UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA
SAUDE

ADALUCIA CORREIA DE OLIVEIRA

EFEITO DA APLICACAO TOPICA DO GEL CONTENDO
LIPOSSOMAS COM CARVACROL SOBRE A
NOCICEPCAO OROFACIAL EM CAMUNDONGOS

ARACAJU
2013



ADALUCIA CORREIA DE OLIVEIRA

EFEITO DA APLICACAO TOPICA DO GEL
CONTENDO LIPOSSOMAS COM CARVACROL
SOBRE A NOCICEPCAO OROFACIAL EM
CAMUNDONGOS

Dissertacao apresentada ao Programa de Pés-
Graduacdo em Ciéncias da Saude da
Universidade Federal de Sergipe como
requisito parcial a obtengédo do grau de Mestre
em Ciéncias da Saude

Orientador: Prof. Dr. Leonardo Rigoldi Bonjardim

ARACAJU
2013



Ficha Catalografica Elaborada pelo
Sistema de Bibliotecas da Universidade Federal de Sergipe

OdBe

Oliveira, Adalfcia Correia de

Efeito da aplicagio tSpica do gel contendo
lipossomas com carvacrol acbhre a nocicepcdc
orofacial em camundongos [/ ARdaliicia Correia de
Oliveira; orientador Leonardo Rigoldi Bonjardim. --
Aracaju, 2013.

oo £. - il.

Dissertagdoc (Mestrado - Cigncias da sa(de -
Kicleo de PbHs-Graduacio em Medicinal -
nivereidade Federal de Sergips, 2013.

1. Carvacrol - Medicamentos - Administragdoc. 2.
Dor crofacial. 3. Lipoesomas. 4. Odontologia. 5.
Farmacologia. I. Bonjardim, Leconardo Rigoldi, orient.
IT. Titulo.

CD0 E15.454 . 1:635.71




ADALUCIA CORREIA DE OLIVEIRA

EFEITO DA APLICAGAO TOPICA DO GEL
CONTENDO LIPOSSOMAS COM CARVACROL
SOBRE A NOCICEPCAO OROFACIAL EM
CAMUNDONGOS
Dissertacdo apresentada aoc Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias da Saude da
Universidade Federal de Sergipe requisito

parcial & obtencdo do grau de Mestre em
Ciéncias da Saude

Aprovada em: _J37 /C~x Ians

A : .
7 One@dop Prof- {}r/ {f°P§7  Rigoldi Bonjardim

1° Examinador: A vb Antunes de Souza Aratjo

2° Exajpinador: Profa. Dra. Suzane Rodrigues Jacinto Grubisik

PARECER




AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador Prof. Dr. Leonardo Rigoldi Bonjardim, pela confianca e
pela paciéncia que teve com todas as intercorréncias que ocorreram na minha vida

durante esse dois anos e meio dedicados ao mestrado.

Ao Prof. Dr. Lucindo José Quintans Junior, por abrir as portas do LAPEC

viabilizando a realizagdo dos meus experimentos.

Ao Prof. Dr. Enilton Aparecido Camargo, por todas as contribuicbes dadas

para este trabalho.

Ao Prof. Dr. Adriano Antunes de Souza Araujo por sua participacao desde
a escolha do tema até a finalizacao deste trabalho com observagdes e colocacdes

que o engrandeceram.

Agradeco também, de uma forma geral, a todos amigos que conheci durante
0 mestrado, que me ajudaram, cada um de uma forma, a chegar até aqui. Em
especial a Ménica Santos de Melo, Makson Gleydson Brito de Oliveira, Adriana
Gibara Guimaraes, Jullyana de Souza Siqueira Quintans, Amanda Batista,
Priscila Santos, Marilia Trindade Santana, Douglas Prado, Renan Guedes,
Paula Passos, Natalia Barreto, Loren Andrade e Jonnielly Costa, obrigada pela

ajuda fundamental de vocés!

Agradeco, de uma forma geral, a todos os professores do curso de Mestrado
em Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Sergipe (UFS) por todos os

ensinamentos passados durante este curso.

Aos meus pais, Edénia e Anténio, pelo amor incondicional e apoio em todas

as horas que precisei largar tudo para estudar.

A minha irma Ana Claudia, agradeco por tudo que vocé ja fez e continua

fazendo por mim.

As minhas cunhadas Lily, Alana, Sylvana e Yvana e sobrinhos Caio, Cecilia
e Dudinha por todo o apoio e companhia que deram a minha filha quando precisei

me ausentar.



Agradeco ao meu principe, melhor amigo e marido, José Luiz, por todo
companheirismo e paciéncia durante todos estes anos juntos. Obrigada por te ter
todos os dias do meu lado acordando e dormindo lado a lado e me apoiando em

todas as escolhas.

Por fim, agradeco a minha princesinha Julia por encher a casa de alegria
todos os dias e por ter ido para a casa da vovdé em todos os momentos em que

precisei me ausentar para a conclusao desse trabalho. Mamae te ama!

Obrigada a todos!



RESUMO

OLIVEIRA, A.C. Efeito da aplicacao topica do gel contendo lipossomas com
carvacrol sobre a nocicepcao orofacial em camundongos, Nucleo de péds-
graduacao em Medicina da UFS, Aracaju, 2013, 61 p.

