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“Aliviar a dor é obra divina”

(Hipécrates)



RESUMO

ASSIS, D.B. Efeito antinociceptivo do fenilpropandéide 2-alilfenol. 2016. 81p.
Dissertacdo (Pos-graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,
Farmacologia) — UFPB / CCS / IPeFarM, Jodo Pessoa — PB.

O 2-alilfenol € um fenilpropandide amplamente comercializado na China sob o
nome de Yinguo. Apresenta similaridade estrutural ao ginkgol composto isolado
do fruto ginkgo. Possui atividade fungicida ja relatada na literatura, porém sua
acao em processos dolorosos nunca foi estudada. O presente estudo investigou
o efeito do 2-alilfenol, pela via intraperitoneal, em modelos experimentais de dor
em camundongos. Inicialmente, foi realizada a pesquisa da dose letal 50 (DL50)
do fenilpropandide, no intuito de estabelecer doses seguras para os testes
subsequentes. Em seguida, foram realizadas metodologias para avaliar a
atividade antinociceptiva. O 2-alilfenol (25, 50, 75 e 100 mg/Kkg, i.p.) reduziu o
namero de contor¢cbes, quando comparado ao grupo controle. No teste da
formalina, utilizando as doses 75 e 100 mg/kg, o 2-alilfenol reduziu o tempo de
lambida da pata na fase neurogénica (0-5 min) e na fase inflamatéria (15-30 min).
No teste da placa quente, que é sensivel e especifico para drogas que atuam
por mecanismos supra-espinhais, o 2-alilfenol ndo alterou a laténcia na retirada
da pata. Enquanto que no teste da nocicepcédo induzida por glutamato, a dose
de 100mg/kg do 2-alilfenol reduziu o tempo de lambida da pata. A partir destes
resultados podemos propor que a acdo antinociceptiva do 2-alilfenol pode estar
modulando a via da dor a tanto perifericamente quanto centralmente em niveis
espinhais. Na tentativa de elucidar o mecanismo de acao envolvido no efeito
antinociceptivo do 2-alilfenol foram usadas ferramentas farmacolégicas no teste
da formalina. A antinocicepgéo produzida pelo 2-alilfenol foi significativamente
bloqueada em animais pré-tratados com cafeina (10 mg/kg, s.c.), apenas na
segunda fase do teste, indicando o envolvimento do sistema adenosinérgico. O
efeito antinociceptivo do 2-alilfenol, contudo, ndo foi revertido pela naloxona
(antagonista n&o seletivo dos receptores opioides, 5 mg/kg, s.c.) e pela
glibenclamida (bloqueador dos canais de K+ ATP, 10 mg/kg, i.p.), sugerindo que
o 2-alilfeno n&o atua por esses mecanismos.

Palavras-chave: fenilpropandide, 2-alilfenol, dor, antinocicepgéo



ABSTRACT

ASSIS, D.B. Antinociceptive effect of the phenylpropanoid 2-allyphenol.
2016. 81p. Dissertacdo (Pds-graduagcdo em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos, Farmacologia) — UFPB / CCS / IPeFarM, Jodo Pessoa.

2-allylphenol is a phenylpropanoid widely marketed in China under the name
Yinguo. It presents structural similarity to ginkgol the isolated compound from
ginkgo fruit and has fungicidal activity already reported in the literature, however
its effect in painful process has not been studied yet. This work aims to investigate
the antinociceptive activity of 2-allylphenol in experimental models of pain in mice.
Firstly, it was carried out the determination of the lethal dose 50 (LD50), in order
to establish safe doses for subsequent tests. Then methodologies were
performed to evaluate the antinociceptive activity. 2-allylphenol (25, 50, 75 e 100
mg/kg, i.p.) reduced the number of writhes, when compared to the control group.
In the formalin test, in the doses 75 e 100 mg/kg, 2-allylphenol reduced the licking
paw time on neurogenic (0-5 min) and inflammatory phase (15-30 min). In the hot
plate test, which is sensible and specific to drugs that act by supraspinal
mechanisms, 2-allylphenol did not change the latency in the paw withdrawal.
While the test of nociception induced by glutamate, the 100mg/kg 2-allylphenol
dose reduced the licking paw time. Based on these results we propose that the
antinociceptive action of 2-allylphenol may be modulating pain via both
peripherally as centrally in spinal levels. In an attempt to elucidate the mechanism
of action involved in the antinociceptive effect of 2-allylphenol were used
pharmacological tools in the formalin test. The antinociception produced by the
2-allylphenol was significantly blocked in animals pretreated with caffeine (10
mg/kg, s.c.), only in the second phase of the test, indicating the involvement of
adenosinergic system. The antinociceptive effect of the 2-allylphenol, however,
was not reversed by naloxone (non-selective antagonist of opioid receptors, 5
mg/kg, s.c.) and glibenclamide (K* ATP channel blocker, 10 mg/kg, i.p.),
suggesting that 2-allylphenol does not act by these mechanisms.

Keywords: phenylpropanoid, 2-allyphenol, pain, antinociception
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1. INTRODUCAO

A dor normalmente acompanha a maioria das doencas que acometem 0s
seres humanos, alertando o organismo para a presenca de estimulos danosos
(WOOLF; SALTER, 2000). E a causa mais frequente de procura aos servigos de
saude, sua prevaléncia na populacdo pode chegar a 40%. No Brasil, 1/3 das
consultas médicas sdo motivadas por queixa de dores, sendo encontrada em
70% dos pacientes (TEIXEIRA et al.,, 2001). Quando ndo adequadamente
tratada, a dor pode se tornar um incobmodo na vida dos pacientes e também das
pessoas que convivem com eles. Sendo uma das principais causas de
depressédo e de isolamento social (MARTA et al., 2010). Assim, identificar a
causa e aliviar esse sintoma é, com certeza, parte importante do tratamento de

qualquer doenca.

O tratamento da dor tem sido motivo de preocupacao e de varios estudos
tanto para pesquisadores quanto para industria farmacéutica, pois apesar da
variedade de substancias e do avanco no desenvolvimento das terapias de
controle da dor, ainda ha uma necessidade urgente de analgésicos potentes e
com menos efeitos adversos, principalmente para os casos de dor crbnica, onde
a melhor alternativa farmacoldgica ainda € a morfina, apesar dos efeitos

indesejaveis.

No inicio do século XIX, o isolamento da morfina a partir do 6pio trouxe
notoriedade aos produtos naturais como uma importante fonte de novas
substancias com acdo biologica (KINGHORN, 2001; SAMUELSSON, 2004;
FONSECA, 2012). Entre os produtos naturais utilizados na pratica terapéutica,
0s 0leos essenciais se destacam pelos efeitos farmacoldgicos oriundos de uma

diversidade quimico-estrutural dos seus constituintes.

Varios estudos relatam as propriedades terapéuticas dos 6leos essenciais
como antimicrobiano, hepatoprotetor, anticonvulsivante, antitumoral e ansiolitica
(ALMEIDA et al., 2011; HUANG et al., 2012; OROFINO KREUGER et al., 2012)
além de analgésica e anti-inflamatéria (DA SILVA et al., 2008; DE SOUSA;
ALMEIDA, 2005; DE SOUSA, 2011). Essas atividades estéo relacionadas aos

seus constituintes, entre 0os quais se destacam o0s terpendides e o0s
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fenilpropandides que sdo compostos lipofilicos e de baixo peso molecular
(STEINEGGER; HANSEL, 1992).

Recentemente, muitos estudos tém elucidado a atividade antinociceptiva
de varios fenilpropandides, como por exemplo, o eugenol (KURIAN et al., 2006),
siringina (US et al., 2015) e o anetol (RITTER et al., 2013).

O eugenol é um fenilpropanoide extensamente utilizado como analgésico
toépico na clinica odontologica. Estudos sugerem que seu efeito analgésico
ocorre pela inibicdo do receptor de capsaicina e canais de Ca?* ativados por alta
voltagem (OHKUBO; SHIBATA, 1997; LEE et al., 2005). Analogos estruturais do
eugenol (Figura 1) como metileugenol, biseugenol (PEANAL et al., 2004) e o-
eugenol (FONSECA et al., 2016), também apresentam atividade antinociceptiva

ja descrita na literatura.

T |
) ) HD.)

MeO” X7 MEO&( Hisg ocn, Me0” S

OH OMe

OH OH

(D) (2) 3) 4)

Figura 1 — Estruturas quimicas do eugenol (1), metileugenol (2), biseugenol (3) e
o-eugenol (4).

A siringina é um fenilpropandide
glicosidico (Figura 2) inicialmente isolada das
cascas de Syringa vulgaris por Meillet em

1841. E extensamente distribuida em muitos

tipos de plantas. Pode ser chamada também
Figura 2 — Estrutura quimica

da siringi de Eleuterosideo B, quando isolada das raizes
a siringina

de Eleutherococcus senticosus (US et al.,

2015). Seu efeito antinociceptivo foi sugerido apos apresentar resultados
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satisfatorios no teste das contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético e
no teste da placa quente (CHOI et al., 2004).

O anetol € um fenilpropandide obtido principalmente a
partir do 6leo essencial de lllicium verum, Pimpinella anisum,
e Foeniculum vulgare e compreende mais de 90% da
composicao do oleo essencial dessas plantas (YANG et al.,

2010). Esse composto ainda pode estar presente em
OMe

menores concentracdes nos Oleos essenciais de erva-
cidreira (6.1%), coentro (0.5%), e manjericdo (0.08%) Flgura3—Estrutura

guimica do anetol
(CHAINY et al., 2000).

