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RESUMO

O Cymbopogon winterianus € uma planta tropical. Realizou-se a
cromatografia gasosa do 6leo onde se observou o geraniol como principal
componente, e a complexacao em [-ciclodextrina (CCW). Utilizou-se 210
camundongos Swiss (2-3 meses) machos, tratados com CCW (50, 100 e 200
mg/kg; v.0.) ou veiculo (dgua destilada) e submetidos aos testes de
hipernocicepcao induzida por carragenina, TNF-q, prostaglandina e dopamina; e
aos de nocicepcao orofacial induzidos por formalina, capsaicina, ou glutamato,
seguido de imunofluorescéncia para Fos encefalica. Os dados foram expressos
em meédia £ e.p.m, considerando-se significantes p<0,05. Observou-se que o
CCW reduziu significativamente (p<0,05) o comportamento hipernociceptivo,
bem como o nociceptivo, ativando o SNC. Conclui-se que o CCW tem efeito anti-

hipernociceptivo e reduz a nocicepcao orofacial com agéo central.

Palavras chave: Cymbopogon winterianus, hipernocicep¢ao, nocicepgao, SNC.
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I.  REVISAO DA LITERATURA

1.1 INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define plantas medicinais como
todas aquelas, sejam elas silvestres ou cultivadas, empregadas com o intuito de
prevenir, aliviar, curar ou modificar um processo fisiol6gico normal ou patolégico,
podendo também ser utilizadas como fonte de farmacos e de seus precursores
(CORDEIRO et al , 2005; VEIGA et al, 2005). As plantas medicinais compdem
uma fonte de tratamento que se encontra em expansao por todo o mundo. No
ano 2000, estipula-se que os produtos a base de plantas medicinais
movimentaram cerca de 30 bilhdes de délares (MELO et al., 2007).

O género Cymbopogon produz 6leos essenciais de caracteristica aromatica,
sendo responsavel por cerca de 140 espécies cujos principais destaques
brasileiros sédo o C. citratus e o C. winterianus (OEC). Diversas propriedades ja
foram descritas para o C. winterianus, dentre elas encontram-se a antifungica
(PEREIRA et al., 2011), antimicrobiana (SCHERER et al., 2009),
anticonvulsivante (QUINTANS-JUNIOR et al., 2008), cardiovascular (MENEZES
et al., 2010) e antinociceptivo (LEITE et al., 2010).

Os produtos naturais tém sido fonte de constantes buscas como subsidio ao
tratamento de diversas patologias que acometem a populacdo (QUINTANS-
JUNIOR et al., 2002), a exemplo da dor, sobretudo a orofacial, que tem
demonstrado um importante impacto na saide no mundo, com uma prevaléncia
de 13 a 26% da populacédo (NIXDORF et al., 2012; HARGREAVES, 2011).

Para facilitar a absorcdo e estabilidade aquosa, bem como a
biodisponibilidade de compostos lipofilicos, como é o caso dos 6leos essenciais,
tem-se desenvolvido a utlizagdo de Ciclodextrinas (CDs) (MOSHER;
THOMPSON, 2002), que séo produtos ciclicos da hidrélise enzimatica do amido
por alguns microrganismos (LOFTSSON; MASSON, 2001).

De acordo com o que se refere na literatura, percebe-se a importancia dos

produtos naturais na saude mundial, bem como o destaque da biodiversidade
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brasileira como potencial fonte de substancias farmacoldgicas. Ainda séo
escassos o0s trabalhos cientificos voltados a utilizacdo e eficacia das plantas
medicinais, refletindo o vasto campo ainda a ser estudado. Embora o OEC atue
no SNC (LEITE et al., 2011), suas vias de sensibilizagdo neste sistema ainda
séo desconhecidas, 0 que torna necessaria a determinacdo do seu mecanismo
de acdo central. Além disso, as propriedades obtidas com o uso das CDs
apontam o complexo do OEC (CCW) como uma possivel op¢ao biotecnoldgica
a ser implantada, futuramente, no tratamento de patologias diversas, inclusive

no tratamento algico.
1.2 REVISAO DE LITERATURA

O uso de plantas medicinais tem sido descrito desde os primérdios da
humanidade, sendo que a descoberta de suas diversas utilidades € decorrente
de uma série de conceitos culturais (MACEDO et al.,, 2007). Este uso tem
aumentado devido a alguns fatores, tais como o alto custo dos medicamentos
industrializados, o dificil acesso da populacdo a assisténcia médica, além da
tendéncia, nos dias atuais, ao uso de produtos de origem natural (BRASILEIRO
et al., 2008).

As plantas medicinais tém sido utilizadas por estudiosos com o intuito de
obter novos farmacos ou prenunciadores na producdo de uma formulacéo
especifica (COSTA; MAYWORM, 2011), decorrendo na elaboracao de produtos
medicinais acabados e etiquetados que, segundo a OMS, recebem o0 nome de
fitoterapicos. (CORDEIRO et al., 2005; VEIGA JUNIOR e PINTO, 2005).

As plantas medicinais e os fitoterapicos apresentam um papel essencial na
terapéutica, o que se justifica pelo fato de 25% dos medicamentos prescritos
mundialmente serem de origem vegetal, conforme resultados divulgados pela
OMS (CORDEIRO et al., 2005). Ainda de acordo com a OMS, 80% da populacéo
mundial fazem uso de medicamentos derivados de plantas medicinais.
Pesquisas, realizadas no Brasil, mostram que 91,9% da populacao ja fez uso de
alguma planta medicinal e cerca de 46% mantém o cultivo caseiro dessas
plantas (ETHUR et al., 2011).
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Os 6leos essenciais sdo expelidos pela planta objetivando-se a defesa ou
atracdo de polinizadores, 0 que os tornam fontes potenciais de substancias
biologicamente ativas, principalmente antimicrobianas, sdo de natureza volatil e
encontram-se contidos em varios 6rgaos das plantas. Denominam-se de acordo
com sua composicao lipofilica, o que os diferencia quimicamente dos demais
Oleos e gorduras. Esses Oleos constituem-se por substancias terpénicas e
eventualmente por fenilpropandides, acrescidos de moléculas menores, como
alcodis, ésteres, aldeidos e cetonas de cadeias curtas. (OLIVEIRA et al., 2011,
SIANI et al., 2006).

Cymbopogon winterianus Jowitt, conhecida popularmente como capim
citronela, € uma planta pertencente a familia Poaceae (Gramineae). Possui
origem indiana e seu cultivo ocorre em todos 0s paises na regido dos trépicos,
inclusive no Brasil (AKHILA, 1986). Diversas ac¢0es ja foram descritas para o 6leo
essencial da Cymbopogon winterianus Jowitt (OEC), a exemplo da antioxidante
(LEITE et al., 2010; SCHERER et al., 2009), , anticonvulsivante (QUINTANS-
JUNIOR et al., 2008), depressora do SNC (LEITE et al., 2011), anti-inflamatoria
e analgésica (LEITE et al., 2010).

Entre as atividades farmacolégicas do OEC se destaca a sua atividade
analgésica. Estudos pré-clinicos que comprovem esta acao foram realizados em
ratos submetidos a diferentes estimulos nociceptivos, tais como &cido acético,

carragenina, formalina e teste da placa quente (LEITE et al., 2011).

A dor foi definida pela Associacao Internacional para o Estudo da Dor (IASP)
como sendo uma experiéncia sensorial e emocional associada a dano tecidual
real ou potencial, ou descrita em termos de tal lesdo (MOSSEY, 2011). As
estimativas da prevaléncia de dor variam amplamente e normalmente entre 10%
e 30% na populacdo adulta, embora as taxas de prevaléncia variem de 2 a 55%.
Estima-se, por exemplo, que mais de 22% dos americanos com mais de 18 anos
apresentam dor na regiao orofacial, prevaléncia esta que se repete em paises
como a Inglaterra e Alemanha (NIXDORF et al., 2012; HARGREAVES, 2011).

Na sequéncia dos eventos que originam o fenbmeno sensitivo doloroso, o

primeiro passo é a transformacao dos estimulos ambientais, fisicos ou quimicos
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intensos em potencial de acdo, que séo transferidos da fibra nervosa do sistema
nervoso periférico (SNP) para o SNC (ALVES NETO, 2010).

Existem trés tipos principais de fibras sensoriais no SNP envolvidas na
nocicepg¢ao, as fibras Ap, Ad e C, as quais possuem propriedades diferentes, o
que lhes permite transmitir tipos diferentes de informacao sensorial. As fibras A
relacionam-se a sensibilidade tatil. Enquanto que as fibras A e C sao
denominadas de nociceptores, por responderem a estimulos nocivos, sejam eles
mecanicos, térmicos ou quimicos (BASBAUM et al., 2009; RAJA; MEYER,;

CAMPBELL, 1988).

A substancia cinzenta periaquedutal (PAG), regido que circunda o aqueduto
cerebral a nivel mesencefalico, € uma area de grande importancia no controle
da dor. A PAG recebe sinais do tdlamo, hipotalamo, cértex e conexdes colaterais
do trato espinotalamico, excitando os ndcleos da medula rostroventral (RVM), a
exemplo dos nucleos da rafe e a formacao reticular que, por sua vez, projeta-se
até o corno dorsal da medula espinhal modulando a transmisséo de mensagens
nociceptivas (CALVINO e GRILO, 2006; PERL, 2011).