A dor orofacial, embora seja um problema que prejudica a qualidade de vida
de milhdes de pessoas, ainda é pouco compreendida e, consequentemente, seu
tratamento é de dificil prognéstico. Este tratamento normalmente envolve
farmacoterapia sistémica que, na maioria das vezes, vem acompanhada de diversos
efeitos colaterais. Desta forma, o presente estudo visou avaliar farmacologicamente
o efeito da aplicacao tépica de um gel contendo lipossomas com carvacrol sobre a
nocicepgao orofacial induzida em camundongos. Primeiramente, foi realizado o teste
de nocicepgao orofacial induzido pela administracdo de formalina 2% em labio
superior de camundongos e em seguida este tecido foi removido para a mensuragao
da atividade da enzima mieloperoxidase (MPQO). No teste acima descrito, a aplicacao
do gel de carbopol (grupo controle), ou gel contendo lipossomas com carvacrol (1%
e 5%) foram realizados 1 h antes da inducao da nocicepcao orofacial; a droga
referéncia (diclofenaco dietilamdnio na forma farmacéutica de gel) foi aplicada 2 h
antes da inducao da nocicepc¢ao. Foi observado que, na concentracédo de 1%, o gel
contendo lipossomas com carvacrol reduziu 0 comportamento nociceptivo de cocar a
regido orofacial (34,4 £4,6 s, p < 0,05) em relacao ao grupo controle (74,1 £+4,6 s, p
< 0,05) sendo equivalente a reducao observada no grupo em que foi utilizada a
droga de referéncia (diclofenaco dietilaménio gel - 34,0 + 7,3 s, p < 0,05). O gel de
carvacrol a 1% também foi capaz de reduzir a atividade da enzima MPO (0,7 £ 0,1
UMPO / mg de tecido, p < 0,05) em relacdo ao grupo controle (2,0 £ 0,3 UMPO / mg
de tecido, p < 0,05) e se comportou de forma semelhante ao grupo do diclofenaco
dietilamonio gel (0,5 £ 0,2 UMPO / mg de tecido, p < 0,05). Dessa forma, conclui-se
que o gel contendo lipossomas com carvacrol na concentracdo de 1% foi eficaz no
controle da nocicepcdo induzida por formalina e teve importante efeito sobre a
migragdo celular, sugerindo que em baixas concentragcbes o0 gel contendo
lipossomas com carvacrol tem um efeito topico na terapia de processos dolorosos
associados a regiao orofacial. No entanto, ndo foram observados tais fenémenos na
concentracao de 5%.

Descritores: nocicepgao orofacial; lipossomas; tratamento farmacolégico; via de
administracao topica; carvacrol.



ABSTRACT

OLIVEIRA, A.C. Effect of topical application of the gel containing liposomes
carvacrol on nociception in mice orofacial, Nicleo de pds-graduacdo em
Medicina da UFS, Aracaju, 2013, 61p.

Orofacial pain, although it is a problem that affects the quality of life of millions
of people, is still poorly understood and, consequently, its treatment are difficult to
predict. This treatment usually involves systemic pharmacotherapy, in most cases, it
is accompanied by various side effects. Thus, the present study aimed to evaluate
the pharmacological effect of topical application of a gel containing carvacrol on
liposomes induced orofacial nociception in mice. First, we performed the test
orofacial nociception induced by administration of 2% formalin into the upper lip of
mice and then this tissue was removed for measuring the activity of myeloperoxidase
(MPOQO). In the test described above, applying the carbopol gel (control group) or gel
with liposomes containing carvacrol (1% and 5%) were performed 1 h before the
induction of nociceptive orofacial; reference drug (diclofenac diethylammonium in gel
form) was administered 2 hours before the induction of nociception. It was observed
that at a concentration of 1%, the gel containing liposomes with carvacrol reduced
the nociceptive behavior of scratching the orofacial region (34.4 £ 4.6 s, p <0.05)
compared to the control group (74.1 s £ 4.6, p <0.05) is equivalent to the reduction
observed in the group that was used reference drug (diclofenac diethylammonium gel
-34.0 £ 7.3 s, p <0.05). The gel 1% carvacrol was also able to reduce the activity of
the enzyme MPO (0.7 + 0.1 UMPO / mg tissue, p <0.05) compared to the control
group (2.0 £ 0.3 UMPO / mg tissue, p <0.05) and behaved similarly to diclofenac
diethylammonium group gel (0.5 + 0.2 UMPO / mg tissue, p <0.05). Thus, it is
concluded that the carvacrol gel containing liposomes at a concentration of 1% was
effective in the control of nociception induced by formalin and had an important effect
on cell migration at low concentrations suggesting that the gel containing liposomes
has an effect carvacrol topic in the therapy of painful processes associated with
orofacial region. However, such phenomena were not observed at 5% concentration.

Keywords: orofacial pain, liposomes, pharmacological treatment, via topical
administration, carvacrol
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1 INTRODUCAO

A dor orofacial é um problema que prejudica a qualidade de vida das pessoas,
mas os mecanismos fisiolégicos dessa condicdo ainda sao pouco compreendidos,
justificando a necessidade de estudos direcionados para essa area(BARROS et al.
2009).

O tratamento da dor orofacial normalmente envolve farmacoterapia que, na
maioria das vezes, € utilizada por via sistémica (DIONNE 1997). No entanto, a
utiizacdo de medicamentos sistémicos pode acarretar uma série de efeitos
adversos, especialmente se seu uso for prolongado (SCHNITZER et al. 2004;
SOLOMON et al. 2005; NUSSMEIER et al. 2005).

Um numero consideravel de farmacos analgésicos estao disponiveis para o
tratamento da dor porém, a procura de novos compostos como alternativas
terapéuticas continua, pois os analgésicos disponiveis apresentam uma gama de
efeitos colaterais (ALMEIDA; NAVARRO; BARBOSA-FILHO, 2001). Substancias
ativas encontradas em produtos naturais estdo sendo cada vez mais utilizadas na
busca de farmacos mais seletivos e potentes por causa de seu custo relativamente
baixo e facil disponibilidade em varios paises (GONCALVES et al. 2008;
QUINTANS-JUNIOR et al. 2008). Dentre estas substancias podemos citar o
carvacrol que é um fenol monoterpénico predominante em muitos éleos essenciais
da familia Labiatae incluindo as espécies Origanum, Satureia, Timbra, Thymus e
Corydothymus. Estudos anteriores demonstraram que o carvacrol promove inibicao
da ciclooxigenase (WAGNER; WIERER; BAUER, 1986). Carvacrol também é
responsavel por atividades antimicrobiana, antitumoral, antimutagénica,
antigenotoxica, analgésica, anti-espasmddico, anti-inflamatério, angiogénico,
antiparasitario, anti-plaquetério, inibicdo de acetilcolinesterase, antielastase,
inseticida e atividades hepatoprotetora (DIDRY et al. 1994; RICE; COATS, 1994;
THOMPSON et al. 1996; ULTLEE et al. 1998; BASER, 2008).