Seu efeito antinociceptivo periférico foi sugerido pela efetividade no teste
das contor¢Bes abdominais induzidas pelo &cido acético, na segunda fase do
teste da formalina e no teste do glutamato, provavelmente atuando na reducéo
de mediadores inflamatérios (RITTER et al., 2013).

O 2-alilfenol também é um fenilpropandide que apresenta estrutura similar
ao ginkgol isolado do fruto ginkgo (Gingko biloba L.) (ZHAOLI et al., 1995; MENG
et al., 2007). De acordo com o levantamento bibliografico realizado, antes da
execugao experimental deste trabalho, poucos estudos foram publicados com
esta substancia e nenhum destes investigaram seu potencial analgésico.
Portanto, diante da constante busca por novos farmacos de origem vegetal com
eficacia terapéutica e menos efeitos colaterais, houve interesse no estudo
antinociceptivo do 2-alilfenol em modelos experimentais de dor. A partir desta
pesquisa, 0 aumento do conhecimento sobre efeitos farmacoldgicos do 2-
alilfenol podera despertar o interesse dos pesquisadores para investigacdes
adicionais com este fenilpropandide e contribuir para o desenvolvimento de um

novo medicamento.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Dor

De acordo com a Associagdo Internacional para o Estudo da Dor
(International Association for the Study of Pain — IASP), a dor € uma “experiéncia
emocional e sensorial desagradavel associada com um dano tecidual real ou
potencial” ou seja essa sensacao dolorosa €, na verdade, um importante sistema
de alerta que nos protege de perigos reais ou iminentes de lesdes, acionando
respostas de protecdo ao organismo. Em condi¢cdes normais, a dor serve para
protecdo e adaptacdo do nosso corpo (MILLIGAN; WATKINS, 2009).

A dor é considerada uma experiéncia complexa, pois ndo envolve apenas
a transducao do estimulo nociceptivo, mas existe também o processamento
cognitivo e emocional pelo encéfalo, responsavel pelas diferentes respostas
comportamentais a dor (JULIUS; BASBAUM, 2001; SCHOLZ; WOOLF, 2002).
Em animais de laboratorio, estes fatores geralmente ndo séo levados em
consideracdo, sendo pouco influentes ou inexistentes nos experimentos. Por
isso que a utilizacdo do termo “dor” é exclusiva para seres humanos, uma vez
que apenas estes conseguem mensurar de forma relativamente precisa apenas
0S aspectos neurossensoriais da dor. Portanto, termos como dor e analgesia sédo
mais adotados para humanos, nocicepcdo e antinocicep¢do para animais
(TIGLSEN; HOLE, 1997; RUSSO; BROSE,1998; DA SILVA, 2013).

Portanto, vale salientar a diferenca entre os termos: dor e nocicepcao. A
dor possui uma natureza subjetiva caracterizada por sintomas fisicos e
psicolégicos, a nocicepcao pode ocorrer independente da dor, ja que € um
processo fisiologico que ndo apresenta um componente subjetivo (LOESER,;
TREEDE, 2008). O termo nocicepgdo é a deteccdo da leséo tecidual por
transdutores especializados ligados as fibras Ad e C, as quais transmitem sinais
ao sistema nervoso central, influenciados pela inflamacdo e por estimulos
ambientais fisicos ou quimicos (LOESER; MELZACK, 1999).

A dor pode ser classificada de acordo com a origem, ou de acordo com a

duracdo. Quanto a duracao, a dor pode ser considerada aguda, sendo de curta
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duracdo e limitada a area afetada, desaparecendo com a eliminacdo desse
estimulo nocivo (RIEDEL; NEECK, 2001), ou crénica, quando persiste por um
tempo maior, e estd associada com processos patoldégicos cronicos ou
decorrentes de leses do SNC ou periférico (LOESER; MELZACK, 1999).

Com relacdo a origem, a dor pode ser classificada como nociceptiva,
ocorrendo por ativacdo direta e/ou excessiva de nociceptores (receptores
sensoriais capazes de transduzir e codificar estimulos nocivos) ou neuropatica,
gue ocorre como consequéncia direta de uma lesdo nervosa ou de uma doenca
que afete o sistema somatossensorial, seja em nivel periférico ou central. Ha
ainda a dor de origem inflamatoria, sustentada pela sensibilizacdo dos
nociceptores por mediadores inflamatorios, levando a situacdes de hiperalgesia,
caracterizada por dor exacerbada frente a um estimulo nocivo, ou alodinia,
caracterizada pela sensacdo de dor ocasionada por exposicao a estimulos ndo
nocivos (LOESER; TREEDE, 2008; DOS SANTOS, 2013).

2.2. Fisiopatologia

Os aspectos que envolvem a neurofisiologia da dor podem ser divididos
didaticamente em quatro processos distintos: transducdo, transmissao,

modulacao e percepcao (KELLY et al, 2001).

(1) Transducdo: essa etapa se refere a transformagédo de um estimulo
nocivo mecanico, térmico ou quimico em impulsos elétricos pelos nociceptores.
As terminacdes livres sdo encontradas na pele, mucosas, fascias, tecido
conjuntivo de o6rgdos viscerais, ligamentos, capsulas articulares, periésteo,
musculos, tenddes e vasos arteriais (MILLAN, 1999, LOESER; TREEDE, 2008).
Elas sdo excitadas apenas por estimulos intensos, sugerindo que tenham
propriedades biofisicas e moleculares que as permitam detectar seletivamente
estimulos nocivos. Os nociceptores possuem canais idnicos como TRP
(receptores de potencial transiente), canais de so6dio como 0s sensiveis a
tetrodotoxina e receptores acoplados a proteina G, que transduzem a energia do
estimulo em potenciais de agdo para o axénio que conduz os estimulos até a
medula espinal (WOOLF; MA, 2007).
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(2) Transmissao: refere-se a propagacdo do impulso elétrico do sistema
nervoso periférico até o sistema nervoso central. A transmissao tem inicio nos
axonios dos neurdnios nociceptivos. Assim, um estimulo essencialmente nocivo
€ capaz de estimular um nociceptor que transduz o sinal gerando potencial de
acado que percorre pela fibra nociceptiva. Essas fibras sdo classificadas de
acordo com suas caracteristicas anatémicas, velocidade de conducéo, diametro
e grau de mielinizacdo (JULIUS; BASBAUM, 2001; BASBAUM et al, 2009).

As fibras de pequeno diametro sdo as que originam a maioria dos
nociceptores. Neste grupo, encontram-se as fibras do tipo C e do tipo Ad, que
sdo responsaveis pela transmissdo do estimulo nociceptivo sob condi¢cdes
fisiol6gicas. As fibras Ad sdo pouco mielinizadas, conduzem o impulso elétrico
em uma velocidade entre 12 e 30 m/s e sdo responsaveis pela chamada
“primeira dor” (DA SILVA, 2013).

As fibras C conduzem o estimulo a uma velocidade em torno de 0,5 a 2
m/s (mais lento que as fibras do tipo Ad) porgue ndo possuem bainha de mielina
e sao responsaveis pela chamada “segunda dor”’, uma dor mais difusa e
prolongada. Elas sdo em sua maioria conhecidas como fibras polimodais, por
transmitirem estimulos mecanicos, térmicos e quimicos (MILLAN, 1999; JULIUS;
BASBAUM, 2001). A maior parte das fibras C também responde a estimulos
quimicos nocivos como acido ou capsaicina (CATERINA et al, 1997). Existem
ainda fibras nociceptivas silenciosas (“silent” ou “sleeping”), que compreendem
uma proporcao das fibras aferentes, que normalmente ndo sédo responsivos a
estimulos. No entanto, quando influenciados por mediadores inflamatorios,
apresentam atividade espontanea ou tornam-se sensibilizadas e responsivas
(JULIUS; BASBAUM, 2001; BASBAUM et al, 2009).

As fibras nociceptivas do tipo C podem ser classificadas em dois grandes
grupos: (1) o primeiro € o grupo chamado de peptidérgica, que expressam 0S
neurotransmissores peptidicos substancia P (SP) e o peptideo relacionado ao
gene da calcitonina (CGRP), e também os receptores de tirosina quinase A
(TrKA), que possuem alta afinidade ao fator de crescimento do nervo (NGF); (2)

O segundo grupo é o de fibras C nao-peptidérgicas, que expressam o receptor
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P2X3, um subtipo de canal idnico sensivel ao ATP (BESSON, 1999; HUNT;
MANTYH, 2001; JULIUS; BASBAUM, 2001; BASBAUM et al, 2009).

As fibras sensoriais podem responder a diferentes estimulos e estéo
presentes na cabeca e no corpo, tendo seus corpos celulares no ganglio
trigeminal ou no ganglio da raiz dorsal (GRD), respectivamente. Os impulsos
nervosos chegam através dos neurdnios aferentes primarios a substancia
cinzenta da medula espinal, especificamente no corno dorsal. As fibras
nociceptivas penetram perpendicularmente em camadas mais superficiais do
corno dorsal (lamina | e 1) ou se estendem até camadas mais profundas (lamina
V, VI, VIl e X) (CALVINO; GRILO, 2006).