Além da dor de origem central, existe a dor derivada da liberagdo das
citocinas inflamatérias, que sdo produzidas por varios tipos de células em
resposta a uma variedade de estimulos e constituem uma ligacao entre lesao
celular e o desenvolvimento local de sinais e sintomas sistémicos de inflamagao.
A dor inflamatéria aguda é caracterizada por hipernocicepcdo devido a
sensibilizacdo de neurbnios nociceptivos primarios sensoriais, que decorre da
liberacdo de primeiros mediadores, ap6s a lesédo do tecido, 0os quais atuam nos
6 receptores metabotropicos para desencadear a ativacdo de segundos

mensageiros eicosanoides e simpaticos (CUNHA et al., 2004).

Com o intuito de se elucidar os possiveis mecanismos de acdo central de
novas substancias envolvidas na analgesia, utiliza-se o estudo da proteina Fos.
Esta proteina € um fator de transcricdo liberado quando o0s neurdnios
despolarizam, sendo utilizada como marcador da atividade neuronal (PRADO;
BEL, 1998).
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O estudo da proteina Fos é indicado para o controle das atividades neuronais
nas vias centrais do sistema sensorial, particularmente na via nociceptiva. A
expressdo do c-Fos, gene que codifica tal proteina, pode ser estavelmente
eliciada por vérios estimulos nocivos, tais como 0s mecanicos, térmicos e
quimicos. Este gene pode ser detectado nos neurbnios por técnicas de
imunohistoquimica com cerca de 20 a 90 minutos apds a ativacdo neuronal,
desaparecendo dentro de 4 a 16 horas apo6s o estimulo (BURMEISTER et al.,
2008; WILLIAMS et al., 1990).

Visando favorecer a descoberta e otimizacdo de novos farmacos tem-se
utilizado as ciclodextrinas (CDs), que sdo oligossacarideos ciclicos que
assumem forma de um cilindro oco com as extremidades abertas, cuja estrutura
€ formada geralmente por seis (aCD), sete (BCD) ou oito (yCD) moléculas de
glicose. As CDs possuem cavidade de carater hidrofobico e superficie hidrofilica,
0 que permite uma maior solubilizacdo de moléculas hidrofébicas que estejam
implantadas em seu interior pela formacédo de complexos de inclusdo (VEIGA et
al., 2006).

O uso das CDs oferecem diversas vantagens quando comparadas aos
sistemas convencionais, como o aumento da eficacia terapéutica e estabilidade
do farmaco, a reducao do nimero de doses, a reducdo dos efeitos toxicos e o
prolongamento do efeito terapéutico (SCHAFFAZICK; GUTERRES, 2003), o que
as tornam uma excelente alternativa biotecnolégica capaz de proporcionar uma
melhor acdo dos principios ativos das plantas medicinais (VEIGA et al., 2006;
VALLE, 2004).

Com isso, 0 presente trabalho buscou investigar a acdo do 6leo essencial do
Cymbopogon winterianus complexado em BCD (CCW) na analgesia central e
periférica, bem como um dos seus possiveis mecanismos de acgdo central,
podendo futuramente, ser utilizado como subsidio de novas drogas utilizadas no

tratamento algico.
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O Cymbopogon winterianus é uma planta tropical. Realizou-se a cromatografia gasosa do 6leo onde se
observou o geraniol como principal componente, e a complexacdo em B-ciclodextrina (CCW). Utilizou-se
210 camundongos Swiss (2-3 meses) machos, tratados com CCW (50, 100 e 200 mg/kg; v.0.) ou veiculo
(Agua destilada) e submetidos aos testes de hipernocicep¢do induzida por carragenina, TNF-a,
prostaglandina e dopamina; e aos de nocicepgdo orofacial induzidos por formalina, capsaicina, ou
glutamato, seguido de imunofluorescéncia para Fos encefélica. Os dados foram expressos em media +
e.p.m, considerando-se significantes p<0,05. Observou-se que 0 CCW reduziu significativamente (p<0,05)
0 comportamento hipernociceptivo, bem como o nociceptivo, ativando o SNC. Conclui-se que o CCW tem
efeito anti-hipernociceptivo e reduz a nocicepcdo orofacial com acéo central.

Palavras-chave: Cymbopogon winterianus, hipernocicep¢éo, nocicepgéo, SNC.

The Cymbopogon winterianus is a tropical plant. Gas chromatography of the oil where the geraniol was
observed as the main component, and the complexation in B-cyclodextrin (CCW) was performed. A total
of 210 male Swiss mice (2-3 months), treated with CCW (50, 100 and 200 mg / kg; vO) or vehicle (distilled
water) were subjected to carrageenan, TNF-a, prostaglandin and dopamine; and formalin-induced orofacial
nociception, capsaicin, or glutamate, followed by immunofluorescence for Fos encephalic. The data were
expressed as mean £ e.m., considering significant p <0.05. It was observed that CCW significantly reduced
(p <0.05) the hypernociceptive behavior, as well as the nociceptive behavior, activating the CNS. It is
concluded that CCW has an anti-hypernociceptive effect and reduces orofacial nociception with central
action.

Keywords: Cymbopogon winterianus, hypernociception, nociception, CNS.

1. INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial de Satde (OMS) define plantas medicinais como todas aquelas, sejam
elas silvestres ou cultivadas, empregadas com o intuito de prevenir, aliviar, curar ou modificar um processo
fisioldgico normal ou patoldgico, podendo também ser utilizadas como fonte de farmacos e de seus
precursores (CORDEIRO, CHUNG, SACRAMENTO, 2005; VEIGA JUNIOR, PINTO, 2005). As plantas
medicinais compdem uma fonte de tratamento que se encontra em expansdo por todo o0 mundo. No ano
2000, estipula-se que os produtos a base de plantas medicinais movimentaram cerca de 30 bilhdes de dolares
(MELO et al., 2007). O género Cymbopogon produz 6leos essenciais de caracteristica aromatica, sendo
responsavel por cerca de 140 espécies cujos principais destaques brasileiros sdo o C. citratus e o C.
winterianus (OEC). Diversas propriedades j& foram descritas para o C. winterianus, dentre elas encontram-
se a antifungica (PEREIRA et al., 2011), antimicrobiana (SCHERER et al., 2009), anticonvulsivante
(QUINTANS-JUNIOR et al., 2008), cardiovascular (MENEZES et al., 2010) e antinociceptiva (LEITE et
al., 2010). Os produtos naturais tém sido fonte de constantes buscas como subsidio ao tratamento de
diversas patologias que acometem a populacio (QUINTANS-JUNIOR et al., 2002), a exemplo da dor,
sobretudo a orofacial, que tem demonstrado um importante impacto na saide no mundo, com uma
prevaléncia de 13 a 26% da populacdo (NIXDOREF et al., 2012; HARGREAVES, 2011). Para facilitar a
absorcdo e estabilidade aquosa, bem como a biodisponibilidade de compostos lipofilicos, como é o caso
dos dleos essenciais, tem-se desenvolvido a utilizacdo de Ciclodextrinas (CDs) (MOSHER; THOMPSON,
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2002), que sdo produtos ciclicos da hidrélise enziméatica do amido por alguns microrganismos
(LOFTSSON; MASSON, 2001). De acordo com o que se refere na literatura, percebe-se a importancia dos
produtos naturais na satde mundial, bem como o destaque da biodiversidade brasileira como potencial
fonte de substancias farmacolégicas. Ainda sdo escassos 0s trabalhos cientificos voltados a utilizagcdo e
eficicia das plantas medicinais, refletindo o vasto campo ainda a ser estudado. Embora 0 OEC atue no SNC
(LEITE et al., 2011), suas vias de sensibilizacdo neste sistema ainda sdo desconhecidas, 0 que torna
necessaria a determinacdo do seu mecanismo de acdo central. Além disso, as propriedades obtidas com o
uso das CDs apontam o complexo do OEC (CCW) como uma possivel opcdo biotecnolédgica a ser
implantada, futuramente, no tratamento de patologias diversas, inclusive no tratamento algico.

2. MATERIAL E METODOS
Animais

Foram utilizados 210 camundongos Swiss machos (n= 6/grupo), pesando de 28 a 33 g, com 2
a 3 meses de idade, advindos do Biotério Central da Universidade Federal de Sergipe (UFS). Os
animais foram mantidos em ciclo claro escuro de 12:00/12:00h (claro: 6 as 18h; escuro: 18 as 6h),
a temperatura de 25° + 1°C, com dieta balanceada com ragao do tipo “pallet” e acesso livre a agua.
Os animais foram mantidos em gaiolas no Biotério do Laboratério de Biologia Experimental,
localizado no Departamento de Morfologia da UFS (LBE/DMO/UFS) por, no minimo, uma
semana de ambientacdo. Para execuc¢do do seguinte estudo foram respeitados os principios éticos
estabelecidos pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animal de Laboratério (SBCAL) e todos
os procedimentos experimentais foram analisados e previamente aprovados pelo Comité de Etica
em Pesquisa Animal da UFS (CEPA/UFS: 42/12).