Para o nosso conhecimento, a eficacia analgésica do carvacrol, embora ja
tenha sido explorada sistemicamente, ainda n&o foi determinada topicamente. Dessa
forma, o desenvolvimento de um agente tépico para o controle da dor orofacial,
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torna-se uma alternativa de grande valia, especialmente porque, sd0 escassos na
literatura cientifica trabalhos sobre a aplicacdo de agentes topicos na terapia da dor
e inflamagéo orofacial utilizando sistemas de liberacdo controlada de farmacos. A
incorporacdo de Oleos essenciais e seus componentes em lipossomas além de
facilitar a penetragdo cutanea promove a necessaria protecao do farmaco frente a
oxidacdo (IMBERT et al. 1994; CITERNESI; SCIACCHITANO, 1995; LIOLIOS,
2009).

Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito topico do gel

contendo lipossomas com carvacrol sobre a nocicepcao orofacial em camundongos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Dor e inflamacao

2.1.1 Dor

A Associacao Internacional para o Estudo da Dor (IASP) define a dor como
sendo uma experiéncia sensorial e emocional associada a dano tecidual real ou
potencial que pode ser classificada em aguda e crénica (ZIMMERMANN, 1983;
MOSSEY, 2011). A dor aguda é definida como uma dor de curta duracao e auto-
limitada, que pode se tornar persistente e de dificil tratamento se o processo da
doenca subjacente ou lesdo nao for solucionado. A dor é considerada cronica
quando persiste por mais de trés meses (DUBOIS; GALLAGHER; LIPPE, 2009).

A variacao da dor em diferentes faixas etarias na populagao pode ser reflexo
das diferencas entre as populacoes e de divergéncias na definicao e classificacdo de
dor presente nos estudos epidemioldgicos (BEKKERING et al. 2011; HARKER et al.
2012). Sabe-se, entretanto, que a dor geralmente € mais comum em grupos etarios
com idade mais avangada, grupos com menor renda e entre as mulheres (OHAYON,
2004; DEMYTTENAERE et al. 2006). Com relacao a dor orofacial, estima-se que
mais de 22% dos americanos, ingleses e alemaes com mais de 18 anos apresentam
esse tipo de dor (HARGREAVES, 2011).

Considerando os eventos fisiologicos relacionados a dor, trés tipos principais
de fibras sensoriais no Sistema Nervoso Periférico (SNP) estdo envolvidos na
nocicepgao, as fibras AB, Ad e C, as quais possuem propriedades diferentes,
permitindo transmitir tipos diferentes de informacdo sensorial. Na sequéncia dos
eventos que originam o fendbmeno sensitivo doloroso, o primeiro passo é a
transformacgédo dos estimulos ambientais, fisicos ou quimicos intensos em potencial
de acgao, que sao transferidos da fibra nervosa do SNP para o Sistema Nervoso
Central (SNC) (ALVES NETO, 2010).

As fibras AB sao grandes em diametro e altamente mielinizadas, permitindo-
lhes, assim, conduzir rapidamente potenciais de agado, sendo responsaveis por
transmitir a informacéao tatil. As fibras Ad sdao menores em diametro e finamente

mielinizadas, 0 que as torna mais lentas que a fibra AB, respondendo tanto a
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estimulos térmicos quanto a mecanicos. Ja as Fibras C sdo amielinizadas, de
conducdo lenta, sendo responsaveis por detectar estimulos dolorosos.
Conjuntamente, as fibras Ad e C sdo denominadas de nociceptores, respondendo a
estimulos nocivos, sejam eles mecanicos, térmicos ou quimicos (RAJA; MEYER,;
CAMPBELL, 1988; HUCHO; LEVINE, 2007; BASBAUM et al. 2009). No corno dorsal
da medula espinhal, as fibras Ad e as C fazem conexdes principalmente com as
laminas | e Il, com um numero menor de conexdes com as laminas profundas,
enquanto que as fibras AR inervam predominantemente as laminas Ill e IV, fazendo

conexdes com lamina V (TODD, 2002).

Os fatores endégenos capazes de ativar os nervos sensitivos sdo produzidos
em resposta ao dano tecidual ou ao stress fisiol6gico, incluindo o estresse oxidativo.
Tais fatores podem atuar isoladamente, ou em combinacdo, na sensibilizacdo dos
nociceptores diminuindo o limiar nociceptivo. Assim, a quimionocicep¢ao representa
uma interface importante entre a dor aguda e persistente, especialmente no contexto
da lesdao do tecido periférico e, consequente, instalacgdo de um processo
inflamatério, o qual produz uma série de mediadores que ativam diretamente os
canais de Ca*® e despolarizam os neurdnios, desencadeando assim potenciais de
acao (PEIER et al. 2002; BANDELL et al. 2004; BASBAUM et al. 2009).

Uma vez que o estimulo nocivo tenha chegado aos neurdnios de projegao,
concentrados na lamina | e espalhados nas laminas Il, Il e 1V, estes cruzam a linha
média e seguem na substdncia branca contralateral, através dos tratos
espinotalamico e espinorreticular, para realizar aferéncias no tronco cerebral e em
varios nucleos talamicos (SPIKE et al. 2003). Vias de projecao do corno dorsal da
medula fazem aferéncia com a medula rostroventral, com a substancia cinzenta
periaquedutal, com o nucleo ventromedial do tadlamo, e, finalmente, com os |6bulos
frontais dorsolaterais. Outra via de projecdo ascendente ocorre da medula espinhal
para o0 nucleo parabraquial, e, subsequentemente, para o hipotdlamo e para
amigdala. Outra via envolve proje¢cdes do nucleo parabraquial para o nucleo central
da amigdala e para o prosencéfalo basal (BESTER et al. 2000; BOURGEAIS;
GAURIAU; BERNARD, 2001; DESBOIS; VILLANUEVA, 2001; RAINVILLE, 2002).

Uma série de neurotransmissores, neuromoduladores e receptores estdo

envolvidos na modulagéo da dor, sendo a serotonina, a noradrenalina e os opiaceos
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0s principais mediadores envolvidos na ativacdo da via descendente (CROFFORD;
CASEY, 1999; MARKS et al. 2009). A inibicao da dor por vias descendentes ocorre
principalmente através de neurdnios serotoninérgicos e noradrenérgicos originados
no mesencéfalo e na substancia cinzenta medular. Os neurbnios serotoninérgicos
estao principalmente no nucleo magno da rafe, exercendo, através de uma série de
receptores 5-HT, um papel importante na modulacdo da dor, entretanto seus
mecanismos de acao precisos ainda nao estdo claros. Ja a noradrenalina, através
de seu receptor a2, possui um papel importante na antinocicepcao (BAJIC;
PROUDFIT, 1999; CROFFORD; CASEY, 1999; RAHMAN et al. 2009; OSSIPOV;
DUSSOR; PORRECA, 2010).