A informacado nociceptiva é transmitida do corno dorsal para estruturas
supraespinhais através de neurénios de segunda ordem, que constituem as vias
ascendentes e fazem sinapse com 0s neurbnios aferentes primarios. Os
neurbnios de segunda ordem e também interneurdnios localizados no corno
dorsal da medula espinal sdo ativados pela liberagdo de neurotransmissores
(como glutamato e SP) dos aferentes primarios, e este processo também é
mediado por canais de célcio e sédio (BESSON, 1999, JULIUS; BASBAUM,
2001, MILLIGAN; WATKINS, 2009).

Dentre as vias ascendentes (espinotalamica, espinoreticular,
espinomesencefalica, cervicotalamica e espinohipotalamica), a via
espinotalamica é a mais proeminente na propagacdo do estimulo nociceptivo.
Os neurdnios de segunda ordem desta via emitem suas projecdes diretamente
ao talamo ventroposterolateral. As areas do tdlamo s&o responsaveis pela
sensacao de toque e nocicepcédo, onde a informacéo € inicialmente processada
(JULIUS; BASBAUM, 2001; CALVINO; GRILO, 2006; D’'MELLO; DICKENSON,
2008). Além disso, estruturas do sistema limbico estdo envolvidas na resposta
emocional e afetiva a dor, como diferentes areas da amigdala e do hipocampo
(BESSON, 1999; JULIUS; BASBAUM, 2001; CALVINO; GRILO, 2006; PERL,
2011). Posteriormente, o estimulo é transmitido do talamo até o cértex sensorial
primario por neurdnios de terceira ordem (BESSON, 1999; JULIUS; BASBAUM,
2001; BASBAUM et al, 2009) (Figura 4).
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Figura 4 — Via nociceptiva ascendente
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Fonte: Adaptado de D’Mello e Dickenson, 2008.

(3) Modulacédo: nesta etapa ocorrem modificagbes da propagacédo do
estimulo nociceptivo através de mecanismos enddgenos, em especial pela
liberacdo de neurotransmissores. E mediada por interacdo entre neurdnios
medulares e impulsos das vias descendentes originadas no tronco encefalico e
encéfalo. Esta interacdo ocorre através da participacédo de varios sistemas de
neurotransmissores  enddgenos, como  opioidérgico,  serotoninérgico,
noradrenérgico, colinérgico, adrenérgico, adenosinérgico, gabaérgico e
glutamatérgico (MILLAN, 2002).

O organismo possui mecanismos intrinsecos de controle da dor, pois apos

a estimulacdo dos diferentes nucleos do talamo, os sinais podem ser
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transmitidos para varios locais do cortex sensorial somético, substancia
periaquedutal cinzenta (PAG), hipotalamo, amigdala e cerebelo. Um circuito
modulador endogeno descendente (via de controle descendente inibitério da dor)
envolvendo a PAG, o locus coeruleus e o bulbo rostroventral, é responsavel pela
liberagdo de neurotransmissores no corno dorsal da medula espinal (com a
participagdo principalmente de serotonina e noradrenalina) que conseguem
promover inibicdo da informac&o nociceptiva. Assim, cada lesdo induz um tipo
diferente de resposta devido a plasticidade do sistema nervoso (MILLAN, 1999;
MILLAN, 2002; VANEGAS; SCHAIBLE, 2004; JONES; DUNLOP, 2007).

(4) Percepcao: é a etapa final do processo de sinalizagdo nociceptiva
realizada no encéfalo, e se refere a experiéncia fisica e emocional provocada
pelo estimulo nociceptivo. As areas do coOrtex somatosensorial primario e
secundario e cortex associativo, como o cortex parietal, estdo envolvidos na
génese da percepcao da dor como qualidade, localizacdo, intensidade e
duracdo. Os neurdnios do tdlamo projetam axénios para outras areas do cortex
envolvidas na resposta emocional a dor como o cortex frontal, insular, e
cingulado anterior, além de projecbes para areas motoras. Eles definem a
percepcao das caracteristicas somaticas do estimulo e sdo responsaveis pelos
aspectos cognitivos e afetivos da sensacao de dor (CALVINO; GRILO, 2006;
TRACEY; MANTYH, 2007).

2.3. Sistema opiodide e antinocicepc¢ao

O sistema opibide representa um importante alvo para avaliacdo de
mecanismo de acdo de novas drogas com propriedades antinociceptivas pelo
fato de estar intimamente relacionado ao controle da dor tanto a nivel periférico
como a nivel central. Uma elevada concentracdo de receptores opidides esta
localizada no corno dorsal da medula espinhal (laminas | e II), nacleo trigémeo
medular, talamo, hipotdlamo, PAG, nucleos da rafe, na regido ventral superior
do bulbo e da ponte e locus coeruleus. Observa-se, também, a presenca de
receptores nas amigdalas e coOrtex cerebrais, no hipocampo, no nucleo caudado
e globo palido, nos plexos nervosos e glandulas exocrinas do estbmago e

intestino, sugerindo a participacdo dos opiodides na regulacdo do comportamento
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motor, afetivo, neurovegetativo e neuroendécrino (MERRER et al, 2009;
KRAYCHETE, 2010; BENEDITO, 2013).

Os principais receptores do sistema opidide séo p, k e 8. Foi sugerida a
existéncia de diversos subtipos destes receptores, entre eles, ul, u2, 81, 82, k1,
k2 e k3. Em nivel molecular, todos sdo membros da familia de receptores
acoplados a proteina G, e, portanto, a ativacao dos receptores opioides leva ao
fechamento de canais para calcio voltagem-dependentes nas terminacdes
nervosas pré-singpticas e a abertura de canais de potassio (K*), produzindo
hiperpolarizacdo da membrana celular de neurdnios pés-sinapticos, reduzindo a
liberacdo de neurotransmissores, a exemplo da substancia P, pelos terminais
centrais do neurénio aferente primario. Estes agonistas atuam ainda ativando as
vias inibitorias descendentes (GRAEFF; GUIMARAES, 2000).

2.4. Sistema adenosinérgico e antinocicepcéao

Existem varios estudos pré-clinicos e clinicos que demonstram o
importante papel exercido pelas purinas (adenosina e adenosina trifosfato) na
transmisséo dolorosa tanto periférica como central (SEGERDHAL; SOLLEVI,
1998; SAWYNOK, 1999). Esse interesse deve-se ao fato de que: a) analogos da
adenosina produzem efeito antinociceptivo em varios modelos de nocicepcao,
principalmente em dores neuropéticas, onde sua génese ainda ndo é bem
compreendida; b) a liberacdo de adenosina em nivel espinhal contribui para a
eficacia das drogas opidides; c) a cafeina, um antagonista dos receptores de
adenosina Al, A2A e A2B, foi utilizada como ferramenta farmacoldgica para
verificar o possivel envolvimento dos receptores de adenosina. (SAWYNOK,
1998; FREDHOLM, 1999; BENEDITO, 2013).

Nesse sentido, compostos que afetam o sistema adenosinérgico podem
representar uma nova e importante ferramenta farmacoldgica para o controle da
dor, principalmente das dores neuropaticas, onde o arsenal terapéutico

disponivel na clinica é amplo, porém com baixa efetividade.
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2.5. Canais para K* e antinocicepcéao

A literatura demonstra o envolvimento de drogas que agem em
determinados canais de K* induzindo antinocicepc¢ao pela abertura destes canais
e 0 consequente aumento da condutancia do K* para o exterior da célula levando
a hiperpolarizacéo celular, assim ndo ocorrendo a propagacdo do estimulo
nociceptivo (RANG et al., 2007), dessa forma, esses canais representam
importantes alvos para o desenvolvimento de novos agentes no tratamento da

dor.

Estudos eletrofisiologicos demonstraram que agonistas de receptores u e
d opidides abrem canais de K* retificadores de entrada em neurbnios pela
ativacdo de proteinas Gi/o. O primeiro estudo que sugeriu o envolvimento da
abertura de canais de K* na antinocicepcdo induzida por agonistas p-opioide
mostrou que a glibenclamida, um bloqueador de canais para K*, inibiu o efeito
da morfina no teste da placa quente e retirada da cauda em roedores (OCANA;
DEL POZO; BAEYENS, 1990; OCANA et al., 2004; BENEDITO, 2013).

2.6. Ginkgo biloba

O extrato de Ginkgo biloba é um dos produtos naturais mais
comercializados pelo mundo (SINGH et al., 2008). As folhas de Ginkgo biloba
séo usadas na medicina chinesa para tratamento da asma (MAHMOUD et al.,
2000, antimicrobiano (YANG et al., 2002) e antioxidante (DIAMOND et al., 2013).
O uso diario do extrato pode ser uma alternativa para o tratamento da
osteoporose, principalmente naquelas induzidas por uso prolongado de
corticoides (LUCINDA et al., 2010). Além disso, o extrato melhorou a capacidade
mental de pacientes com Alzheimer devido as suas propriedades
neuroprotetoras (BASTIANETTO et al.,, 2000; ZIMMERMANN et al., 2002;
DIAMOND et al., 2013). Estudo com ratas idosas mostrou que a suplementacao
com o extrato de Ginkgo biloba melhorou a funcao cognitiva devido a diminuicéo
do estresse oxidativo e aumento dos niveis do fator neurotrofico derivado do
cérebro (BELVIRANLI & OKUDAN, 2015).
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Da Ginkgo biloba foi isolado inimeros metabdlitos secundarios como
lipidios, alilfenois, flavondides e carboidratos, no entanto as atividades
farmacoldgicas sao atribuidas aos terpenos trilactonas e flavonoides glicosideos
(PETER et al., 1966; GELLERMAN et al., 1968; MORIMOTO et al., 1968). Os
acidos ginkgolicos sao alquilfenois pertencentes ao grupo dos acidos
anacardicos. Os ginkgols possuem efeito antiproliferativo em vérios tipos de
células cancerigenas, especialmente em células de carcinoma hepatocelular
(YANG et al., 2014).