Substancias

Alexa Flaor 594 (Santa Cruz, EUA); Anticorpo c-FOS policlonal (Santa Cruz, EUA); B-Ciclodextrina
(Sigma, Brasil); Carragenina (Sigma, EUA); Capsaicina (Sigma, USA); 8 Dipirona (Merck, Brasil);
Dopamina (Sigma, Brasil); Formalina (UFS, Brasil); Gelatina (UFS, Brasil); Glutamato (Sigma, USA);
Indometacina (Merck, Brasil); Ketamina (Cristalia, Brasil); Morfina (Merck, Brasil); Oleo essencial de
Cymbopogon winterianus (OEC) (UFS, Brasil); Prostaglandina (Sigma, Brasil); Solucdo de Cloreto de
Sédio (UFS, Brasil); Soro Albumina Bovina (BSA) (Santa Cruz, EUA); Solugdo de Sacarose (UFS, Brasil);
Tampéo Fosfato Salina, Brasil); TNF-a (Sigma, Brasil); Xylasina (Cristalia, Brasil).

Obtencéo do 6leo Essencial

O 6leo essencial de Cymbopogon winterianus foi obtido por meio da coleta de folhas da mesma planta
na Estacdo de Pesquisa “Campus Rural da UFS”, da Universidade Federal de Sergipe, Brasil. O 6leo
essencial foi obtido através de hidrodestilacdo em um aparelho do tipo Clevenger, onde foram depositadas
as folhas de C. winterianus secas em um forno com circulagéo e renovagdo de ar (modelo MA-037/18) a
40°C até alcancgar a desidratagdo completa.

Cromatografia Gasosa

As anélises de CG foram realizadas utilizando um equipamento de Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometro de Massa com Detector de lonizagdo de Chama (GC-MS/FID) (GC-2010 Plus; GCMS-
QP2010 Ultra, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo) equipado com um amostrador automatico AOC-20i
(Shimadzu). As separacgdes foram realizadas usando uma coluna capilar de silica fundida Rtx®-5MS Restek
(polissiloxano 5%-difenil-95%-dimetil) de 30 m x 0,25 mm de didmetro interno (d.i.) e 0,25-um de
espessura de filme em um fluxo constante de hélio (99,999%) com taxa de 1,2 mL.min-1. Foi utilizado um
volume de injecgdo de 0,5 puL (5 mg.mL-1) com uma raz&o de split de 1:10. A programagao de temperatura
do forno utilizada foi a partir de 50 °C (isoterma durante 1,5 min) com um aumento de 4 °C/min
até atingir 200 °C, em seguida, de 10 °C/min até 250 °C, terminando com uma isoterma de 5 min
a 250 °C. Os dados de MS e FID foram simultaneamente adquiridos empregando um sistema de
separacdo de detector. A razdo de separacdo de escoamento foi de 4:1 (MS: FID). Um tubo
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restritor de 0,62 m x 0,15 milimetros d.i. (coluna capilar) foi usado para ligar o divisor para o
detector MS. Um tubo restritor de 0,74 m x 0,22 mm d.i. foi usado para ligar o divisor para o
detector FID. A temperatura do injetor foi de 250 °C e a temperatura da fonte de ions foi de 200
°C. Os espectros de massa foram gerados a 70 eV com uma velocidade de varrimento de
verificacdo de 0,3 s, sendo os fragmentos detectados no intervalo de 40-350. A temperatura do
FID foi ajustada para 250 °C e os suprimentos de gas para o FID foram ar sintético, hidrogénio e
hélio em taxas de fluxo de 30, 300 e 30 ml.min-1, respectivamente. A quantificacdo de cada
constituinte foi estimada por normalizacdo da area do pico gerado no FID (%). As concentra¢Ges
dos compostos foram calculadas a partir das areas dos picos de GC e foram dispostos por ordem
de eluicdo de GC. A identificagdo dos constituintes foi realizada com base na comparacdo dos
indices de retenco da literatura (ADAMS, 2007). Para o célculo do indice de Retencéo (IR) foi
utilizada a equacdo de Van den Dool e Kratz (1963) em relagdo a uma série homéloga de n-
alcanos (nC9- nC18). Também foram utilizadas trés bibliotecas do equipamento WILEYS,
NIST107 e NIST21 que permite a comparacdo dos dados dos espectros com aqueles constantes
das bibliotecas, utilizando um indice de similaridade de 80%.

PREPARO DO COMPLEXO DE INCLUSAO

O complexo foi preparado de acordo com o procedimento descrito por Pinto e colaboradores,
2005. O método consistiu nas seguintes etapas: 1) Mistura Fisica (MF): o OEC (levando-se em
considerag@o a massa do componente majoritario do OEC, o geraniol; 154,24 g/mol) e a fCD
(1135 g/mol) foram misturados (1:1, razdo molar) mecanicamente em condi¢des ambiente; 2)
Malaxagem (MA): o OEC e a BCD foram misturados (1:1, razdo molar), adicionando-se em
seguida 2,0 ml de &gua e homogeneizando a preparagdo em almofariz e pistilo e; 3) Co-
evaporagao (CE): OEC e BCD foram misturados (1:1, razdo molar) em 60 ml de 4gua sob
constante agitacdo por 36h sob 400 rpm até atingir o equilibrio Em seguida, as amostras foram
secas em dessecador de vidro, foram retiradas e finalmente armazenadas em frascos &mbar.

Caracterizacdo do complexo

Para a caracterizacao fisico-quimica, as amostras foram submetidas a calorimetria exploratéria
diferencial (DSC) e termogravimetria/termogravimetria derivada (TG/DTG). As curvas DSC
foram obtidas em células DSC-50 (Shimadzu) utilizando porta-amostra de aluminio contendo 2
mg de amostra, em atmosfera dindmica de nitrogénio (50 mL.min-1) e razéo de aquecimento de
10°C.min-1 na faixa de temperatura de 25 a 500°C. A célula DSC foi verificada com indio (P.F.
156.6°C; AHfus. = 28.54 J.g-1) e zinco (P.F.419.6°C). As curvas TG/DTG foram obtidas em
termobalanca modelo TGA 50 (Shimadzu) utilizando uma faixa de temperatura de 25 — 900°C,
em porta-amostra de platina com ~3 mg de amostra sob atmosfera dindmica de nitrogénio (50
mL.min-1) e razdo de aquecimento de 10°C.min-1. A termobalanga foi verificada com
CaC204.H20.

Ensaios Farmacoldgicos

Avaliacdo da atividade anti-hipernociceptiva, Hipernocicepgdo induzida por Carragenina,
Prostaglandina E2, TNF-a e Dopamina. Estes testes sequirdo modelos descritos por Cunha et al,
2004; Cunha et al, 2005; e Vilarreal et al., 2009. Grupos de seis animais serdo tratados com CCW
(50, 100 e 200 mg/kg; v.0.), veiculo (agua destilada; v.0.), indometacina (10mg/Kg; i.p.) ou
dipirona (60 mg/kg; i.p.). Sessenta minutos ap6s o tratamento, serd aplicada uma injecdo
subcutanea na superficie plantar da pata posterior direita do animal de 20ul de carragenina (300
ug/pata), 20ul de prostaglandina E2 (100 ng/pata), 20ul de TNF-a (100 pg/pata) ou 20ul de
dopamina (30 pg/pata). O grau de hipernocicepcdo sera avaliado 0,5, 1, 2 e 3 horas ap6s a injegdo
dos algdgenos através do analgesimetro digital (von Frey). Ao término dos experimentos 0s
animais serdo eutanasiados com sobredose de anestésico inalatorio (Halotano a 10%).
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Avaliacdo da atividade nociceptiva orofacial

Teste de nocicepcdo orofacial induzida por Formalina, Capsaicina ou Glutamato. Esse teste
consistiu na inje¢do subcutidnea de formalina (20 pl), a uma concentragdo de 2%, conforme
descrito por Clavelou et al. (1989); capsaicina (20 pl, 2,5 pg) ou glutamato (40 pl, 25 uM)
(QUINTANS-JUNIOR et al., 2010) no Iabio superior de camundongos. Inicialmente, cada animal
foi colocado em uma caixa de madeira (30x30x30 cm) com bases e laterais espelhadas e frente
de vidro, por um periodo de 30 min para minimizar o estresse ao hovo ambiente. Foi realizada a
injecdo de formalina, capsaicina ou glutamato e, imediatamente ap0s, 0 animal retornou a caixa
para o periodo de observacao, dividido em 2 blocos de 0-5 min e de 15-30 min, 1 bloco de 42 min
ou 15 min; respectivamente. A intensidade da nocicepgdo foi determinada, para cada bloco, pela
contagem do tempo (em segundos) que o animal permaneceu friccionando a area injetada com as
patas traseiras e/ou dianteiras. Sessenta minutos antes da inje¢do de formalina, grupos de seis
animais foram tratados com CCW (50, 100 e 200 mg/kg; v.0.), agua destilada (v.0) ou morfina (5
mg/kg; i.p.). Avaliagdo da acdo central, Imunofluorescéncia para proteina Fos. Imediatamente
apos o teste de nocicepgdo orofacial induzida por formalina, os animais foram anestesiados
intraperitonealmente com ketamina (Dopalen® 80mg/kg) e xylazina 11 (Anasedan® 8mg/kg).
Assim que os animais aprofundaram-se na anestesia, foi realizada perfuséo intracardica, onde se
injetou no ventriculo esquerdo uma agulha sem bizel conectada a um sistema de perfusdo, que
tem por objetivo trocar o tecido sanguineo por PBS (pH 7,4; 10 mM) a temperatura ambiente, por
um periodo de 5 min a um fluxo de 6 ml/min. Ap6s perfusdo por 5 min, o PBS foi substituido por
uma solucédo de formalina tamponada 10% (pH 7,4) a temperatura ambiente, por um periodo de
30 min a um fluxo de 6 ml/min. Posteriormente, o cérebro foi retirado para o processo de pés-
fixacdo, crioprotecdo e congelamento. A pds-fixacdo consistiu em submergir o cérebro em
formalina tamponada 10% por 2 h. Apds o processo de pds-fixagdo, o cérebro foi submetido ao
processo de crioprote¢do que consistiu em transferi-lo para uma solucdo de sacarose 30% em PB
(pH 7,4), onde permaneceu até sua completa precipitacdo a temperatura - 4 °C. Apds a
crioprotecdo, o cérebro foi congelado envolto em papel aluminio a -22°C.

