo do estudo anteriormente citado, os animais pré-tratados com azul de metileno
(AM) e tratados com SB apresentaram reducdo do comportamento nociceptivo na primeira fase
do teste da formalina. Na fase inflamatdria o azul de metileno, 0 SB e a combinacéo de ambos
também demonstraram efeitos antinociceptivos. Estes resultados estdo de acordo com o0s
estudos de Abacioglu (2000), que evidenciou o efeito antinociceptivo do AM no teste das
contorcBes abdominais induzidas por p-benzoquinona. Zakaria (2005) além de evidenciar este
mesmo efeito, demonstrou que o pré-tratamento com o AM potencializa o efeito
antinociceptivo do acido acetilsalicilico (AAS), que apresenta estrutura quimica semelhante ao
SB.

A antinocicepgdo induzida pelo AM indica a importancia da via do GMPc na
transmissdo do impulso nociceptivo no teste utilizado. Sendo esta via importante na dor, o
blogqueio dela leva a reducdo da sensacdo dolorosa, o que explicaria o aumento dos efeitos
antinociceptivos do SB e do AAS pelo AM. Desse modo, ndo se pode afirmar que a
antinocicepg¢do induzida pelo SB é mediada por GMPc, uma vez que o efeito observado pode
ser resultado de um efeito aditivo ou sinérgico das duas drogas.

Park (2003) demonstrou que o borneol inibe receptores colinérgicos nicotinicos de
maneira ndo-competitiva in vitro. O aumento dos niveis de acetilcolina intraespinhal durante a
analgesia induzida por anti-inflamatdrios ndo-esteroidais, como o AAS, também é conhecido
(ABELSON, 2004). Baseado nestas evidéncias decidiu-se investigar a participacdo do sistema
colinérgico na antinocicepcao induzida pelo SB.

A antinocicepcdo induzida pela administracdo sisttmica de morfina pode ser
antagonizada pela administracdo intratecal de antagonistas muscarinicos (TAGUCHI et al.,
1999). Varios estudos demonstraram a capacidade da atropina, um antagonista ndo-seletivo de

receptores colinérgicos muscarinicos, em reverter os efeitos antinociceptivos centrais e
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periféricos de drogas em varios modelos animais, tais como: &cido acético, formalina e placa
quente (PEANA, 2003; PEANA, 2004; HESS, 2006).

A atropina ndo foi capaz de reverter o efeito antinociceptivo do SB na segunda fase do
teste da formalina, sugerindo que o SB exerce seu efeito independente do sistema colinérgico
muscarinico.

Granger (2005) demonstrou que os isdmeros (+)- e (-)-borneol séo agonistas parciais de
receptores GABAA in vitro. Ja Yakushiji (1992) apresentou que anti-inflamatorios nao-
esteroidais, como a indometacina, podem modular a atividade de receptores GABAA,
principalmente quando associados a quinolonas.

Kaneko (1997) evidenciou que a resposta nociceptiva dos animais na segunda fase do
teste da formalina também envolve a modulacéo de receptores GABAAa. Além disso, estudos
tém mostrado que a bicuculina, um antagonista seletivo de receptor GABAA,, é capaz de reverter
o efeito antinociceptivo induzido por drogas no teste da formalina (SANTOS, 1999;
GADOTTI, 2009). Surgiu entdo o interesse de investigar se o efeito antinociceptivo do SB
estaria relacionado a ativacdo desses receptores.

O pré-tratamento com bicuculina ndo reverteu o efeito antinociceptivo do SB na
segunda fase do teste da formalina, evidenciando que este efeito ndo € mediado pela ativacao
de receptors GABAA.

A antinocicepcéo induzida pelo SB pode estar envolvida com outras vias modulatérios
da dor, como: receptores de adenosina, receptores adrenérgicos, ipioides, dopaminérgicos,
serotoninérgicos, canabinoides, glutamatérgicos, canais de potassio sensiveis ao ATP, entre
outros. Estudos ainda s&o necessarios para melhor esclarecer o mecanismo pelo qual ocorre o
efeito antinociceptivo do salicilato de bornila.

Considerando todos os resultados apresentados, o salicilato de bornila apresentou perfil
de droga depressora do SNC e antinociceptiva periférica (anti-inflamatdria), corroborando os
estudos realizados por Vasconcelos (2012). Nas condi¢Oes experimentais testadas, este efeito
néo parece estar envolvido com a via L-arginina-NO-GMPc nem com a ativagéo de receptores

colinérgicos muscarinicos e GABAA.
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CONCLUSOES

Baseando-se nos resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que:

O salicilato de bornila apresentou perfil de droga depressora do SNC na triagem
farmacolo6gica comportamental;

O salicilato de bornila apresentou efeito antinociceptivo no teste das contorgdes
abdominais induzidas por acido aceético;

O efeito antinociceptivo do salicilato de bornila parece ndo envolver mecanismos
centrais, mas envolve mecanismos periféricos;

O efeito antinociceptivo induzido pelo salicilato de bornila ndo demonstrou ser mediado

por NO, GMPc, receptores colinérgicos muscarinicos nem receptores GABAA.
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