2.7. Fenilpropandides

Os constituintes dos 0leos essenciais sdo substancias volateis de baixo
peso molecular que possuem grande aplicabilidade na industria de perfumaria,
em cosmeéticos, e em produtos alimenticios. Quimicamente os 6leos essenciais
sdo compostos principalmente de terpendides e fenilpropandides, além de
policetideos e poucos alcalbdides (DE SOUSA, 2011).

Os fenilpropandides sdo formados a partir do acido chiquimico
(CRAVEIRO et al., 1981; DEWICK, 2001) e frequentemente estdo presentes nos
Oleos essenciais em pequenas quantidades (DE SOUSA, 2011). Esses
compostos sao indicadores das respostas ao estresse da planta sobre a variacéo
da luz ou tratamento mineral, além de importantes mediadores na resisténcia
das plantas contra pragas (LA CAMERA et al., 2004). Eles ainda promovem
recursos para uma reproducdo satisfatoria (DUDAREVA et al., 2004; VOGT,
2010).

2.7.1. 2-Alilfenol

O 2-alilfenol é um fenilpropanéide amplamente comercializado na China
sob o nome de Yinguo. Quimicamente este composto apresenta estrutura
(Figura 5) similar ao ginkgol isolado do fruto ginkgo (Gingko biloba L.) (ZHAOLI
et al., 1995; MENG et al., 2007). Apresenta atividade fungicida ja relatada na
literatura contra as espécies Botrytis cinérea, Rhizoctonia cerealis, Fulvia fulva,

Sporisorium reilianum, Physalospora piricola, Valsa mali, Magnaporthe oryzae,
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Pythium aphanidermatum, uma vez que afeta a respiracao e diminui os niveis de
ATP por um mecanismo ainda ndo descoberto (MENG et al., 2007; QU et al.,
2008; XIA et al., 2010).

Em B. cinérea, 2-alilfenol inibe o patégeno fungico pela inducdo de
respiragdo cianeto resistente, causando diminuicdo de ATP, e inibindo a
respiracéo (GONG et al., 2009).

OH
_CHy

Figura 5 — Estrutura quimica do 2-alilfenol

O interesse pelo estudo do potencial antinociceptivo do 2-alilfenol surgiu
pela observacdo da semelhanca estrutural desse fenilpropandide com outras
moléculas da mesma classe e que apresentam efeito antinociceptivo ja relatado
na literatura, como é o caso do eugenol (KURIAN et al., 2006) e do anetol
(RITTER et al., 2013).
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OBJETIVOS
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

e Avaliar a atividade antinociceptiva do fenilpropanoide 2-alilfenol em

modelos experimentais murinos.
3.2. Objetivos Especificos
e Estimar a DL50 do 2-alilfenol pela via intraperitoneal (i.p.);

¢ Investigar a atividade antinociceptiva do 2-alilfenol a partir de modelos de

nocicepcao quimica e térmica;

¢ Avaliar o envolvimento dos sistemas opiodide, adenosinérgico e dos canais
de potéassio sensiveis a ATP no mecanismo de acao do 2-alilfenol, caso o

mesmo apresente efeito antinociceptivo.
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4. MATERIAIS

4.1. Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) Swiss (Figura 6),
machos, com trés meses de vida, pesando entre 25-35 g, provenientes do
Biotério - Prof. Dr. Thomas George da Universidade Federal da Paraiba do
Instituto de Pesquisa de Farmacos e Medicamentos (IPeFarM). Os animais eram
mantidos sob condi¢des controladas de temperatura (21 £ 1°C), com livre acesso
a racao do tipo pellets (Purina®) e agua disponivel em garrafas de polietileno,

passando por ciclo claro/escuro de 12 horas.

Figura 6 — Camundongo (Mus musculus) Swiss macho
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Fonte: http://www.criver.com/

4.2. CondigOes Experimentais

Os testes foram realizados no Laboratério de Psicofarmacologia do
IPeFarM/UFPB, no periodo compreendido entre as 13:00 e as 17:00 h. No dia
anterior ao experimento, os animais foram separados em grupos de no maximo
4 animais por gaiola. Além disso, os animais foram 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. As
bancadas metalicas e os aparelhos utilizados foram higienizados com alcool
70%, entretanto, durante os testes, foi utilizado etanol com baixa graduacéo
(10%), na tentativa de diminuir possiveis odores que possam interferir no
comportamento dos animais. Todos os procedimentos experimentais foram
previamente aprovados pelo CEUA - Comité de Etica no Uso de Animais da
UFPB -, sob a certidao de n° 161/2015.

4.3. Substancias Utilizadas


http://www.criver.com/

ASSIS, D.B. MATERIAL E METODOS 34

e 2-alilfenol (SIGMA - EUA);

e Acido acético glacial (Synth - EUA);

e Agua destilada (IPeFarM/UFPB — Brasil);
e Cafeina (Merck — EUA);

e Cloridrato de morfina (Merck — EUA.);

e Cloridrato de naloxona (Cristalia — Brasil)
e Etanol (IPeFarM/UFPB — Brasil);

e Formaldeido 37% (Vetec — Brasil);

e Glibenclamida (Sigma — EUA.);

e Glutamato (Sigma — EUA);

e MK-801 (Sigma — EUA);

e Tween 80 (Vetec — Brasil);

Minutos antes do inicio dos experimentos, as substancias utilizadas foram
dissolvidas em salina e quando necessario, era adicionado Tween 80, para
facilitar a solubilizagdo. As doses foram calculadas de forma a possibilitar a
administracao intraperitoneal de 0,1 mL/10 g de peso do camundongo, com
excecdo da formalina e glutamato que foram injetados por via intraplantar na
quantidade de 20uL.

4.4. Aparelhagem

e Aparelho de observacédo para o teste das contor¢cdes abdominais
induzidas pelo &cido acético, formalina, glutamato e mecanismos de
acao (Figura 7);

e Aparelho de placa quente (Insight — Brasil) (Figura 8);

Figura 7 — Aparelho de observacao Figura 8 — Aparelho da placa quente

Fonte: BENEDITO, 2013 Fonte: http://insightltda.com.br/
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5. METODOS

As metodologias executadas no estudo da atividade antinociceptiva do 2-
alifenol em camundongos estéo representadas na figura 9.

TESTE PRELIMINAR

[ DETERMINACAO DA DL50 ]

~

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

TESTE DAS CONTORCOES ABDOMINAIS INDUZIDAS PELO ACIDO ACETICO

TESTE DA FORMALINA

TESTE DA PLACA QUENTE

TESTE DO GLUTAMATO

MECANISMO DE ACAO

PARTICIPACAO DO SISTEMA OPIOIDE

PARTICIPACAO DOS SISTEMA ADENOSINERGICO

PARTICIPACAO DOS CANAIS DE POTASSIO

Figura 9 — Resumo esquematico das metodologias utilizadas no estudo
do fenilpropandide 2-alilfenol.

5.1. Teste Preliminar
5.1.1. Determinacao da dose letal 50% (DLso)

A determinacdo da dose letal 50% permite avaliar a toxicidade aguda de
uma droga, pois, a partir da descoberta de uma dose capaz de provocar Obito
em 50% dos animas, pode-se determinar uma margem de seguranca para O
estudo farmacoldgico (ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006).
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A determinacdo da toxidade aguda ou dose letal 50% (DL 50%) sera
realizada em camundongos machos (n=6) e fémeas (n=6), utilizando grupos de
doze animais, tratados com 2-alilfenol em diferentes doses, e o grupo controle
receberd o veiculo utilizado nas preparacfes (agua e Tween 80), por via
intraperitoneal. As possiveis mortes ocorridas em consequéncia dos tratamentos

iniciais serao registradas por 14 dias.

5.2. Avaliacdo da atividade antinociceptiva
5.2.1. Teste das contor¢fes abdominais induzidas por acido acético

A administracdo intraperitoneal de acido acético 1% provoca uma irritagéo
no peritbnio, desencadeando em um efeito nociceptivo representado por uma
contracdo na musculatura abdominal seguida de uma extensdo dos membros
posteriores (GARCIA, et al.,, 2011). Essa contor¢cdo acontece em virtude da
ativacdo de canais de cations nao-seletivos em neurbnios nociceptivos
periféricos, como também, na liberacdo de varios mediadores inflamatérios
(MING-TATT, et al., 2012).

O procedimento sera realizado de acordo com o método descrito por
Koster et al. (1959). Os animais sdao separados em 6 grupos contendo oito
camundongos machos, os quais receberao os seguintes tratamentos: veiculo, 2-
alilfenol (25, 50, 75 e 100 mg/Kg, i.p.) e morfina (6 mg/kg, i.p.). Transcorridos 30
minutos, havera a administracao intraperitoneal de uma solucéo de acido acético
1%, em seguida, os camundongos serao colocados, individualmente, em caixas
de polietileno, para que seja registrado o niumero de contor¢des abdominais em
10 minutos de observacdo. A atividade antinociceptiva serd determinada pela
inibicdo significativa do numero de contor¢cdes abdominais dos animais tratados

com as drogas-testes, quando comparado ao grupo controle.

Este método é bastante comum na triagem de substancias com potencial
efeito antinociceptivo, no entanto ndo apresenta especificidade, pois diversos
tipos de drogas séo efetivos nesse modelo, tais como anticonvulsivantes,

anticolinérgicas e anti-histaminicas (HUANG, et al., 2010). Nesse contexto, mais
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testes antinociceptivos serdo necessdarios para melhor caracterizacdo da

atividade.