Os cérebros congelados foram levados ao criostato a -23 °C para obtencéo de sec¢des com 20
pm de espessura, montadas em ldminas previamente gelatinizadas. Todas as sec¢des cerebrais
foram processadas a temperatura ambiente (22 °C) e lavadas (5 x por 5 min cada lavagem em
constante agitagdo) em PBS (pH 7,4; 10 mM) apés cada etapa de exposi¢do aos reagentes. A
exposicdo aos reagentes teve inicio com a glicina (0,01%) diluida em PBS, por 10 min, para
reduzir a autofluorescéncia do tecido. Em seguida, as ligagdes para gamaglobulina foram
blogueadas com BSA (2%) em PBS por 30 min. Apoés a realizacdo dessas etapas para bloqueio
de reacOes inespecificas, se seguiram as incubag¢es com os anticorpos primarios e secundarios.
As seccdes cerebrais foram incubadas com o anticorpo primario policlonal produzido em coelho,
especifico contra a proteina FOS (SC 52, Santa Cruz Biotechnologies, USA), diluido em PBS
1/2000, adicionado a BSA 1% e Triton 0,2%, por 16 horas. Em seguida, os cortes foram expostos
ao segundo anticorpo (anti-lgG de coelho produzido em jumento e conjugado com Alexa Fluor
594), diluido 1/2000 em PBS, por 2 h. Finalmente, os cortes foram montados em solucao de
glicerol.

As seccdes cerebrais contendo neurénios marcados positivamente para FOS foram adquiridas
e classificadas em regides de acordo com o Atlas Paxinos & Watson 1997 e fotografadas
bilateralmente utilizando-se um microscépio de fluorescéncia com cadmera digital (Axioskop 2
plus, Carl Zeiss, Germany).

Analise das imagens

Nas fotomicrografias das regides cerebrais em cada animal foi contado o nimero de neurdnios
FOS positivos. Para analise quantitativa das marcac@es foi utilizada uma macro no 12 programa
computacional image J® (programa computacional disponibilizado gratuitamente pelo National
Institute of Health, USA - http://rsb.info.nih.gov/nih-image/).
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Analise Estatistica

Os resultados foram expressos em média + e.p.m. As diferencas entre os grupos foram
analisadas através do teste de variancia ANOVA, uma via, seguido pelo teste de Tukey,
utilizando-se o software Graph Pad Prism 5.0® (San Diego, USA). Valores de p < 0,05 foram
considerados estatisticamente significantes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise qualitativa da amostra do OEC, por meio da GC-MS, permitiu observar a existéncia
de 20 componentes. Os principais constituintes identificados no 6leo foram geraniol (37,57%),
citronelal (27,09%), geranial (9,63%), citronelol (9,53%) e neral (7,32%) (Tabela 1). Para o
tratamento dos animais submetidos aos seguintes testes experimentais foi utilizado o OEC
complexado com B-ciclodextrina (CCW), com o intuito de favorecer a absorgéo deste.

Tabela 1. Perfil cromatogrifico do dleo essencial de Cymbopogon winterianus obtido por
meio de GC-MS.

FPlieo TR (min) Composto (%) (%) IRR IRR
GC- GO/ EXp.* lit.®*
MSs FID

10.505 t-metil-5-hepten-2-ona 022 o022 0RE 081
2 12.060 Limoneno 136 2.03 1031 1024
3 12.980 Bergamal 026 033 1056 1051

4 13.675 NI 031 030 1074 NI
5 14.705 Linalol 058  0.73 1102 1095

i 15815 NI 017 024 1131 NI
7 16.520 Isopulegol 042 043 1150 1145
# 16.795 Citronelal 27.09 2B.55 1157 1148
0 17.180 Z-isocitral 03l 022 1167 | 160
10 17.875 E-isocitral 03l 034 1185 1177
11 18.710 n-decanal 034 034 208 1201
12 19.575 Citronelol 953 10,14 1231 1223
13 20.095 Meral 732 694 1246 1235
14 20615 Geraniol 37.57 3543 1260 1249
15 21180 Geranial 963 B99 1275 1264
6 24.010 acetato de citronelila 054 040 1355 | 350
17 25.075 acetato de geranila 145 122 1386 1379
] 26.550 E-cariofileno 034 0352 1430 1417
19 31910 oxido de cariofileno 028 041 1597 1582

20 39.635 NI 197 221 1844 NI

Total

TR = Tempo de retengio, GC-MS = Cromatografia gasosa acoplada a espectrometro
de massa, GC/FID = Cromatografia gasosa com detector de ionizagio de chama, IRE
exp* = Indice de retencio experimental, IRR lit** = Indice de retengdo encontrado na
literatura.

Caracterizacdo do Complexo
A curva DSC do OEC exibiu um evento endotérmico em 146°C, seguido de decomposicao. O
evento observado em 146°C é tipico da volatilizacdo do 6leo, o que pode ser verificado pelas

curvas TG/DTG, onde o 6leo tem uma perda de massa (Am) de 93,9% (Figura 1). A curva DSC
da B-CD mostrou trés eventos endotérmicos, seguidos de um evento exotérmico.
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Figura 1. Curva de perda
de massa (%) em fungio da
temperatura (°C) do Oleo
Essencial do Cymbapagon
winterignus (OEC) e da B-
Ciclodextrina (BCD)
isolados e no processo de
mistura  fisica (MF) e
coevaporagao (CE).

XX

Temperalura ™

O primeiro evento se deu na faixa de 27-120°C (Am=12,51%) e ¢ referente a liberagdo de
moléculas de &gua presentes na sua estrutura molecular. O segundo, por sua vez, ocorreu entre
212-232°C e é caracteristico de transicao de fase cristalina, neste ndo ha variacdo de massa, uma
vez que se trata de um fendémeno fisico. Ja o terceiro, aconteceu na faixa de 277345°C (72,88%)
e é referente a fusdo seguida de decomposi¢do do material. A partir dai inicia-se o0 processo de
decomposicao de forma exotérmica com formacgédo de carbono elementar, que constitui a quarta
fase de perda de massa revelada na TG/DTG com um Am=10,76. A curva DSC da MF apresentou
dois eventos endotérmicos. A faixa de 27-152°C compreende o somatorio da fase de liberacdo de
agua da molécula de B-CD e da volatilizacdo do OEC e no intervalo de temperatura de 269-326°C
observa-se 0 processo de degradagdo. A curva TG/DTG corrobora com este resultado mostrando
guatro etapas de perdas de massa da MF, de acordo com a Tabela 2.

Tabela 2. Percentagens de perda de massa e etapas de decomposigio térmica do OEC, pB-
ciclodextrina (-CD), mistura fisica (MF) e do complexo OEC/B-CD (CE).

Perda de massa/ %

1" Etapa 2" Etapa 3* Etapa 4" Etapa
OEC 03,047 - = -
p-CD 12.501° - 72887 10.76™
MF 21.06' 199" 67,22 11.20™
CE 13,39 18,02 54487 10,86

" Percentagem do OEC evaporada até 291°C; ° Percentagem de agua liberada até 120°C;
Perda de massa relacionada & evaporagio do OEC e liberagio de agua até 120°C; “'perda de
massa atribuida 4 liberagio do OEC no intervalo de 120 a 270°C; "Decomposigio térmica

no intervalo de 270 a 365°C; ""Formagiio de carbono elementar devido & carbonizagiio no
intervalo de 365 a 900°C.

A curva DSC do CE, por sua vez, apresentou trés eventos endotérmicos seguidos de
decomposicao. Nas curvas TG/DTG esses resultados estdo expressos em quatro etapas de perdas
de massa, de forma similar & MF. Entretanto, na faixa de temperatura de 120-270°C, a curva
TG/DTG do CE mostrou uma perda de massa de 18,02%, enquanto a MF, teve um percentual de
perda de massa de apenas 1,99%. Esse resultado ¢ uma evidéncia clara da formacdo dos
complexos de inclusdo, uma vez que o 6leo encapsulado na B-CD pelo método da CE néo
consegue volatilizar-se em temperaturas inferiores a 120°C (Figura 2). Ou seja, ele necessita de

uma temperatura maior para que o referido processo ocorra, sugerindo a presenca de 6leo na
cavidade da B-CD.
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Figura 2. Curva do fluxo de
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Ja na MF, essa volatilizagdo do OEC se deu na primeira etapa de perda de massa, onde se tem
21,06% de eliminacdo de moléculas de &gua, bem como de OEC possivelmente adsorvido na
superficie da p-CD. O componente majoritario do 6leo de Cymbopogon winterianus € o geraniol,
um monoterpeno com um percentual de 37,57%. Resultados similares ao mostrado na curva da
MF foram encontrados em um trabalho do nosso grupo de estudo acerca da formagdo de
complexos de inclusdo do geraniol puro com $-CD (MENEZES et al., 2012).