A dor & uma experiéncia complexa e multidimensional, compreendendo
dimensdes sensitivo-discriminativa, cognitiva, emocional e motivacional. Tais
dimensdes apresentam expressao particular na regido orofacial, uma vez que esta
regido é formada por uma complexa variedade de tecidos, dentre eles a pele,
dentes, lingua, muasculos da mastigacdo, a articulacdo temporomandibular e
glandulas salivares, apresentando significados biol6gico, emocional e psicolégico
especial para cada individuo (TAKEMURA et al. 2006).

Os tecidos orofaciais sao inervados principalmente pelos trés ramos (maxilar,
oftalmico e mandibular) do nervo trigeminal. Assim como em outros tecidos do corpo,
as fibras Ad e C transmitem sinais nociceptivos da regidao orofacial para o SNC. Os
principais corpos celulares das fibras aferentes primarias estdo localizados no
ganglio trigeminal. Cada um destes neurénios presentes no ganglio trigeminal possui
um axoénio que se projeta para os tecidos periféricos e outro que se projeta
centralmente através do tronco cerebral ipsilateral, onde realiza sinapses com os
neurbnios de segunda ordem, especialmente no complexo nuclear trigeminal
espinhal, o qual inclui o nucleo trigeminal sensorial e 0 nucleo trigeminal do trato
espinhal, sendo este dividido em trés subnucleos: oral, interpolar e caudal (SESSLE,
2000; SESSLE, 2005).

Os neurdnios do complexo trigeminal projetam-se para diversas areas do
SNC. Alguns neurdnios projetam-se para a formacao reticular ou para os nucleos do
nervo craniano motor, e, assim, fornece sinais necessarios para as respostas

autonémicas e musculares reflexas. Além disso, muitos neurbnios ascendem
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diretamente para o talamo através de vias que envolvem outras estruturas do tronco
cerebral, tais como o nucleo parabraquial e a formagéo reticular (DUBNER; REN,
2004; SESSLE, 2005).

Para entender, de forma mais precisa, os mecanismos de acao da dor
orofacial, bem como as formas de tratamento mais viaveis, foram desenvolvidos os
testes de nocicepcao orofacial. A nocicepcao, no modelo de nocicepg¢ao orofacial
induzida por formalina, € resultante da acado inflamatéria oriunda da ligacdo da
formalina com as proteinas teciduais, levando a estimulacao direta dos nociceptores,
na primeira fase, e a um processo inflamatério, com consequente sensibilizacdo
central, na segunda fase, de forma analoga ao observado em todos os testes que
utilizam a formalina como algégeno. Entretanto, quando injetada na regiao orofacial,
a formalina excita os neurdnios nociceptivos convergentes do nucleo trigeminal
espinhal, o que torna o teste de nocicepg¢ao orofacial induzida por formalina mais
especifico na analise do componente central da nocicep¢cao quando comparado, por
exemplo, ao teste da injecao intra-plantar (CLAVELOU et al. 1989; ANDERSON,;
VAKOULA; VEINOTE, 2003; RABOISSON; DALLEL, 2004; LUCCARINI et al. 2006).

2.1.2 Inflamacao

A inflamag&o € um processo que ocorre apods uma infec¢ao ou injuria tissular,
que é intercedido por uma diversidade de células e mediadores. O processo
inflamatério é dividido em agudo e crénico por um critério temporal e por algumas
diferengas nos mediadores inflamatérios presentes em cada condigéo. A inflamacao
aguda é subdividida em trés fases: vasodilatagdo, aumento da permeabilidade
vascular e migragao leucocitaria, sendo cada uma dessas fases imprescindiveis para
o surgimento da subsequente (SCOTT; LAM; FERRELL, 1994). Desta forma, a
resposta inflamatéria pode ser benéfica, atenuando uma infeccdo, em defesa do
hospedeiro em relagdo ao organismo invasor e prolonga-se até o retorno da
homeostase. No entanto, esse evento pode cronificar-se, por ndo destruicdo do
patdgeno ou por falta da homeostasia, levando a lesdo de algumas estruturas, em
virtude da leucocitose, fibroplasia, da producdo excessiva de citocinas e de outros

mediadores desse processo. As manifestacbes moleculares geram uma
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sintomatologia caracteristica, conhecida pelos cinco sinais cardinais da inflamacéo:
eritema, calor, rubor, dor e a perda da funcao (MEDZHITOV, 2008).

A vasodilatagdo em arteriolas e vénulas promoverd acumulo de células
naquela regido, além de interromper o fluxo laminar no limen do vaso, gerando o
rubor e calor na regido (NORTHOVER; NORTHOVER, 1969). Consequentemente,
os mediadores que sao liberados pelos leucécitos, como histamina, aumentam a
permeabilidade dos vasos, levando a extravasamento de plasma e formagcao do
edema, caracterizando a segunda fase (BIGNOLD; LYKKE, 1975). Apos todas essas
condicoes serem estabelecidas, ha expressao de moléculas de adesao para iniciar a
terceira fase da inflamacao aguda, com intensa migracao leucocitaria, que libera
citocinas, causando um quadro de dor inflamatéria (LEY, 2003; CUNHA et al., 2008).
A acao dos leucocitos na fase inicial da inflamagédo é primordial para a resolucao
desse processo (BUCKLEY et al., 2001).

Para o processo de migragao leucocitaria & necessario que ocorra reducao da
velocidade do fluxo sanguineo, com marginacao dos leucécitos, para posterior
adesdo na parede do endotélio, processo que é mediado por substancias que
promovem vasodilatacao, inicialmente, e por L-selectina, posteriormente (SMITH et
al.,, 1991; SPERTINI et al., 1991). Ap6s a adesao, ocorre a migracao do leucdcito,
por transmigracao ou por diapedese, processos dependentes de integrinas (ICAM-1
e VCAM-1) e do gradiente quimiotatico, respectivamente (LUSCINSKAS et al., 1991;
SPERTINI et al., 1991).