5.2.2. Teste da formalina

Como forma de discriminar se a possivel acdo do 2-alilfenol decorre de

um efeito antinociceptivo central ou periférico, foi utilizado o teste da formalina.

Inicialmente descrito por Hunskaar, Fasmar e Hole (1985), essa
metodologia consiste na administracdo subcutanea de 20uL de uma solucao de
formalina na pata direita do animal. Apds a injecdo do estimulo doloroso, os
camundongos serdo colocados em um aparato triangular composto por duas
paredes espelhadas e uma de vidro transparente, permitindo a visualizacdo do
animal, para que seja cronometrado o tempo de lambida da pata em duas fases
(SHIBATA, et al., 1989). A primeira fase (0-5 min) ocorre, imediatamente, apds
a administracao da formalina, provocando uma resposta nociceptiva decorrente
da estimulacdo quimica direta dos nociceptores e liberacdo de aminoacidos
excitatérios (TJOLSEN, et al., 1992). Em seguida, h4 um periodo chamado de
interfase (5-15 min) que é caracterizado pelos mecanismos de supressao
enddgenos da dor (HENRY, et al.,, 1999). A segunda fase (15-30 min) é
conhecida por um processo inflamatério, levando a liberacdo de mediadores
como a serotonina, histamina, bradicinina e prostaglandina (PARADA, et al.,
2001).

Para a realizacdo do experimento, os camundongos foram divididos em
grupos (n=8) que foram tratados com veiculo, 2-alilfenol (50, 75 e 100 mg/Kg) e
morfina (10 mg/kg, i.p.). Apdés 30 minutos dos tratamentos, foi injetada a solucdo
de formalina 2,5% na regido subplantar da pata direita do animal, provocando
um comportamento nociceptivo que foi registrado nas duas fases citadas acima.
Uma reducdo dessa resposta dolorosa nos animais tratado com a substancia
teste, quando comparado ao grupo controle negativo, indica atividade

antinociceptiva.
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5.2.3. Teste da placa quente

Este teste, descrito por Eddy e Leimback (1953), representa uma
modificacdo do modelo original de Woolfe e MacDonald (1944). Consiste em
quantificar o tempo de reacdo do animal ao estimulo térmico, ou seja, do
momento em que o animal é colocado em uma placa quente a 55 + 1,0 °C até
apresentar o comportamento de levantar (tentativa de pular) ou lamber uma das
patas. Este tempo, foi cronometrado e considerado como um indicativo de
nocicepcao, ja que sao respostas integradas supraespinhalmente (YAMAMOTO;
NOZAKI TAGUCHI; CHIBA, 2002). Inicialmente, os animais foram submetidos a
uma pré-selecdo, sem administracdo de qualquer substancia, sendo
considerado apto aquele que obtivesse um tempo de resposta a nocicepcao

inferior a dez segundos, quando colocado sobre a placa quente.

Os camundongos selecionados foram separados em cinco grupos de 8
animais que receberam os tratamentos: veiculo, 2-alilfenol (50, 75 e 100 mg/kg
i.p.) ou morfina (10 mg/kg, i.p.). Antes das administracdes, realizou-se uma
leitura basal (0 minuto) e posteriormente, os animais foram avaliados decorridos
30 e 60 minutos das administracdes iniciais. O tempo maximo de permanéncia
na placa foi de 30s, para evitar danos teciduais (PARK; CHA; JEON, 2011).

5.2.4. Teste da nocicepcdao induzida pelo glutamato

O glutamato é o principal aminoacido excitatorio liberado pelo sistema
nervoso central e periférico em respostas nociceptivas (YASHPAL, et al., 2001).
A administracdo do glutamato provoca uma ativacao direta das fibras aferentes
primérias, resultando na liberacédo de mediadores inflamatérios e neuropeptidios,
assim como ativacao dos receptores glutamatérgicos (BORDI; UGOLINI, 1999).
Estudos relatam que a resposta nociceptiva induzida pelo glutamato esta
relacionada a receptores de NMDA e ndo-NMDA localizados na regiao espinhal,
supraespinhal e periférica (BEIRITH; SANTOS; CALIXTO, 2002).

Os grupos de camundongos (n=8) serdo pré-tratados por via i.p. com
veiculo, trés doses do 2-alilfenol e com o MK-801 (0,15 mg/kg) um antagonista

ndo competitivo de receptor NMDA (MAREK et al., 1991). Apds uma hora das
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administracdes, 0s animais receberdo uma injegao intraplantar de 20 yL de uma
solucéo de glutamato (30 pmol/pata) na pata posterior direita e serdo colocados
em caixas de observacdo. O parametro observado sera o tempo de lambida da

pata por um periodo de 15 minutos.

5.3. Investigacdo do mecanismo de ac¢éo antinociceptivo do 2-alilfenol
5.3.1. Estudo do envolvimento do sistema opidide

Com o objetivo de avaliar a participacéo do sistema opioide sobre o efeito
antinociceptivo do 2-alilfenol, grupos distintos de animais foram tratados com
veiculo, 2-alilfenol (100 mg/kg i.p.), morfina (6 mg/kg i.p.) ou naloxona (5 mg/kg,
s.C.), um antagonista opidide ndo seletivo (JIN et al., 2010). Dois grupos
receberam pré-tratamento com naloxona (5 mg/kg, s.c.) 15 min antes da
administragao do 2-alilfenol (100 mg/kg i.p.) ou de morfina (6 mg/kg i.p.). A
morfina foi usada como controle positivo. Apds um periodo de 30 min foi avaliado

o efeito deste tratamento no teste da formalina.

5.3.2. Estudo do envolvimento dos sistemas adenosinérgico

A possivel participagéo do sistema adenosinérgico no mecanismo de agéo
do 2-alilfenol foi estudada utilizando a cafeina um antagonista ndo seletivo dos
receptores de adenosina (SAWYNOK, J., 2015). Os animais foram divididos em
diferentes grupos (n=8) onde um recebeu cafeina (10 mg/kg, s.c.) 15 minutos
antes da administracdo do 2-alilfenol (100 mg/kg, i.p.). Os outros grupos
receberam apenas veiculo, cafeina ou 2-alilfenol. Ap6s 30 minutos o0s

camundongos foram submetidos ao teste da formalina.

5.3.3. Participagao dos canais de K*atp

Para investigar se o 2-alilfenol exerce seu efeito antinociceptivo ativando
canais de K* atp, foi utilizada a glibenclamida, uma sulfoniluréia que bloqueia
especificamente estes canais (OCANA, et al., 2004; LOPES et al., 2012). Grupos
de 8 camundongos foram tratados com: veiculo, 2-alilfenol (100 mg/kg i.p.) ou
glibenclamida (5 mg/kg, i.p.). Em outro grupo foi injetado, inicialmente,

glibenclamida e, apés 15 minutos, 2-alilfenol (100 mg/kg). E ap6s 30 minutos, foi
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administrada formalina na pata posterior direita e contabilizado o tempo de
lambida desta pata, como descrito anteriormente.

5.4. Anélise estatistica

Os resultados foram analisados utilizando o método de Analise de Variancia
(ANOVA) “one-way” seguido do teste de Tukey para comparacédo entre as meédias.
Os dados obtidos foram expressos como média * erro padrdo da média (e.p.m.),
sendo os valores considerados significativos, quando apresentassem um nivel de

significancia (p) menor que 0,05.

Todos os dados obtidos foram analisados estatisticamente através do
programa GraphPad Prism, versdo 6.0 (GraphPad Sotware Incorporated, San
Diego, USA).

A porcentagem de inibicdo foi determinada pela comparacéo entre as médias
do grupo controle e experimental, calculadas pela seguinte formula (OYEMITAN et
al., 2008; IJEOMA et al., 2011; TAHER, 2012).

Porcentagem de inibicdo = 100 — média do grupo experimental x 100

média do grupo controle
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RESULTADOS
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6. RESULTADOS

6.1. Teste Preliminar
6.1.1. Determinacao da dose letal 50% (DL50)

Para determinar a toxicidade aguda do 2-alilfenol, os animais receberam
a substancia em estudo e foram observados por um periodo de 14 dias apés o
tratamento, contabilizando o numero de mortes em cada dose, conforme
apresentados na tabela 1. Durante os 14 dias de observagéo, ndo houve
mortalidade nos animais tratados com 2-alilfenol nas doses de 25, 50, 75, 100 e
500 mg/kg, no entanto as doses de 600, 675, 750 mg/kg apresentaram
mortalidade, respectivamente, de: 50%, 83,3% e 100%. A partir dos resultados,
calculou-se a DL50 e o valor obtido foi de 603 mg/kg, com um intervalo de
confiangca entre 587,1 e 619,8 mg/kg de peso corporal para camundongos

machos e fémeas com coeficiente de determinacdo R2= 0.9970.

Tabela 1 — Percentual de mortes em camundongos tratados com diferentes

doses do 2-alilfenol.