Testes de Hipernocicepgao

O CCW apresentou resultado positivo nos testes de hipernocicepcao realizados. No teste de
hipernocicep¢do induzida por carragenina, pode-se observar diferenca estatisticamente
significante 30 min apds a inducédo nas doses de 100 (p < 0,05) e 200 mg/kg (p < 0,01). Sessenta
minutos apds a administracdo de carragenina, observou-se significancia nas duas maiores doses,
100 e 200 mg/kg (p < 0,001), o que se repetiu apds 120 min (p < 0,001 e p < 0,01) e 180 min (p
< 0,01), respectivamente (Figura 3). Ao se avaliar a hipernocicepcdo induzida por TNF-a,
observou-se diferenca significante na dose de 100 mg/kg nos dois primeiros tempos de observagdo
(p < 0,01 e p<0,05). Cento e vinte ap6s a injecdo de TNF-a, houve redugido da hipernocicepgao
em todas as doses, 50, 100 (p < 0,01) e 200 mg/kg (p < 0,001) e 180 min apds houve reducdo nas
doses de 100 e 200 mg/kg (p < 0,001). Neste periodo, ndo houve significancia da dose de 50
mg/kg (Figura 3).

== \igicuin

== COW [ 900 mgikg)
== CCW [200 mgikg)
i MCEC {10 kgl

Intwrmi dacke d o Estimubo ig

I 3 ® W W@ Wm M a m e 8 1= 1 e

Taergee (i | Tempo {min)
Figura 3. Efeitos do CCW sobre o teste da hipernocicepgio induzida por carragenina (A) e
TNF-u (B). Veiculo (controle), CCW (50, 100 e 200 mgkg; v.0.) ou indometacina {INDO,
10 mg/kg; i.p.) foram administrados 60 min antes da injegio do algogeno. Valores expressos
em média + e.pm. (n = 6, por grupo). *p < 0,05, **¥p < 0,01 ou ***p < 0,001 quando
comparado ao controle { ANOV A, uma via. seguido pelo teste de Tukey)

A administracao subplantar de carragenina gera uma cascata de citocinas, sendo que 0 TNF-a

e a Quimiocina Derivada dos Queratindcitos (KC) séo as primeiras a serem liberadas (CUNHA

et al., 2005). O TNF-a aumenta os niveis de IL-1B, que induz a enzima cicloxigenase (COX), a

qual leva a formacdo dos protandides, como a PGE (CUNHA et al., 2000). Em camundongos, a

KC leva a formagdo de aminas simpéticas, como a dopamina (DA), e esta associada a formagédo

de IL-1B. Juntos, PGE e DA levam a sensibilizacdo das fibras aferentes, o que resulta em
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diminuicdo do limiar nociceptivo do animal, caracterizando a hipernocicep¢do (CUNHA et al.,
2005). A atividade anti-hipernociceptiva do CCW no teste da carragenina (Figura 3) pode estar
associada a reducéo da migracéao leucocitaria descrita para 0 OEC (LEITE et al., 2010), ja que a
administracdo de um bloqueador da migracdo leucocitaria aumenta o limiar nociceptivo do
animal. 1sso se deve ao blogueio do processo quimiotatico decorrente da diminuicdo da producao
de Interleucia (IL)-1B e PGE (CUNHA et al., 2008). Como descrito, Citronelol e Citronelal sdo
dois dos constituintes do 6leo essencial de CCW (Tabela 2), cuja propriedade anti-inflamatéria ja
foi descrita na literatura (MELO et al., 2011; BRITO et al., 2012). Estes trabalhos demonstram
gue o citronelal reduz a migracdo leucocitaria e que o citronelol além de reduzir a migracao
leucocitéria, diminui a producgdo da citocina TNF-o e a produgdo de nitrito. Desta forma, um dos
possiveis mecanismos de acdo do CCW na hipernocicepc¢ao induzida por carrgenina é a inibicao
do TNF-a, ja que um dos seus constituintes majoritarios é capaz de reduzir a expressdo desta
citocina. Segundo Su (2010), citronelol e geraniol (outro constituinte do OEC) sdo capazes de
reduzir a producéo de prostaglandinas e de 6xido nitrico, sendo assim, a inibicéo da producédo de
um dos mediadores finais da cascata induzida pela carragenina acarretara no aumento do limiar
nociceptivo (SU et al., 2010). A atenuacdo da producgdo do 6xido nitrico diminui a producao de
citocinas pro inflamatérias como IL-1B, IFN (Interferon)-Y e IL-6; e aumenta a producdo de
citocinas anti-inflamatérias como 1L-10 (IANARO et al., 1994). Além disso, o geraniol reduz a
expressao da enzima cox e do NF (Fator Nuclear) -KB, sugerindo assim a diminui¢do na producéo
de prostandides e de citocinas inflamatdrias, a exemplo do TNF-a, apontando essas possibilidades
como possiveis mecanismos de acdo anti-hipernociceptivo do CCW (VINOTHKUMAR et al.,
2012).

A figura 3 ilustra o efeito do CCW na hipernocicepg¢éo induzida por TNF-a. Esta citocina atua
na via da producdo dos prostandides, desta forma, a capacidade do citronelol e do geraniol em
reduzir a produgdo de PGE e de oOxido nitrico, sugerem essa explicacdo a atenuagdo da
hipernocicepgéo nesse teste. Outro possivel efeito poderia ser o bloqueio dos receptores do TNF-
a, principalmente o TNFR1 (CUNHA, 1992; REN, 2009). Apesar de diminuir a hipernocicepc¢ao
nos dois testes citados, 0 CCW néo reduziu o limiar no teste da hipernocicep¢do induzida por
PGE (Figura 4).

A PGE atua sensibilizando diretamente a fibra aferente, assim, drogas que atenuam a producgéo
de mediadores inflamatorios ndo reduzem a hipernocicepcdo induzida por esta (MONCADA,
1973; VILLARREAL et al., 2009; VILLARREAL et al., 2013). Interessantemente, 0 CCW foi
capaz de aumentar o limiar nociceptivo no teste da hipernocicepgdo induzida por dopamina
(Figura 4). Apesar de ndo ter reduzido a hipernocicepcdo induzida por PGE, o CCW foi capaz de
inibir um dos mediadores finais do processo iniciado pela carragenina. Desta forma, podemos
destacar que o CCW atua na via de formacdo de aminas simpéticas, existindo varios possiveis
mecanismos de acdo para a reducdo da hipernocicepcdo induzida pela dopamina, tais como o
blogueio do receptor de dopamina ou o antagonismo adrenérgico (NAKAMURA, 1987).
Portanto, conclui-se que CCW reduz a hipernocicep¢do mecénica inflamatoria induzida por
carragenina, TNF-a, PGE e dopamina, provavelmente por inibir a migragdo leucocitéria, a
producdo de prostandides, 6xido nitrico e citocinas inflamatérias, da mesma maneira que seus
constituintes majoritarios, ou como bloqueador do receptor de dopamina ou como bloqueador
adrenérgico.

Testes de Nocicepgdo Orofacial

O CCW diminuiu significativamente (p < 0,05) o tempo de fric¢do da regido orofacialno teste
de nocicepgéo orofacial induzida por formalina em todas as doses administradas (Figura 5).
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Figura 5. Efeitos do CCW sobre o teste da nocicepgido orofacial
induzida por formalina. Veiculo (controle). CCW (50, 100 e 200
mg/kg) ou morfina (MOR. 5 mg/kg) foram administrados, via oral,
60 min antes da injegdo de formalina. (A) primeira fase (0-5
minutos) e (B) segunda fase (15 - 30 minutos). Valores expressos
em média = e.p.m. (n = 6. por grupo). *p < 0,05, **p < 0.01 ou
***p < 0,001 quando comparado ao controle (ANOVA, uma via,
seguido pelo teste de Tukey).

No teste de nocicepcdo orofacial induzida por capsaicina, 0 CCW, em todas as doses testadas,
diminuiu significativamente (p < 0,01 ou p < 0,001) o tempo de fric¢do da regido orofacial quando
comparado ao grupo controle (Figura 6). No teste de nocicepcdo orofacial induzida por
glutamato, o CCW reduziu significativamente (p < 0,001), nas doses de 100 e 200 mg/Kg, o
comportamento nociceptivo quando comparado ao grupo veiculo (controle), porém ndo se
observou diferenga significante na dose de 50 mg/Kg (Figura 6).
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Flgura 6. Efeitos do CCW sobre a nocicepgio orofacial induzida
por capsaicina (A) e glutamato (B). Veiculo (controle), CCW (50,
100 e 200 mgkg) ou morfina (MOR, 5 mgkg) foram
administrados, via oral. 60 min antes da injegio do algdgeno.
Valores expressos em média = e.p.m. (n = 6, por grupo). **p <
0,01 e ***p < 0,001 quando comparado ao controle (ANOVA,
uma via, seguido pelo teste de Tukey).