Os neutréfilos ou células polimorfonucleares sao as primeiras células a
migrarem ap6s uma lesdo, sendo maioria na regido afetada durante as primeiras 24
horas (SPRINGER, 1994; KAPLANSKI et al., 2003). Estas células, ao chegarem ao
sitio inflamatdrio fagocitam os microrganismos, funcionando como a primeira linha de
defesa no combate a invasores, para tanto se faz necessaria a acdo da enzima
mieloperoxidase, presente nos granulos azurdéfilos destas células, sendo liberada por
vesiculas secretoras (FAURSCHOU; BORREGAARD, 2003). Além disso, o0s
neutrofilos sdo essenciais na fisiopatogénese da dor inflamatéria, uma vez que se
inibindo a quimiotaxia destas células, atenua-se a hipernocicep¢cao (CUNHA et al.,
2008). O processo de quimiotaxia € mediado por diversos fatores quimiotaticos, além
da funcdo de moléculas de adesdo que aumentam a adesdo dos leucdcitos ao
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endotélio, mecanismos indispensaveis para a migracao leucocitaria e defesa do
organismo (LEY, 2003).

Se os eventos citados anteriormente persistirem, ocorre a cronificagdo do
processo inflamatoério, caracterizado por expressdo excessiva de fibroblastos e de
tecido conjuntivo. Em virtude disso, a inflamacéao crénica é caracterizada por fibrose,
devido a lesao tecidual persistente (BUCKLEY et al., 2001). Os fibroblastos induzem
a expressao de NF-kB, aumentando a sintese de citocinas inflamatérias, além de
ativar a via dos prostandides por indugdo da enzima cicloxigenase-2 (COX-2)
(SMITH et al., 1997). O NF-kB é um fator de transcricdo que promove a transcrigao
génica de alguns mediadores do processo inflamatério, como: citocinas, quimiocinas
e enzimas (INOS e COX-2) (BALDWIN, 1996; SEBBAN; COURTOIS, 2006).
Portanto, NF-kB modula o processo inflamatério a partir da formacdo de um
complexo ativo regulado por um feedback positivo, com producdo de outros
mediadores inflamatérios. Entre esses mediadores, as citocinas apresentam um
grupo diverso, sendo constituidos por citocinas pré-inflamatérias (IL-1B, IL-2, IL-6, IL-
8. IL-12, IL-15, IL-17, IL-18, IL-21, IL-22, IL-23, IL-25, IL-27, IL-33, IFN-y e TNF-a) e
anti-inflamatéria (IL-10) (HANADA; YOSHIMURA, 2002).

A IL-1B8 é uma das principais citocinas que regulam o processo inflamatério,
sendo caracterizada como pirégeno enddgeno. Sua producao ocorre através de um
estimulo bacteriano ou inflamatdrio, com objetivo de participar na resposta imune do
hospedeiro contra os microorganismos (DINARELLO, 1998). Os mecanismos pelos
quais esta citocina modula o processo inflamatério sdo a produgcao de proteinas de
fase aguda, como a proteina C-reativa, aumento da permeabilidade dos vasos,
producdo de prostaglandinas por indug&o da enzima COX, indu¢cdo de moléculas de
adesdo na parede dos vasos, facilitando o processo migratorio de leucdcitos para o
local da lesdo (MOSER et al., 1989; RAMADORI; MEYER ZUM BUSCHENFELDE,
1989).

O fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) é também uma das principais
citocinas que controlam o processo inflamatério, sendo a primeira a ser liberada
apo6s um estimulo inflamatério, levando a aumento da expressao da COX e PGE..
Seus efeitos sdo mediados por dois receptores: TNFR1 e TNFR2, sendo que o

primeiro esta relacionado com apoptose, com a dor neuropatica e com a dor
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inflamatéria, e o segundo com o processo inflamatério (SOMMER; SCHMIDT;
GEORGE, 1998; CUNHA et al., 2005). O TNF-a induz a migragao de neutréfilos para
o local da injuria por mecanismos indiretos, como a inducao de liberagdo de fatores
quimiotaticos para neutréfilos por estimulacdo de macréfagos residentes (FACCIOLI
et al., 1990). Além disso, esta citocina induz a migracdo de neutréfilos por
estimulacado da via dos leucotrienos. No entanto, é estabelecido que o TNF-a esta
relacionado na sinalizagdo do 6xido nitrico, inibindo indiretamente a expressao de
moléculas de adesao (TAVARES-MURTA; CUNHA; FERREIRA, 1998; MORELAND
etal., 1999; CANETTI et al., 2001).

O tratamento para condicdes inflamatérias busca atenuar a liberacao dos
mediadores inflamatérios que causam a sintomatologia descrita. Consequentemente,
foram analisados os mecanismos de ag¢des de algumas drogas com acao anti-
inflamatéria, como a aspirina. O mecanismo de acdo dessa droga e de seus
derivados sintéticos estd na inibicdo da producdo de prostandides, como as
prostaglandinas, produzida através da via do &cido araquidbnico, surgindo os
inibidores da enzima cicloxigenase (MONCADA; FERREIRA; VANE, 1973; VANE;
BOTTING, 1997).

Mediante os efeitos adversos causados por essas drogas, pela importancia
fisiologica dos prostandides, e a descoberta de duas isoformas para essa enzima
(GABRIEL; JAAKKIMAINEN; BOMBARDIER, 1991; HLA; NEILSON, 1992), nasceu
uma nova classe de drogas, os inibidores seletivos para a cicloxigenase-2, enzima
importante na via do acido araquidénico, que seria a forma induzida, encontrada
apenas em condi¢oes patoldgicas. Diante disso, uma nova abordagem terapéutica
para o tratamento de condigbes inflamatorias estava surgindo, os inibidores seletivos
da nova isoforma, que deveriam possuir menores efeitos adversos, pela inibicao
seletiva da forma induzivel (SIMON, 2001). No entanto, foram encontrados alguns
efeitos ndo esperados para essa nova terapéutica, em virtude da forma considerada
induzida ser expressa constitutivamente em vasos e rins (MAJIMA et al., 2000).

A via da COX leva a producdo de alguns prostandides, sendo os efeitos
mediados por essas enzimas atribuidos a estes produtos. Entre os prostandides
encontram-se o tromboxano A, (TXAy), prostaciclina (PGl.), relacionados com o

tbnus vascular e com o desenvolvimento de doencgas cardiovasculares, e
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prostaglandinas (PGE,, PGF.a,PGD, e PGJ,) (REILLY; FITZGERALD, 1993). Os
efeitos bioldgicos atribuidos as prostaglandinas sao diversos, ja que PGF.a e PGJ;
possuem efeitos anti-inflamatérios, PGD, promove vasoconstriccdo e PGE, possui
efeito vasodilatador e tem participacdo na fisiopatogénese da febre (KOIZUMI;
NEGISHI; ICHIKAWA, 1992; GILROY et al, 1999; HELLIWELL; ADAMS;
MITCHELL, 2004).