Doses do 2-alilffenol (mg/Kg) % de mortes em 14 dias
25 0
50 0
75 0
100 0
500 0
600 50
675 83,3
750 100

(n =12 animais por grupo, sendo 6 machos e 6 fémeas)

6.2. Avaliacdo do Efeito Antinociceptivo

6.2.1. Efeito do 2-alilfenol no teste das contor¢cbes abdominais induzidas

pelo acido acético
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O resultado da figura 10 mostra que a administracdo do 2-alilfenol (25 50,
75 e 100 mg/kg, i.p.) reduziu de maneira dose dependente o numero de
contor¢cdes abdominais induzidas por acido acético com as porcentagens de
inibicdo de 49.4% (14.6 £ 2.9), 80.1% (5.2 £ 1.5), 88.3% (3.3 £ 1.9) € 90.0% (2.8
+ 2.2) quando comparado ao grupo controle (28.1 = 2.3). A morfina inibiu a
resposta de contor¢édo em 89.3% (3.0 + 1.4).

Figura 10 — Efeito do tratamento com 2-alilfenol (25, 50, 75 e 100mg/kg, i.p.) e
morfina (6mg/kg, i.p.) sob as contor¢cdes abdominais induzidas pelo acido

acético.
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Cada coluna representa média = E.P.M. (n=8) (ANOVA “one way” — seguido pelo Teste
de Tukey) ***p<0,001 vs controle.

6.2.2. Efeito do 2-alilfenol no teste da formalina

O 2-alilfenol reduziu o tempo de lambida no teste da formalina em ambas
as fases. Na primeira fase, a dose de 75 (37.4%, 50.3 + 7.3) e 100 (35.8%, 51.6
+ 11.0) mg/kg foi efetivo em comparagao ao grupo controle (80.4 + 2.7) (Figura
11). O efeito antinociceptivo do 2-alilfenol foi mais marcante na segunda fase nas
mesmas doses: 75 (69.0%, 68.7 £ 32.2) e 100 (93.0%, 15.4 £ 10.0). Como
esperado, a morfina, droga padréo, foi efetivo nas duas fases com 70.2% (23.9
+8.4) e 98.6% (3.1 £ 3.1) respectivamente (Figura 12).
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Figura 11 — Efeito do tratamento com 2-alilfenol (50, 75 e 100mg/kg, i.p.) e
morfina (6mg/kg, i.p.) sob o tempo de lambida da pata na primeira fase do teste

da formalina.
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Cada coluna representa média + e.p.m. (n=8) (ANOVA “one-way” seguido pelo Teste
de Tukey) *p<0,05, ***p<0,001 vs controle.

Figura 12 — Efeito do tratamento com 2-alilfenol (50, 75 e 100mg/kg, i.p.) e

morfina (6mg/kg, i.p.) sob o tempo de lambida da pata na segunda fase do teste

da formalina.
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Cada coluna representa média + e.p.m. (n=8) (ANOVA “one-way” seguido pelo Teste
de Tukey) ***p<0,001 vs controle.
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6.2.3. Efeito do 2-alilfenol no teste da placa quente

Segundo a figura 13, o 2-alilfenol n&o foi capaz de aumentar o tempo de
laténcia para a reacdo ao estimulo doloroso provocado pela placa quente em
nenhum dos tempos testados. O pré-tratamento com morfina (10 mg/kg, i.p.)
aumentou o tempo de permanéncia do animal no aparelho aos 30 (18,5 + 3,8) e
60 (15,0 £ 2,9) minutos dos tratamentos, quando comparado ao grupo controle
(4,0+£1,0,1,4+0,2).

Figura 13 — Efeito do tratamento com 2-alilfenol (100mg/kg, i.p.) € morfina

(10mg/kg, i.p.) sob a laténcia para salto no teste da placa quente.
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Cada coluna representa média + e.p.m (n=8) (Teste de Mann-Whitney) **p<0,01 vs

grupo controle.

6.2.4. Efeito do 2-alilfenol no teste do glutamato

A figura 14 mostra que o 2-alilfenol na dose de 100 (82.5%, 25.5 £ 9.1)
mg/kg reduziu o tempo de lambida induzida pela administracdo do glutamato
guando comparado ao controle (145.9 + 14.5). MK-801 foi usado como controle

positivo e causou inibicdo da resposta nociceptiva (93.3%, 9.8 + 3.6).
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Figura 14 — Efeito do tratamento com 2-alilfenol (50, 75 e 100mg/kg, i.p.) € MK-
801 (0,15 mg/kg, i.p.) sob o tempo de lambida da pata no teste do glutamato.
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Cada coluna representa média £+ e.p.m. (n=8) (ANOVA “one-way” seguido pelo Teste
de Tukey) ***p<0,001 vs controle.

6.3. Avaliacdo dos possiveis mecanismos de acéo na atividade
antinociceptiva do 2-alilfenol

6.3.1. Participacdo do sistema opidide

Como se pode observar na figura 15, tanto o 2-alilfenol na dose de 100
mg/kg (41,0 £ 3,3) quanto a morfina (17,0 + 3,6) reduziram significativamente o
tempo de lambida da pata na primeira fase do teste da formalina, quando
comparados ao grupo controle (76,8 + 7,9), em 46,6% e 77,8%, respectivamente.
O grupo tratado apenas com naloxona (62,5 £ 9,3) ndo alterou o tempo de reacao
provocado pelo estimulo doloroso. O tratamento prévio da naloxona,
administrado quinze minutos antes do 2-alilfenol ou morfina, ndo modificou a
antinocicepc¢ao provocada pelo 2-alilfenol (23,1 + 3,4), contudo o efeito produzido

pela morfina (73,6 + 9,1) foi significativamente revertido.
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Figura 15 — Efeito da naloxona (5 mg/kg, s.c.) sobre a atividade antinociceptiva
do 2-alilfenol (100 mg/kg, i.p.) e morfina (6 mg/kg, i.p.) na primeira fase do teste

da formalina.
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Cada coluna representa média + e.p.m. (n=8) (ANOVA “one-way” seguido pelo Teste

de Tukey) ***p<0,001 vs controle, *#p<0,001 vs morfina.

Na segunda fase do teste da formalina representada pela figura 16, nos
camundongos tratados com 2-alilfenol (5,3 + 3,7) e morfina (8,8 £ 4,0) ocorreu
inibicdo do comportamento nociceptivo em 96,7% e 94,5%, respectivamente,
guando comparados ao grupo controle (162,0 + 34,2). A administracao prévia de
naloxona nao reverteu o efeito antinociceptivo do 2-alilfenol (0,1 £ 0,1), porém

blogueou a acdo da morfina (149,2 £ 39,7).
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Figura 16 — Efeito da naloxona (5 mg/kg, s.c.) sobre a atividade antinociceptiva
do 2-alilfenol (100 mg/kg, i.p.) e morfina (6 mg/kg, i.p.) na segunda fase do teste

da formalina.
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Cada coluna representa média + e.p.m. (n=8) (ANOVA “one-way” seguido pelo Teste

de Tukey) **p<0,01 vs controle, *# p<0,01 vs morfina.

6.3.2. Participacao do sistema adenosinérgico

De acordo com as figuras 17 e 18, os camundongos tratados com 2-
alilfenol (100 mg/kg, i.p.) apresentaram uma diminuicdo na resposta a dor de
89% (28,2 £ 5,7) na segunda fase, quando comparados ao grupo controle (256,9
+ 10,8). No grupo de animais que recebeu apenas a cafeina (10 mg/kg, s.c.), ndo
foi observada qualquer alteracdo no tempo de lambida da pata em nenhuma das
fases (83,1 £ 8,5 e 259,6 + 14,3), em relacdo ao grupo controle. O pré-tratamento
com cafeina nos animais que, posteriormente, receberam o 2-alilfenol levou a
uma inibicdo de 66,7% (85,3 =+ 7,9) quando comparado ao grupo controle na
segunda fase, indicando uma possivel reversdo do efeito, uma vez que esta

inibicdo foi menor do que o grupo tratado apenas com o 2-alilfenol.
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Figura 17 - Efeito da cafeina (10 mg/kg, s.c.) sobre a atividade antinociceptiva

do 2-alilfenol (100 mg/kg, i.p.) na primeira fase do teste da formalina.
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Cada coluna representa média £+ e.p.m. (n=8) (ANOVA “one-way” seguido pelo Teste
de Tukey).

Figura 18 - Efeito da cafeina (10 mg/kg, s.c.) sobre a atividade antinociceptiva

do 2-alilfenol (100 mg/kg, i.p.) na segunda fase do teste da formalina.
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Cada coluna representa média + e.p.m. (n=8) (ANOVA “one-way” seguido pelo Teste
de Tukey) ***p<0,001 vs controle, *p<0,05 vs 2-alilfenol.

6.3.3. Participacéo dos canais de K+ ATP
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Como apresentado nas figuras 19 e 20, os camundongos tratados com 2-
alilfenol (100 mg/kg, i.p.) apresentaram uma diminuicdo na resposta a dor de
93,8% (17,6 + 5,0) na segunda fase, quando comparados ao grupo controle
(287,8 + 25,2). No grupo de animais que recebeu apenas a glibenclamida (10
mg/kg, i.p.), ndo foi observada qualquer alteragdo no tempo de lambida da pata
em nenhuma das fases (79,5 + 8,4 e 258,0 + 32,9), em relagdo ao grupo controle.
O pré-tratamento com glibenclamida nos animais que, posteriormente,
receberam o 2-alilfenol apresentou uma inibicdo de 100% (0,0 = 0,0) do tempo

de lambida na segunda fase, indicando que nao houve reversao do efeito.

Figura 19 - Efeito da glibenclamida (5 mg/kg, i.p.) sobre a atividade
antinociceptiva do 2-alilfenol (100 mg/kg, i.p.) na primeira fase do teste da

formalina.