O teste de nocicepcao orofacial induzida por formalina, diferentemente dos demais testes de
nocicepcao, divide-se em duas fases. A primeira refere-se a um estimulo direto dos nociceptores,
enquanto a segunda condiz a um processo inflamatério com consequente sensibilizacéo central,
0 que o considera o teste mais indicado para avaliacdo central (CLAVELOU et a., 1989). Assim
como o teste de nocicepcdo orofacial induzida por capsaicina, o teste de nocicepcdo orofacial
induzida por formalina também consiste na ativagdo de fibras nociceptivas trigeminais. Com isso,
a resposta comportamental expressa pelo animal difere consideravelmente & medida que é
comparado aos testes mais comuns, cujo estimulo algico ocorre na pata traseira. As vias que
controlam essas respostas motoras sao distintas, o que ajuda a compreender as diferengas nos
processos de informacgdo nociceptiva entre as regiGes da coluna vertebral e do trigémeo, sendo
possivel examinar diferentes niveis de integragdo do mesmo estimulo nocivo no sistema nervoso
periférico e central (RABOISSON; DALLEL, 2004). A acdo do CCW na segunda fase pode ser
resultado da acdo anti-inflamatoria ja descrita para o 6leo. Os resultados encontrados com o
presente teste corroboram com o ensaio de nocicep¢do induzido por formalina cujo estimulo
algico é aplicado na pata, onde as duas fases do teste também foram reduzidas (LEITE et al.,
2010). A capsaicina atua sobre fibras sensitivas responsaveis pela transmisséo dolorosa e ativa o
receptor vaniloide 1 (PELISSIER; PAJOT; DALLEL, 2002), um canal idnico sensivel ao calor,
pH &cido (JULIUS; BASBAUM, 2001), mediadores de lipidios (HUANG et al., 2002; VAN DER
STELT; MARZO, 2004) e varios produtos naturais (CALIXTO et al., 2005; SUGAI et al., 2005;
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RIERA et al., 2009). Este receptor encontra-se presente em neurdnios sensoriais de pequeno
didmetro, o que resulta em vasodilatacdo reflexa do axénio, bem como no aumento da
excitabilidade dos neur6nios nociceptivos trigeminais (PELISSIER; PAJOT; DALLEL, 2002).

A diminuicdo da friccao da regido orofacial nos camundongos, apds a administracdo do CCW,
no teste de nocicepcéo orofacial induzida por capsaicina, pode estar relacionada a suposta inibigdo
dos receptores vaniloides 1, possivelmente derivada da agé&o do geraniol, geranial, neral (STOTZ
et al., 2008), citronelol (BRITO et al., 2012) e citronelal (QUINTANS-JUNIOR et al., 2010),
componentes majoritarios do 6leo em questéo, neste tipo de receptor.

A inibicdo observada nos testes de nocicepcdo orofacial induzida por formalina e por
capsaicina pode estar vinculada a uma inibicdo da substancia P ou ao bloqueio do receptor
neuroquinina-1 (NK-1) (HOLANDA PINTO et al., 2008), ja que estudos anteriores utilizando um
antagonista deste receptor foram capazes de demonstrar o bloqueio do NK-1 na segunda fase do
teste de formalina (LUCCARINI et al., 2003). Estudos anteriores utilizando a cetamina, um
antagonista do receptor NMDA, na articulagdo temporomandibular (ATM), demonstraram uma
diminuicdo significativa da dor induzida por glutamato, visto que este neurotransmissor é capaz
de ativar nociceptores aferentes primarios apos a sua liberacdo a partir de tecidos inflamados
(HONDA et al., 2011). Tal afirmacdo sugere o envolvimento do CCW com o sistema
glutamatérgico na diminuic&o da nocicepgdo orofacial induzida por glutamato. Leite etal. (2011),
ao avaliar a resposta motora de animais que foram tratados com o OEC, utilizando o aparelho
Rota-Rod, demonstrou que a acao depressora deste 6leo sobre o SNC ndo interfere na atividade
motora, com isso, pode-se dizer que o efeito antinociceptivo na regido orofacial ndo decorre da
acdo depressiva do SNC. Outro mecanismo de acdo sugerido para o CCW seria a inibicdo da
liberacdo da vesicula pré-sinaptica por meio da possivel auséncia da formacdo do complexo
calciocalmodulina, responsavel pela exocitose de neurotransmissores capazes de ativar ou inibir
neurdnios pos-sinapticos (LARKMAN; JACK, 1995). Este fato decorreria da a¢cdo do CCW na
inibicdo de canais para Ca2+, impedindo assim o influxo deste ion (MENEZES et al., 2010). Desta
forma, o CCW estaria agindo na inibi¢do do estimulo nociceptivo, o que pode ser observado nos
resultados dos ensaios de nocicepcdo acima descritos.

Avaliagéo da acgdo central

Imunofluorescéncia para proteina Fos, Através da analise dos dados, observou-se ativacao
neuronal positivamente para Fos no nacleo dorsal da rafe (DR), locus ceruleus (LC), trato
trigemino-talamico (TTT), nucleo trigeminal espinhal (TTT) e area rostroventromedial (RMV)
(Figura 7).

Figura 7. Imunofluorescéncia
para proteina Fos em neurdnios
do nicleo dorsal da rafe (A, B, C,
D), locus ceruleus (E. F, G, H).
trato trigemino-talamico (1, J, K,
M), nicleo trigeminal (N, O. P,
Q) e drea rostroventromedial (R,
S, T, U). noventa minutos apos o
tratamento com CCW (50, 100
ou 200 mgkg: v.0.) ou veiculo
(agua destilada) e 30 minutos
apés indugdo  dlgica com
formalina.
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Observou-se maior ativacdo neuronal nos grupos tratados com 200 mg/kg de CCW quando
comparados ao grupo controle, nas seguintes areas cerebrais: DR (p < 0,01), LC (p < 0,001) e
TTT (p < 0,05), com excecdo do NT, que teve sua maior ativacdo nos grupos tratados com 100
mg/kg de CCW, e da &rea rostroventromedial (RMV) nas doses de 100 (p < 0,001) e 200 mg/kg
(p<0,01) (Figura 8). O nervo trigémio, V par de nervos cranianos, divide-se em trés ramificaces
responsaveis pela sensibilidade da face, sdo elas a oftdlmica, maxilar e mandibular (SESSLE,
2000). O teste de nocicepcéo orofacial induzida por formalina, que antecedeu a retirada tecidual
para posterior submissao a imunofluorescéncia para proteina Fos, se deu por conta da aplicacado
de um estimulo algico na area maxilar do animal, regido inervada por uma das ramificaces do
nervo descrito, 0 que condiz & ativagdo do ndcleo trigeminal espinhal (NT). Este nucleo é capaz
de receber estimulos algicos e envia-los para outras regides do cértex a fim de se obter uma
resposta a tal estimulo (RABOISSON; DALLEL, 2004).
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Figura 11. Mamero de Células FOS positivas no nicleo dorsal da rafe (A). focus cernleus (B),
trato trigemino-talamico (C), nicleo trigeminal espinhal (D) e drea rostroventromedial (E).
Veiculo (dgua destilada: v.o.) ou CCW (50, 100 e 200 mgke; v.o.) foi administrado noventa
minutos antes da perfusio. Valores expressos em média = e.p.m (n = &/por grupo) *p < 0,05, **p
= 0,01 e ***p < 0,00] quando comparado ac controle (ANOVA uma via seguido pelo Teste de
Tukev).

O NT divide-se em trés regides, a parte oral (NTPO), a interpolar (NTPI) e a caudal (NTPC).
Um estudo, utilizando uma microinjecdo de morfina no NPTC, mostrou que a atividade
nociceptiva do NPTO foi inibida ap6s reversdo por naloxona, 0 que comprova a intima conexao
existente entre estes subnlcleos (DALLEL et al., 1998). Diversas substancias neuroativas
processam tais informacGes no NPTO e no NPTC, a exemplo do glutamato, serotonina e 6xido
nitrico (NO) (TAKEMURA et al., 2006); o que sugere a a¢do do CCW sobre 0s sistemas descritos,
sobretudo para o glutamatérgico, que ja possui atividade inibidora descrita para o0 OEC
(QUNTANS-JUNIOR et al., 2008). As informacdes entre diferentes areas do sistema nervoso
central, geralmente sdo transmitidas por tratos e, neste caso, houve o envolvimento do trato
trigeminotaldmico (TTT), também conhecido como lemnisco trigeminal, evidenciado pela
marcacao de neurbnios positivos para proteina Fos nesta area. Como o préprio nome jadiz, 0o TTT
envia aferéncias do ndcleo trigeminal para o talamo, mais precisamente para o ndcleo ventral
postero-lateral. Este nicleo participa da via sensitiva e envia projeces para o cortex sensorial
primario (MIRZA; KIVRAK; ERZURUMLU, 2013). Estudo anterior utilizando um antagonista
do receptor de serotonina (5-HT) comprovou a reducdo da sensibilidade nociceptiva de uma
injecdo de formalina em testes orofaciais na fase inflamatoria, desta forma, sugere-se a via
serotoninérgica como uma das provaveis vias de aferéncia nociceptiva ativada neste estudo
(OKAMOTO et al., 2005). Outro possivel mecanismo de acdo seria o glutamatérgico, presente
no TTT, proveniente do NTPI e NTPC (MAGNUSSON et al., 1987), cujas acbes do OEC ja
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foram descritas para este sistema. Como visto, a via serotoninérgica apresenta importante funcéo
na via nociceptiva. Os receptores da 5-HT estdo presentes também na area rostroventromedial
(RVM), que se conecta com o nucleo dorsal da rafe (DR), ainda por esta via (CHEN et al., 2013).
Estes ndcleos participam do mecanismo de modulacao da dor e a ativagdo destes, evidenciada no
estudo em questdo, propde esta via como um dos possiveis mecanismos de a¢do do CCW na
antinocicepcao orofacial.