A outra via de producdo de mediadores inflamatérios a partir do acido
araquidonico é ativada pela enzima 5-LOX, a qual produz leucotrienos (LTB4, LTC4,
LTD4 e LTE4). Assim como as prostaglandinas, os leucotrienos possuem diversas
funcdes bioldgicas, pois LTC4, LTDs e LTEs sdo reguladores do processo
inflamatério, e LTB4 possui acdo na quimiotaxia de leucocitos para o local do
processo inflamatério (BISGAARD, 1984; ASAKO et al., 1992).

A bradicinina, histamina e a endotelina consistem em outras substancias de
grande importancia no processo inflamatério. A bradicinina € um nonapeptideo
sintetizado através do cininogénio pela calicreina, sendo inativada pela enzima
conversora de angiotensina (ECA) ou por outras enzimas como as aminopeptidases
(STEWART, 2004), possuindo efeito vasodilatador, sendo um mediador inicial
importante para o processo inflamatério, uma vez que a migracao de leucécitos e o
extravasamento de plasma sdo dependentes da velocidade do fluxo sanguineo
(REGOLI; BARABE, 1980; DAMAS et al., 1990). Seus efeitos biolégicos ocorrem por
ativacao dos seus receptores, B1 e B2, os quais promovem a liberacdo de outros
mediadores inflamatérios como citocinas, histamina, PGE; e 6xido nitrico (TAYLOR,;
DEFEUDIS; MOREAU, 1989; MARCEAU et al., 1999; COUTURE et al., 2001).

A histamina é uma amina sintetizada através da L-histidina descarboxilase
que atua sobre a histidina, promovendo descarboxilacdo para a formagédo de
histamina (COUTURE et al, 2001). Essa amina é armazenada em mastocitos,
principalmente, até a desgranulagdo deste e posterior liberagdo por meio de um
estimulo, que pode ser um processo inflamatério, como citocinas pré-inflamatérias.
Além de participar de eventos inflamatérios, a histamina ¢é expressa
constitutivamente nos pulmdes (ENDO, 1982). Suas propriedades biologicas sao
mediadas pelos receptores: H1, H2, H3 e H4.
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A endotelina é um peptideo enddgeno, com efeito vasoconstritor, sintetizado a
partir das células endoteliais, cérebro e coracdo, sendo sua ativacao realizada por
endopeptidases. Os efeitos biolégicos produzidos por ela sdo mediados por dois
receptores, ETA e ETB, sendo ambos aclopados a proteina G, nas suas isoformas
ET1, ET2 e ET3 (HICKEY et al., 1985; NUNEZ et al., 1990; LEVIN, 1995). Apesar de
possuir essa acao em vasos, a endotelina € um mediador da inflamacao. Esse fato
se deve ao estimulo na liberacao de IL-6, IL-8 e TNF-a, além de estar associado
com a ativacao da via do AA por ativacao de PLA2 (ARAMORI; NAKANISHI, 1992;
MULLOL et al., 1996; RUETTEN; THIEMERMANN, 1997).

De maneira geral, 0 combate ao corpo estranho ocorre por estimulacdo da
defesa do organismo com estimulo ao desencadeamento de um processo
inflamatério, induzindo maior efeito fagocitario as células de defesa. Um dos
principais mecanismos pelos quais o organismo promove um processo inflamatério
esta relacionado com a quimiotaxia de leucocitos, impedindo o dano tecidual. Outras
evidéncias sugerem o aumento da permeabilidade vascular e producéo de citocinas
como TNF-a e IL-1B. (HUGLI, 1986; WANG et al., 1995).

2.2 Dor orofacial

A dor proveniente da regido orofacial corresponde a mais de 25% dos casos
de queixas de dor (SESSLE, 1987), sendo a sindrome dolorosa da articulagao
temporomandibular (ATM) a ocorréncia mais comum na regido orofacial, ficando
apenas atras da “dor de dente” (IRVING, et al., 1999). Em um estudo epidemiolégico
recente na populacdo brasileira, Gongalves, et al., em 2010 verificaram a presenga
de pelo menos um sintoma de disfungdo temporomandibular (DTM) em 39,2% dos
sujeitos, sendo a dor notada em 25,6% da populagao estudada.

A dor orofacial constitui um grupo de desordens que, muitas vezes, associa
sinais dolorosos e sintomas que podem afetar varios componentes do sistema
mastigatério como a ATM, musculos da mastigacdo, dentes e suas estruturas de
suporte. A presenca de dor nos musculos mastigatorios e/ou ATM, além de alguns
sinais cardinais como a dificuldade de abertura bucal e a presenca de estalidos
articulares sdo as principais queixas dos pacientes portadores de dor orofacial
(SIQUEIRA; TEIXEIRA, 2001).
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Muitos estudos tém demonstrado que a dor decorrente da dor orofacial traz
sérias limitacbes na qualidade de vida dos individuos que a possuem (LIST;
DWORKIN, 1996; JOHN, et al., 2007; TURP, et al., 2007; BARROS V.DE.M., et al.,
2009) e, dessa forma, o seu alivio deve ser o primeiro procedimento a ser realizado

no paciente com dor orofacial.

2.3 Tratamento da dor orofacial

A terapia medicamentosa para o tratamento de DOR OROFACIAL é uma das
mais utilizadas, principalmente quando se trata do alivio da dor. Dionne em 1997
ressalta que a intervencdo farmacoloégica no tratamento da dor orofacial é
usualmente considerada adjuvante ao tratamento definitivo. Normalmente, o objetivo
da prescricao de medicamentos no tratamento de pacientes com dor orofacial
destina-se, de forma importante, a ajuda-los a controlar seu desconforto ou
disfuncéo, muitas vezes em conjunto com outras terapias, ou simplesmente reduzir a
dor em um nivel que ndo é excessivamente limitante para o paciente (PAUL;HERSH,
1989; HERSH, et al., 2008).