1% Fase

100 A

Tempo de lambida da pata (s)

Cada coluna representa média + e.p.m. (n=8) (ANOVA “one-way” seguido pelo Teste
de Tukey).
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Figura 20 - Efeito da glibenclamida (5 mg/kg, i.p.) sobre a atividade
antinociceptiva do 2-alilfenol (100 mg/kg, i.p.) na segunda fase do teste da

formalina.

2% Fase

(s)

400 9

300 1

200

100

Tempo de lambida da pata

Cada coluna representa média £ e.p.m. (n=8) (ANOVA “one-way” seguido pelo Teste
de Tukey) ***p<0,001 vs controle.
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7. DISCUSSAO

Estudos que utilizaram fenilpropandides, tal como o 2-alilfenol,
demonstraram atividade antinociceptiva quando submetidos a diferentes
protocolos com roedores, como por exemplo o eugenol (KURIAN et al., 2006),
metileugenol (YANO, et al., 2006), vanilina (PARK et al., 2009), anetol (RITTER
et al., 2013), siringina (US et al., 2015), e orto-eugenol (FONSECA et al., 2016).
Diante disto, foi despertado o interesse em tracgar o perfil da toxicidade aguda e
da atividade antinociceptiva do 2-alilfenol, investigando o possivel mecanismo

de acéo pelo qual este fenilpropandide estaria exercendo seu efeito.

E comum que a primeira etapa de uma pesquisa seja a determinacdo do
grau de toxicidade de uma nova droga, justificando a escolha das doses
utilizadas para os experimentos comportamentais subsequentes (GARRIDO et
al., 2011). Neste caso, foi realizado o ensaio de toxicidade aguda com o 2-
alilfenol, no qual o objetivo foi caracterizar a relacdo dose/resposta que conduz
o célculo da DL50, ou seja, a dose que tem efeito letal em 50% dos animais de
uma populacédo (LITCHFIELD; WILCOXON, 1949). A DL50 do 2-alilfenol por via
i.p. foi de 603 mg/kg com limite de confianca de 587,1 — 619,8 mg/kg. Estudos
sobre toxicidade aguda reforcam as diferencas existentes entre substancias de
uma mesma classe quimica, mas que por simples modificacdes estruturais,

podem apresentar atividade ou toxicidade completamente distintas.

Afim de se investigar o efeito analgésico do 2-alilfenol, partiu-se para a
realizacdo de testes especificos na linha de antinocicep¢ao. O primeiro deles foi
o teste das contor¢des induzidas pelo acido acético, esta metodologia que é uma
importante ferramenta para triagem de substancias analgésicas (COLLIER et al.,
1968). A administracdo do &acido acético na cavidade peritoneal causa
nocicepcgao caracterizada pela extenséo das patas acompanhada pela contor¢céo
do abdébmen (KOSTER et al.,, 1959). Esse comportamento nociceptivo é
resultado dos protons oriundos da dissociacéo do acido acético e podem ativar
diretamente canais de céations ndo seletivos localizados nas fibras aferentes
primarias conhecidos como canais ibnicos sensiveis a acidos (ASIC) (JULIUS;

BASBAUM, 2001), ou indiretamente, por promover a estimulagéo e liberacdo de
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mediadores inflamatorios, tais como produtos da biossintese da prostaglandina,
aminas simpatomiméticas, bradicinina, substancia P e citocinas (TNF-a, IL-1p,
IL-8) (COLLIER et al.,, 1968; IKEDA et al., 2001), estimulando neurdnios
aferentes primarios a aumentar a liberacdo de glutamato no fluido
cerebroespinhal (FENG; CUI; WILLIS, 2003).

O tratamento com o 2-aliifenol reduziu o numero de contor¢des
abdominais induzidas pelo acido acético, sugerindo que a substancia teste pode
estar reduzindo a producao de mediadores inflamatérios por meio da inibicao da
sintese de prostaglandinas ou liberagcdo do &cido araquiddnico pela via da
ciclooxigenase (QUINTANS-JUNIOR et al., 2013).

O 2-alilfenol apresentou uma inibicdo de 90.0% na dose de 100mg/Kg
enquanto que outros fenilpropandides como anetol na dose de 250mg/Kg
(RITTER, et al., 2014), evodione e leptonol na dose de 100mg/Kg (JOHNSON,
et al.,, 2010) apresentaram inibicdo das contor¢cbes de 55.0, 56.7 e 53.6%
respectivamente. Resultado similar ao do 2-alilfenol foi obtido com o eugenol
(DANIEL et al., 2009) na dose 100mg/Kg que apresentou um potencial de
inibicdo das contorgdes de 88.3%.

Apesar de apresentar boa sensibilidade, este teste possui baixa
especificidade, pois, em alguns casos, a resposta de contor¢do abdominal pode
ser suprimida por agentes anti-inflamatérios, narcéticos, relaxantes musculares,
antidepressivos triciclicos e outros tipos de drogas que se mostraram eficazes
em inibir as contor¢cdes abdominais, o que poderia levar a erros na interpretacéo
dos resultados (LE BARS et al., 2001). Procedeu-se entdo com métodos mais
especificos para melhor caracterizacéo deste efeito. Por isso, foram realizados
testes mais especificos como o teste da formalina, da placa quente e da
nocicepc¢ao induzida por glutamato, com o objetivo de caracterizar de forma mais
precisa se a atividade antinociceptiva exibida por este fenilpropandide foi central

el/ou periférica.

Como modelo de dor neurogénica e inflamatéria foi realizado o teste da
formalina para avaliar com mais precisdo as propriedades antinociceptivas do 2-
alifenol. No teste de formalina, a ativagcdo quimica imediata de terminagcdes

nervosas, particularmente das fibras do tipo C, causa a liberagdo de substancia
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P, glutamato e bradicinina (Raboisson e Dallel, 2004). Esta primeira fase é
denominada neurogénica, enquanto a segunda fase corresponde a dor
inflamatoria causada pela liberacdo de histamina, prostaglandina E2 (PGE2),
oxido nitrico (NO), taquiquininas, quininas e outros peptideos (Capuano et al.
2009). As drogas analgésicas centrais inibem ambas as fases do teste da
formalina, principalmente a segunda fase do teste (Karim et al., 1993). J&4 as
drogas que agem perifericamente como os anti-inflamatorios ndo esteroidais
inibem somente a fase tardia (Hunskaar S, Hole, 1987; Guimaraes et al., 2013).
O tratamento agudo com o 2-alilfenol reduziu o comportamento nociceptivo nas
duas fases do teste da formalina, contudo a 22 fase foi mais efetiva, indicando

um mecanismo anti-inflamatério mais potente.

Este resultado difere da maioria dos fenilpropanéides ja estudados, como
o eugenol (KURIAN et al., 2006), metileugenol (YANO, et al., 2006), 1-nitro-2-
feniletano (DE LIMA et al., 2009) e o anetol (RITTER, et al., 2014); que foram
capazes de inibir apenas a segunda fase do teste da formalina, demonstrando
possuir atividade antinociceptiva apenas do tipo anti-inflamatéria. O Unico
fenilpropandide que se comportou de forma semelhante ao 2-alilfenol, inibindo
as duas fases do teste da formalina, foi a ligustilida na dose de 10mg/Kg,

administrada pela via intragastrica (DU, Junrong et al., 2007).

Uma vez que a reducao do tempo de lambida da pata do animal tanto na
primeira quanto na segunda fase é caracteristica de drogas de acao central, foi
realizado o teste da placa quente a fim de esclarecer o envolvimento central na
antinocicepcdo causada pelo 2-alilfenol. O teste da placa quente, € uma
metodologia sensivel e especifica usada para mostrar o envolvimento de

mecanismos antinociceptivos supra-espinhais (SULAIMAN et al., 2009).

Neste teste, a temperatura é utilizada como estimulo nociceptivo, onde a
placa € aquecida a temperatura constante (55 £ 1 °C) na qual é capaz de ativar
0s receptores vanildides (VR-1 e VRL-1) presentes nos nociceptores, fazendo
com que o estimulo seja conduzido a regido medular, mais especificamente,
corno dorsal, e posteriormente aos centros corticais por intermédio das fibras C
e AD (DICKENSON & BESSON, 1997). O parametro nociceptivo avaliado foi o

tempo para o animal apresentar o0 movimento de pular sobre as duas patas
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posteriores, este comportamento representa uma uma resposta nociceptora

integrada supraespinhalmente (ARAUJO et al., 2009).

Apesar do 2-alilfenol apresentar um potente efeito analgésico no teste das
contor¢cdes abdominais induzidas pelo acido acético e na primeira e segunda
fase do teste da formalina, ele ndo foi capaz de aumentar a laténcia para a
percepcdo do estimulo térmico no teste da placa quente. Da mesma forma, o
eugenol (50, 75 e 100mg/Kg, p.o.) (DANIEL et al., 2009) e anetol (RITTER et al.,
2013) falharam em prolongar a laténcia para percepc¢ao do estimulo térmico no
teste da placa quente, diferente do o-eugenol (75 e 100mg/Kg, i.p.) que
conseguiu prolongar este parametro nos tempos de 60 e 120 minutos apds o
tratamento (FONSECA et al., 2016).

Este resultado sugere que se o 2-alilfenol apresenta um componente
central envolvido no seu efeito analgésico, esse, porém, ndo é mediado em
niveis supra-espinhais. Entdo com a finalidade de esclarecer esse possivel efeito

central do 2-alilfenol, foi realizado o teste do glutamato.