Em estudo realizado por Radhakrishnan e Sluka (2009) demonstrou-se 0 aumento da liberacéo
de glutamato na RMV subsequente da inducdo de dor muscular crdnica, o que corrobora com a
relacdo deste neurotransmissor em processos algicos e colabora com a hipétese da acdo do CCW
na inibicéo de tal sistema, resultando assim no comportamento antinociceptivo. O locus ceruleus
(LC) € um nucleo de extrema importancia, participante da via ascendente da dor. Além de
apresentar importante papel no processamento e inibicdo da dor, tem sido utilizado em diversos
estudos cléssicos de modulagdo da dor aguda (DELGADO et al., 2012). Testes realizados em
ratos foram capazes de comprovar a a¢do deste nucleo na via antinociceptiva (VIISANEM;
PERTOVAARA, 2007). Estudo recente mostrou a importancia do glutamato na inibicéo
descendente em ratos (HAYASHIDA; PARKER; EISENACH, 2010). Diante da atividade
inibitoria sobre o sistema glutamatérgico ja descrita para 0 OEC (QUINTANS-JUNIOR et al.,
2008) e do resultado obtido com o presente trabalho, onde o CCW foi capaz de reduzir o
comportamento de friccdo no teste de nocicepcdo orofacial induzida por glutamato, podemos
sugerir a importancia do sistema glutamatérgico como a principal via do mecanismo de ac¢do do
CCW na atividade antinociceptiva da regido orofacial; além de despertar acerca do possivel
envolvimento da via serotoninérgica no efeito antinociceptivo orofacial do CCW.

4, CONCLUSAO

O complexo do OEC pdde ser realizado, aumentando sua solubilidade e absorc¢édo pelo
organismo. Além disso, foi possivel comprovar a a¢ao anti-hipernociceptiva do CCW, bem omo
sua atividade nociceptiva na dor orofacial e sua ativagdo do SNC, onde se observou ativacao
neuronal significativa de areas relacionadas a via descendente da dor, que foram o nicleo dorsal
da rafe, locus ceruleus, trato trigemino-taldmico, ndcleo trigeminal espinhal e é&rea
rostroventromedial. Tais achados corroboram com seu efeito antinociceptivo visto no presente
estudo.

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. ADAMS, R. P. ldentification of essential oil components by gas chromatography/mass
spectrometry. 4 ed. Carol Stream IL: Allured; 2007.

2. ALVES NETO, O. Dor: principios e pratica. 1. ed. Porto Alegre: Artmed, 2010.antioxidant and
antimicrobial activities of clove, citronella and palmarosa

3. BASBAUM, A. I. et al. Cellular and molecular mechanisms of pain. Cell. 2009; 139(2): 267-284.

4. BRASILEIRO, B. G. et al. Plantas medicinais utilizadas pela populagao atendida no “Programa
de Saude da Familia”, Governador Valadares, MG, Brasil. Revista Brasileira de Ciéncias
Farmacéuticas. 2008; 44(4): 629-636.

5. BRITO, R. G. et al. Citronellol, a monoterpene alcohol, reduces nociceptive and inflammatory
activities in rodents. Natural Medicines. 2012; 66: 337-344.

6. BURMEISTER, S. S.; MANGIAMELE, L. A.; LEBONVILLE, C. L. Acoustic modulation of
immediate early gene expression in the auditory midbrain of female tlngara frogs. Brain
research. 2008; 1190: 105-114.

XXXXXX - 12



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21,

22,

23.

24,

Avila etal., Scientia Plena X, XXXXXX (2016) XX

CALIXTO, J. B. et al. Contribution of natural products to the discovery of the transient receptor
potential (TRP) channels family and their functions. Pharmacol Ther. 2005; 106: 179-208.

CALVINO, B.; GRILO, R. M. Central pain control. Joint Bone Spine. 2006; 73(1): 10-16.

CHEN, T. et al. Neurokinin-1 receptor-expressing neurons that contain serotonin and gamma-
aminobutyric acid in the rat rostroventromedial medulla are involved in pain processing. The
Journal of Pain. 2013; 1-15. In press.

CLAVELOQOU P. et al. Application of the formalin test to the study of orofacial pain in the rat.
Neurosci Lett. 1989; 103: 349-353. 25

CORDEIRO, C. H. G.; CHUNG, M. C.; SACRAMENTO, L. V. S. Intera¢cdes medicamentosas de
fitoterdpicos e farmacos: Hypericum perforatum e Piper methysticum. Revista Brasileira de
Farmacognosia. 2005; 15(3): 272-278.

COSTA, V. P.; MAYWORM, M. A. S. Plantas medicinais utilizadas pela comunidade do bairro
dos Tenentes — municipio de Extrema, MG, Brasil. Revista Brasileira de Plantas Medicinais.
2011; 13(3): 282-292.

CUNHA, F. Q. et al. The pivotal role of tumour necrosis factor a in the development of
inflammatory hyperalgesia. British Journal of Pharmacology. 1992; 107: 660-664.

CUNHA, J. M. et al. Cytokine-mediated inflammatory hyperalgesia limited by interleukin-1
receptor antagonist. British Journal of Pharmacology. 2000; 130: 1418-1424.

CUNHA, T. M. et al. A cascade of cytokines mediates mechanical inflammatory hypernociception
in mice. Proceedings of the National Academy of Science of United States of the North
American. 2005; 102:1755-60.

CUNHA, T. M. et al. Crucial role of neutrophils in the development of mechanical inflammatory
hypernociception. Journal of Leukocyte Biology. 2008; 83: 824-832.

CUNHA, T.M. et al. An electronic pressure-meter nociception paw test for mice. Braz J Med
Biol Res. 2004; 37(3):401-07.

HARGREAVES, K. M. Orofacial pain. Pain. 2011; 152(3): 25-32.

HAYASHIDA, K.; PARKER, R. A.; EISENACH, J. C. Activation of glutamate transporters in
the locus coeruleus paradoxically activates descending inhibition in rats. Brain Res. 2010;
4(1317): 80-6.

HOLANDAPINTO, S. A. etal. Antinoceptive effect of triterpenoid o,3-amyrin in rats on orofacial
pain induced by formalin and capsaicin. Phytomedicine. 2008; 15 (8): 630-634.

HONDA, K. et al. Involvement of peripheral ionotropic glutamate receptors in orofacial thermal
hyperalgesia in rats. Molecular pain. 2011; 7: 75.

HUANG, S. et al. An endogenous capsaicin-like substance with high potency at recombinant and
native vanilloid VR1 receptors. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2002; 99: 8400-8405.

IANARO, A. et al. A nitric oxide synthase inhibitor reduces inflammation, down-regulates
inflammatory cytokines and enhances interleukin-10 production in carrageenin-induced o edema
in mice. Immunology. 1994; 82(3): 370-375.

JULIUS, D.; BASBAUM, A. I. Acid potentiation of the capsaicin receptor determined by a key
extracellular site. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2001; 97: 8134-8139.

XXXXXX -13



25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

Avila etal., Scientia Plena X, XXXXXX (2016) XX

LEITE, B. L. S. et al. Assessment of antinociceptive, anti-inflammatory and antioxidant properties
of Cymbopogon winterianus leaf essential oil. Pharmaceutical biology. 2010; 48(10): 1164—
1169.

LEITE, B. L. S. et al. Volatile constituents and behavioral change induced by Cymbopogon
winterianus leaf essential oil in rodents. African Journal of Biotechnology. 2011; 10(42): 8312-
8319.

LOFTSSON, M.; MASSON, M. Cyclodextrin in topical drug formulation; theory and practice.
Int. J. Pharm. 2001; 225:15-30.

LUCCARINI, P. et al. The orofacial formalin test in the mouse: a behavioral model for studying
physiology and modulation of trigeminal nociception. The journal of pain. 2006; 7(12): 908—
914.

MACEDO, A. F.; OSHIIWA, M.; GUARIDO, C. F. Ocorréncia do uso de plantas medicinais por
moradores de um bairro do municipio de Marilia-SP. Revista de Ciéncias Farmacéuticas Basica
e Aplicada. 2007; 28(1): 123-128.

MAGNUSSON, K. R. et al. Localization of glutamate in trigeminothalamic projection neurons: a
combined retrograde transport-immunohistochemical study. Somatosens Res. 1987; 4(3): 177-
90.