A maioria das terapias farmacoldgicas relacionadas a dor orofacial é realizada
por via sistémica, sendo a primeira linha para o tratamento agudo, os anti-
inflamatérios nédo esteroidais (AINES) (HERSH, et al, 2008). Em um estudo
realizado por Ekberg, et al. (1996), utilizando 32 pacientes com dor localizada na
ATM, foram administrados 50 mg de diclofenaco de sédio 2 ou 3 vezes ao dia e
comparado ao grupo placebo. A escala analdgica visual foi utilizada para estimar se
o tratamento com diclofenaco sédico diminuiu a dor. A frequéncia de dor na ATM
mostrou uma reducgdo significativa no grupo teste em relagdo ao grupo placebo;
mostrou ainda, uma diminuicdo da dor a palpagdo nos musculos mastigatorios
quando comparados ao grupo placebo.

Ta; Dionne (2004), demonstraram, em pacientes com dor na ATM, que o
naproxeno foi capaz de reduzir a dor orofacial medida através da escala analdgica
visual em relacdo ao grupo placebo. No entanto, estudos com outros AINES, o
ibuprofeno ou piroxican, ndo encontraram diferengas significativas na reducao da dor
em pacientes com DTM miogénica quando comparado ao grupo placebo (GORDON,
et al., 1990; SINGER; DIONNE, 1997).
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Conforme citado anteriormente, embora o uso dos AINES seja normalmente a
terapia de escolha em casos de dor orofacial aguda, a sua administracdo sistémica
pode acarretar uma série de efeitos colaterais, especialmente se seu uso for crénico.
Os AINES podem ser agrupados como sendo inibidores nao-seletivos da COX,
“semiseletivos” COX-2 ou altamente seletivo COX-2 (HERSH, et al., 2005). Embora
o uso crbénico de inibidores altamente seletivos de COX-2 em relacdo aos nao-
seletivos ou semiseletivos, tenha sido associado com uma significativa reducéao de
graves eventos gastrintestinais, incluindo ulceragdes perfuracbes e sangramentos
(SCHNITZER, et al., 2004), a sua utilizacao crénica, em comparacao com placebo
esta associado a maior risco cardiovascular (NUSSMEIER, et al., 2005; SOLOMON,
et al., 2005).

Além dos AINES, outros agentes anti-inflamatérios sdo descritos na literatura
para o tratamento da dor orofacial. Os anti-inflamatérios esteroidais (AIES) se
mostraram eficazes em reduzir a dor e a severidade da disfungdo em pacientes com
dor orofacial (ARABSHAHI, et al., 2005; FREDRIKSSON, et al., 2005; SCHIFFMAN,
et al., 2007). No entanto, da mesma forma que os AINES, o uso sistémico continuo
dos AIES podem desencadear uma série de efeitos colaterais tais como, diminuicao
da resisténcia a infeccdo, hiperglicemia, osteoporose e a supressdo do eixo
hipotalamico-hipéfise-adrenal (PEREIRA, et al., 2007).

Ainda, outras terapias farmacologicas, que nao os anti-inflamatérios, tém sido
utilizadas de forma sistémica para o tratamento da dor orofacial. Bonjardim et al.
(2009) verificaram que a administracdo sistémica de um analgésico opidide atipico
(tramal) ou um analgésico periférico (dipirona) foi capaz de reduzir significativamente
a resposta comportamental nociceptiva induzida pela inje¢cdo do 6leo de mostarda
(agente algico) na ATM de ratos.

2.3.1 Tratamento tépico da dor orofacial

Di Rienzo Businco et al. (2004), objetivaram comparar a eficacia da aplicagao
topica frente a administracdo por via oral do diclofenaco sdédico no tratamento de
sintomas dolorosos da dor orofacial. Os autores constataram que todos os pacientes
relataram alivio da dor apdés o tratamento e que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os dois grupos. Porém, no grupo em que o
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diclofenaco foi administrado por via oral, a maioria dos pacientes relatou dor
epigastrica.

Em um estudo randomizado, duplo-cego, Lobo et al., (2004) avaliaram a
eficacia do creme topico Theraflex-ATM (cetoprofeno e lidocaina - nababo/Rx, San
Mateo, CA) em 52 pacientes com dor no musculo masseter e na ATM. Os pacientes
foram instruidos a aplicar o creme sobre o misculo masseter ou sobre a ATM duas
vezes ao dia por duas semanas e, um grupo placebo foi instruido a aplicar apenas o
creme, sem o componente ativo. Os pacientes foram avaliados antes (basal), 10 e
15 dias ap6s a aplicacao do creme e, cinco dias apds a interrup¢ao do tratamento
(follow-up). No grupo em que o Theraflex-ATM foi aplicado houve uma diminuigéo
significativa nos niveis de dor relatados, em relacdo ao basal, em todos os
momentos avaliados. Para o grupo placebo, ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os diferentes periodos de tempo. Além disso, os autores relatam
que nao houve evidéncia de efeitos colaterais menores, tais como irritacao da pele.
Os resultados sugerem que o Theraflex-ATM (creme tdpico) é seguro e eficaz para
reduzir a dor no musculo masseter € na ATM.

Estudo recente publicado por Li, et al., (2009) comparou a eficacia de uma
pomada topica (Ping On Ointment Company Limited, Hong Kong) contendo ervas
naturais da medicina chinesa no tratamento da dor muscular mastigatoria e da ATM.
Tratou-se de um estudo randomizado, duplo-cego, controlado, onde 55 individuos
com dor na ATM e/ou musculos da mastigacdo receberam a pomada ou placebo
durante quatro semanas. Os individuos foram avaliados quanto a intensidade da dor
utilizando a escala analdgica visual, no inicio e apds 4 semanas de tratamento. Foi
verificado que a pomada reduziu significativamente os sintomas de dor na ATM e/ou
musculos mastigatérios.

Desta forma, muitos relatos (STEIN, 1993; YOKOMIZO, SAGITANI, 1996; DI
RIENZO BUSINCO, et al., 2004; LOBO, et al., 2004; LI, et al., 2009; STEIN, LANG,
2009) de estudos sobre a agao local de medicamentos antiinflamatérios destacam a
possibilidade de evitar os efeitos adversos causados pela administracdo oral,
principalmente pelos disturbios gastrintestinais e cardiovasculares decorrentes desta
via. Isto se torna ainda mais grave quando se considera que os antiinflamatérios sao
administrados por longos periodos, sendo assim desejavel reduzir as reagdes
adversas e os efeitos colaterais.
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Com isso, a disponibilidade de um tratamento local que possa agir de forma
terapéutica controlada e duradoura, sem a necessidade de aparatos clinicos que
muitas vezes distancia os pacientes do tratamento se caracteriza como uma
ferramenta terapéutica de grande valor. E neste sentido que a utilizagao tépica de
substancias com acado analgésica e antiinflamatoria pode trazer relevantes
beneficios no tratamento da dor orofacial.