O principal neurotransmissor excitatério do sistema nervoso central € o
glutamato que esta envolvido em varios processos fisiolégicos como memoria,
aprendizado e excitoxicidade (Wilhelm et al.,, 2009). A resposta nociceptiva
mediado pelo glutamato envolve receptores (AMPA, kainato e NMDA)
localizados em estruturas periféricas, espinhais e supra-espinhais (Beirith et al.,
2002). Os resultados mostraram que o 2-alilfenol (100mg/Kg) foi efetivo no teste
do glutamato, logo é possivel sugerir que ele pode estar modulando a dor
centralmente em niveis espinhais (DAL BO et al., 2013). Além disso sabe-se que
quando h& um dano tecidual ou inflamacgé&o, ocorre um aumento da liberacdo de
glutamato pelas fibras aferentes primarias que ativam seus receptores no tecido
periférico (MILLER et al., 2011). Logo pode-se sugerir que a interferéncia no
sistema glutamatérgico também pode ser proveniente de um efeito anti-

inflamatério do 2-alilfenol.

Fonséca e colaboradores (2016), evidenciaram o envolvimento dos
receptores glutamatérgicos na resposta antinociceptiva induzida pelo
fenilpropandide o-eugenol, que atuou de forma semelhante ao seu analogo
estrutural metileugenol (YANO et al., 2006).
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Diante destes resultados, € possivel sugerir que o 2-alilfenol esta
desempenhando seu efeito antinociceptivo por mecanismos periféricos e
centrais, portanto decidiu-se aprofundar o estudo com o 2-alilfenol e se passou
a investigar seu possivel mecanismo de acédo utilizando o teste da formalina,
como protocolo de escolha, e ferramentas farmacolégicas. A investigacao dos
mecanismos de acdo de psicofarmacos, geralmente, é baseada na interacao
farmacoldgica que ocorre entre receptores e ligantes durante a transmisséo
neuronal. Este estudo baseia-se na utilizacdo de antagonistas farmacoldgicos
conhecidos, os quais, uma vez administrados previamente, 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
sinalizacao bloqueada ndo seja um mecanismo usado pela substancia-teste, o

efeito ndo sera alterado.

O primeiro sistema investigado foi o sistema opidide. Os receptores
opidides estdo expressos nos nervos envolvidos na transmissdo da dor
(trajetoria ascendente sensorial) e modulacao (trajetoria inibitéria descendente)
em sitios localizados em nivel espinhal e supraespinhal (BRUEHL et al., 2009).

Esses receptores sao classificados como acoplados a proteina Gi/o e,
quando ativados, inibem a adenilato ciclase. Além disso, promovem a abertura
de canais para potassio e inibem a abertura dos canais para célcio controlados
por voltagem, levando a reducédo da excitabilidade neuronal e da liberacdo de
neurotransmissores (BRUST, T.F., 2015). Eles podem, ainda, acoplar-se a
varios outros sistemas de segundos mensageiros, envolvidos na via da
fosfolipase C, sendo responséveis pelos efeitos indesejados relacionados ao uso
dos opidides (tolerancia, sensibilizacdo e abstinéncia) (SEHGAL; SMITH;
MANCHIKANTI, 2011).

A naloxona é um antagonista opiaceo nao seletivo utilizado clinicamente
para reverter a depressdo cardiorrespiratoria associada a overdose de
narcoticos. Devido a sua capacidade de antagonizar o efeito de drogas opioides,
como a morfina, a naloxona € amplamente utilizada como ferramenta
farmacoldgica na pesquisa de mecanismos envolvendo receptores opidides (JIN

et al., 2010; PEREIRA, 2013).
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Com o intuito verificar a participacdo do sistema opidide no efeito
antinociceptivo do 2-alilfenol, os animais foram previamente tratados com a
naloxona. Os resultados evidenciaram que ndo houve qualquer reversdo do
efeito antinociceptivo do 2-alilfenol, indicando que este efeito ndo € proveniente

da ativacdo dos receptores opiodides.

O efeito antinociceptivo de fenilpropandides envolvendo o sistema opidide
ja foi descrito na literatura. PARK et al. (2011) com o eugenol (10mg/kg, p.o.),
DE LIMA et al. (2009) com o 1-nitro-2-feniletano (50mg/Kg, i.p.), ambos
afirmaram que a via opidide estava envolvida no mecanismo antinociceptivo

desses dois fenilpropandides.

Em seguida, foi investigada a participacéo do sistema adenosinérgico no
mecanismo de acéo do 2-alilfenol. Estudos de dor demonstraram que algumas
drogas com atividade analgésica tem sua acdo relacionada a ativacdo de

receptores de adenosina.

A adenosina é um neurotransmissor/modulador endégeno que atua sobre
receptores Al, A2A, A2B e A3 gue estdo acoplados a proteina G (WU et al.,
2005). Os receptores de adenosina do tipo A1(Gin) quando ativados promovem
antinocicepgéo, por inibicdo da atividade neuronal na medula espinhal e do
ganglio da raiz dorsal (WU et al., 2005). Em geral, os receptores do subtipo A2A
estdo envolvidos na facilitagcdo do disparo neuronal, assim, pré sinapticamente
0s receptores A2A conseguem controlar a liberagcdo de glutamato e a sua
principal funcéo é atenuar a profunda inibi¢cdo da transmisséo sinaptica mediada
pelos receptores Al (Ciruela et al, 2006), o papel fisiolégico dos receptores A2B
e A3 ainda néo foi bem esclarecido (MENDES, 2012). Por sua vez, a cafeina é
um antagonista ndo seletivo de receptores de adenosina, e atua blogueando
receptores do tipo Al e A2 (SAWYNOK; REID; FREDHOLM, 2010).

A interacdo da cafeina com o 2-alilfenol mostrou uma reverséo do efeito
antinociceptivo, em ambas as fase do teste da formalina. A partir desses
resultados, pode ser sugerido que os receptores Al e/ou A2, podem estar
envolvidos no mecanismo da agao antinociceptiva exercida pelo 2-alilfenol,
confirmando o envolvimento central no efeito do 2-alilfenol, observado tanto na

primeira fase do teste da formalina quanto no teste do glutamato.
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Por fim, foi avaliado a participacdo dos canais K+ ATP dependentes que
também mostram ter um envolvimento nos processos de dor. A ativacao desses
canais leva a uma hiperpolarizacdo celular, diminuindo os niveis de Ca2+
intracelulares e reduzindo a liberacdo de neurotransmissores, desse modo
levando a antinocicepcdo (OCANA et al, 2004; LOPES et al., 2012).
Dependendo da localizacdo, esses canais podem agir direta ou indiretamente

nos sinais de transmissao da dor.

Atualmente, varios anestésicos usados clinicamente agem por interagir
também com canais de potassio. Alguns produtos naturais também possuem
essa mesma acédo (McCURDY; SCULLY, 2005; LOPES et al., 2012).

Para verificar a participacdo dos canais para K+ATP no mecanismo de
acao do 2-alilfenol, a glibenclamida, um conhecido bloqueador desses canais,
foi utilizada. Os resultados obtidos mostraram que a antinocicep¢ao produzida
pelo 2-alilfenol ndo foi revertida pela glibenclamida, sugerindo a nao participacao

desses canais no mecanismo de acao.

Portanto, os resultados obtidos no presente estudo, sao sugestivos de que
o0 2-alilfenol apresenta uma baixa toxicidade e um efeito antinociceptivo mediado
pelo sistema glutamatérgico e adenosinérgico, sem a participacdo direta do

sistema opidide e dos canais para K+ atp.
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8. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos com as metodologias utilizadas em
camundongos, foi possivel concluir que o 2-alilfenol:

e Apresentou uma DL50 de 603 mg/kg por via intraperitoneal, com
indicativo de ter um bom limite de seguranca para a sua utilizacao;

e Promove antinocicepc¢ao nos modelos de nocicepc¢ao quimica (teste das
contor¢des abdominais induzidas por acido acético, nocicepc¢ao induzida
por glutamato e no teste da formalina), mas ndo no modelo de nocicepcéo
térmica (teste da placa quente);

e Exerce sua atividade antinociceptiva com a participagcdo do sistema
adenosinérgico e glutamatérgico, porém nao envolve o sistema opidide
nem os canais de K*ATP.
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10. ANEXO

10.1. Certiddo da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA ﬁ
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “A'H’.H.I.IAEEG PSICOFARMACOLOGICA DO 2-ALILFENOL EM
ROEDORES”, protocolo n2 1612015 sob a responsabilidade do pesquisador Dr. REINALDO NOBREGA
DE ALMEIDA — gue emvolve a produgdo, manutencac efou a utilizagdo de animais pertencentes ao
filo Chordata, subfilo Vertebrata (excete o homem), para fins de pesquisa cientifica [ou ensino) —
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n? 11.7%4, de 08 de cutubro de 2008, do Decreto n2
6.8599, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Madonal de controle da
Experimentacio Animal {CONCEA), e foi aprovado pela Comiss3o de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal da Paraiba [CEUA-UFPE).

Vigéncia do Projeto 2014 a 2016
Espécie/linhagem Mus musculius / Swiss
Mimera de animais 280 animais
Idade/paso 3 meses) 25-35g
Sexo Machos
Origem Biotério Professor Thomas George - UFPB

Prof. Dr. Ricardo Roma3o Guerra
Vice-Coordenador CEUA-UFPE

CEUA-UFPE — Campus | — Reitoria - 12 andar - E-mail: ceua@ufpb.br — Site: wanw ufpb.briceua/