MELO, J. G. et al. Qualidade de produtos a base de plantas medicinais comercializados no Brasil:
castanha-da-India (Aesculus hippocastanum L.), capim-liméo (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf)
e centela (Centella asidtica (L.) Urban). Acta Botanica Brasileira. 2007; 21(1): 27-36.

MELO, M. S. et al. Anti-inflammatory and redox-protective activities of citronellal. Biological
Research. 2011; 44: 363-368.

MENEZES, 1. A. C. et al. Cardiovascular effects induced by Cymbopogon winterianus essential
oil in rats: involvement of calcium channels and vagal pathway. Journal of Pharmacy and
Pharmacology. 2010; 62: 215-221.

MIRZA, R.; KIVRAK, B. G.; ERZURUMLU, R. S. Cooperative slit and netrin signaling in
contralateralization of the mouse trigeminothalamic pathway. The Journal of Comparative
Neurology. 2013; 521:312-325.

MONCADA, S.; FERREIRA, S. H.; VANE, J. R. Prostaglandins, Aspirin-like Drugs and the
Oedema of Inflammation. Nature. 1973; 246(5430): 217-219.

MOSHER, G.; THOMPSON, D.O. Complexation and Cyclodextrins. In SWARBRICK, J.,
BOYLAN, J.C. Encyclopedia of Pharmaceutical Technology. 2nd ed. v.1. New York; Basel:
Marcel Dekker, Inc., p.531-558, 2002.

MOSSEY, J. M. Defining racial and ethnic disparities in pain management. Clinical orthopaedics
and related research. 2011; 469(7): 1859-1870.

NAKAMURA, M.; FERREIRA, S. H. A peripheral sympathetic component in inflammatory
hyperalgesia. European Journal of Pharmacology. 1987; 135: 145-153.

NIXDORF, D. R. et al. Classifying orofacial pains: a new proposal of taxonomy based on
ontology. Journal of oral rehabilitation. 2012; 39(3): 161-169.

OKAMOTO, K. et al. Central serotonin 3 receptors play an important role in the modulation of
nociceptive neural activity of trigeminal subnucleus caudalis and nocifensive orofacial behavior
in rats with persistent temporomandibular joint inflammation. Neuroscience. 2005; 135: 569 —
581.

XXXXXX - 14



41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.

57.

58.

Avila etal., Scientia Plena X, XXXXXX (2016) XX

OLIVEIRA, M. M. M. et al. Rendimento, composicéo quimica e atividade antilisterial de dleos
essenciais de espécies de Cymbopogon. Revista Brasileira de Plantas Medicinais. 2011; 13(1):
8-16.

PELLISIER T.; PAJOR J.; DALLE R. The orofacial capsaicin test in rats: effects of different
capsaicin concentrations and morphine. Pain. 2002; 96: 81-87.

PEREIRA, F. O. et al. Growth inhibition and morphological alterations of Trichophyton rubrum
induced by essential oil from Cymbopogon winterianus Jowitt ex Bor. Braz. J. Microbiol. 2011;
42 (1): 233-242.

PERL, E. R. Pain mechanisms: a commentary on concepts and issues. Progress in heurobiology.
2011; 94(1): 20-38.

PINTO, L. et al. Physico-chemical characterization of benzocaine-B-cyclodextrin inclusion
complexes. J Pharm. Biomed. 2005; 39: 956-963.

PRADO, T. C. P,; BEL, E. A. D. C-fos, um gene de ativagdo imediata como marcador neural de
nocicepcdo. Medicina, Ribeirdo Preto. 1998; 31: 424-433.

QUINTANS-JUNIOR, L. J. et al. Antinociceptive activity of citronellal in formalin-, capsaicin-
and glutamate- induced orofacial nociception in rodents and its action on nerve excitability. J
Orofac Pain. 2010; 24: 305-312.

QUINTANS-JUNIOR, L. J. et al. Avaliagio da Atividade Anticonvulsivante de Plantas do
Nordeste Brasileiro. Revista Farmacéutica Banaerense. 2002; 21(3): 179-184.

QUINTANS-JUNIOR, L. J. et al. Phythochemical screening and anticonvulsant activity of
Cymbopogon winterianus Jowitt (Poaceae) leaf essential oil in rodents. Phytomedicine. 2008;
15(8): 619-624.

RABOISSON, P.; DALLEL, R. The orofacial formalin test. Neuroscience and biobehavioral
reviews. 2004; 28(2): 219-226.

RADHAKRISHNAN, R.; SLUKA, K. A. Increased glutamate and decreased glycine release in
the rostral ventromedial medulla during induction of a pre-clinical model of chronic widespread
muscle pain. Neurosci Lett. 2009; 457(3):141-5.

RAJA, S. N.; MEYER, R. A.; CAMPBELL, J. N. Peripheral mechanisms of somatic pain.
Anesthesiology. 1988; 68(4): 571-590.

reduces nociceptive and inflammatory activities in rodents. J. Nat. Med. 2012; 66(4)

REN, K.; TOREES, R. Role of interleukin-1p during pain and inflammation. Brain Research
Reviews. 2009; 60: 57-64.

RIERA C. E. et al. Compounds from Sichuan and Melegueta peppers activate, covalently and non-
covalently, TRPA1 and TRPV1 channels. Br J Pharmacol. 2009; 157(8): 1398-4009.

SANTANA, M. T. et al. Citronellal, a monoterpene present in Java citronella oil, attenuates
mechanical nociception response in mice. Pharmaceutical Biology. In Press.

SCHERER, R. et al. Composition and Composition and antioxidant and antimicrobial activities of
clove, citronella and palmarosa essential oils. 2009; 11(4): 442-449.

SESSLE, B. J. Acute and chronic craniofacial pain: brainstem mechanisms of nociceptive
transmission and neuroplasticity, and their clinical correlates. Critical reviews in oral biology
and medicine. 2000; 11(1): 57-91.

XXXXXX - 15



59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

Avila etal., Scientia Plena X, XXXXXX (2016) XX

SIANI, A. C. et al. Oleos essenciais — potencial antiinflamatorio. Biotecnologia, Ciéncia e
Desenvolvimento. 2006; 29: 38-43.

STOTZ, S. C. et al. Citral sensing by TRANSient Receptor Potential channels in dorsal root
ganglion neurons. PLoS One. 2008; 3(5): 1-14.

SU, Y. W. et al. Inhibitory effects of citronellol and geraniol on nitric oxide and prostaglandin
Ezproduction in macrophages. Planta Medica. 2010; 76: 1666-1671.

SUNGAI, E. et al. Pungent qualities of sanshool-related compounds evaluated by a sensory test
and activation of rat TRPV1. Biosci Biotechnol Biochem. 2005; 69: 1951-1957.

TAKEMURA, M. et al. Mechanisms of orofacial pain control in the central nervous system.
Archives of histology and cytology. 2006; 69(2): 79-100.

VALLE, E. M. M. D. Cyclodextrins and their uses: a review. Process Biochem. 2004; 39: 1033-
1046.

VAN DEN DOOL, H.; KRATZ, D. J. A generalization of the retention index system incluing
linear temperature programmed gas-liquid partition chromatography. Journal of
Chromatography. 1963; 11: 463-467.

VAN DER STELT, M.; MARZO, V. Endovanilloids. Putative endoginous ligands of transient
receptor potential vanilloid 1channels. Eur. J. Biochem. 2004; 271: 1827-1834.

VEIGA JUNIOR, V. F.; PINTO, A. C. Plantas medicinais: cura segura? Quimica Nova. 2005;
28(3): 519-528.

VEIGA, F.; PECORELLI, C.; RIBEIRO, L. As ciclodextrinas na tecnologia farmacéutica. led.
Coimbra: Minervacoimbra; 2006.

VIISANEN, H.; PERTOVAARA, A. influence of peripheral nerve injury on response properties
of locus coeruleus neurons and coeruleospinal antinociception in the rat. Neuroscience. 2007;
146: 1785-1794.

VILARREAL, C.F. et al. The peripheral pro-nociceptive state induced by repetitive inflammatory
stimuli involves continuous activation of protein kinase A and protein kinase C epsilon and its
NaV1.8 sodium channel functional regulation in the primary sensory neuron. Biochemical
Pharmacology. 2009; 77: 867-77.

VILLAREAL, C. F. et al. Acute and persistent nociceptive paw sensitisation in mice: The
involvement of distinct signalling pathways. Life Sciences. 2009; 85: 822-829.

VILLARREAL, C. F. et al. The long-lasting sensitization of primary afferent nociceptors induced
by inflammation involves prostanoid and dopaminergic systems in mice. Pharmacology,
Biochemistry and Behavior. 2013; 103: 678-683.

VINOTHKUMAR, M. et al. Geraniol modulates cell proliferation, apoptosis, inflammation, and
angiogenesis  during  7,12-dimethylbenz[a]anthracene-induced hamster buccal pouch
carcinogenesis. Molecular and Cellular Biochemistry. 2012; 1: 17-25.

WILLIAMS, S.; EVAN, G. I.; HUNT, S. P. Changing patterns of c-fos induction in spinal neurons
following thermal cutaneous stimulation in the rat. Neuroscience. 1990; 36(1): 73-81.

XXXXXX - 16



	Monografia.pdf (p.1-27)
	Artigo Monografia.pdf (p.28-43)