O uso de medicamentos via transdérmica tornou-se uma o6tima via de
administracdo de drogas devido as suas inumeras vantagens (BUNGE, 1998;
ASBILL;MICHNIAK, 2000; BARRY, 2001; KALIA; GUY, 2001). Esta via de
administracao geralmente reduz as reagdes adversas por maximizar o efeito local e
minimizar a toxicidade sistémica. O principal problema tem sido a adequada
penetracdo no tecido-alvo e, portanto, a eficicia clinica. Para se obter eficacia,
postula-se que o acumulo local do farmaco, que ocorre por difusdo direta, deve ter
concentragdes maiores que a obtida por absorgéo sistémica e redistribuicdo através
da vasculatura cutanea (PEREIRA, et al., 2006).

2.3.2 O uso de produtos naturais no tratamento da dor

Dentre as substancias que apresentam propriedades farmacoldgicas
utilizadas para o tratamento da dor e inflamacao destacam-se os principios ativos
oriundos de plantas medicinais que continuam despertando o interesse cientifico, em
virtude da grande diversidade de compostos com propriedades farmacologicas, das
quais se destacam as atividades analgésica e anti-inflamatéria (CARLINI, 2003).
Neste contexto estdo inseridos os 6leos essenciais, bem como 0s principios ativos
deles extraidos, o0s quais sao responsaveis por uma gama de atividades
farmacolégicas. Uma das classes encontradas em abundancia nos 6leos essenciais
sdo os terpenos, que correspondem aos derivados de unidades do isopreno
(SIMOES; FARO, 2004).

Os monoterpenos correspondem a moléculas de origem natural constituidas
por duas unidades isoprénicas, as quais sao formadas por 5 carbonos cada. Esta
classe de metabdlito secundario representa cerca de 90% dos constituintes de éleos
essenciais e apresenta uma variedade de compostos (BAKKALI et al., 2008). Muitos
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destes monoterpenos apresentam uma gama de atividades farmacologicas ja
descritas na literatura cientifica que podem contribuir no tratamento da dor, tais
como: antinociceptiva (MELO et al., 2010; GUIMARAES et al., 2010), anti-
inflamatéria (ORHAN et al., 2006; SANTOS & RAO, 2001) e antioxidante
(GUIMARAES, et al., 2010; PELTZER, et al., 2009).

Dentro da busca pela caracterizacdo farmacolégica da acao terapéutica de
diversos compostos quimicos presentes em espécies vegetais, esta inserido o
estudo do carvacrol (5-isopropil-2-metilfenol, Figura 1), um monoterpeno fendlico
presente em Oleos essenciais de plantas pertencentes a familia Labiatae, incluindo
espécies dos géneros Oregano, Satureja, Tymbra, Thymus e Crydothymus (BASER,
2008). Pesquisas realizadas com Oleos essenciais contendo carvacrol tém
demonstrado efeitos antibacteriano, antifingico, antioxidante e inseticida em
diferentes organismos (DIDRY et al., 1994; RICE; COATS, 1994; THOMPSON et
al.1996; ULTLEE et al., 1998).

Além disso, estudos realizados com 6leos essenciais que possuem 0
carvacrol, tém apresentado propriedades analgésicas (AYDIN, et al, 1996;
HAJHASHEMI, et al., 2002) antioxidantes, anti-infamatéria (HAJHASHEMI, et al.,
2002) e cicatrizante (ALTIOK, et al., 2009). A aplicacao tépica do 6leo de orégano
composto majoritariamente por carvacrol e seu isémero, timol, no controle da dor foi
patenteada por Papaprodromou em 2001 (US 6203796), o qual demonstrou, por
meio de estudo de casos, a eficacia do tratamento de dores associada a artrite,
enxaqueca, dores de cabega, injurias e dores musculares.

As propriedades analgésicas do carvacrol isolado também tem sido descritas
na literatura, através de estudos pré-clinicos, os quais mostraram que este
monoterpeno apresenta atividade antinociceptiva em varios modelos de nocicepgéo
aguda, mediada pelo envolvimento de mecanismos centrais e periféricos
(GUIMARAES, et al. 2010, 2012a), sendo também capaz de reduzir a nocicepcéo
orofacial induzida por diferentes agentes algicos (GUIMARAES et al., 2012b)
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Figura 1: Estrutura quimica do carvacrol.

Com o objetivo de investigar o efeito de um gel tépico com base em carvacrol
e chalconas na doencga periodontal experimental em ratos, Botelho et al. (2008)
trataram os animais com o gel logo apés a indugcéao da doenca periodontal trés vezes
ao dia durante onze dias. Apos esse tempo realizaram a mensuragao da perda
Ossea, atividade da mieloperoxidase e a avaliacdo da flora bacteriana através da
cultura do tecido gengival. Encontraram uma perda éssea alveolar significativamente
(p <0,05) inibida pelo gel de carvacrol e chalconas em comparagdo com 0S grupos
nao tratados e que utilizaram apenas o veiculo. O tratamento com o gel reduziu a
lesdo tecidual combinada a diminuicdo da atividade de mieloperoxidase no tecido
gengival e inibiu o crescimento de microrganismos orais, bem como diminuiu a perda
de peso. Concluiram que o gel de carvacrol e chalconas tem um efeito benéfico
sobre a doencga periodontal neste modelo.

Botelho et al. (2009), com o objetivo de testar um gel de carvacrol e
determinar a sua eficacia na prevencao da perda 6ssea alveolar induziu periodontite
em ratos Wistar e posteriormente tratou com gel de carvacrol topico e utilizou veiculo
como controle. Observaram que a perda éssea alveolar foi significativamente inibida
pelo grupo tratado com gel de carvacrol em comparacdo com o grupo veiculo,
histopatologicamente o tratamento reduziu a lesdo tecidual com preservagdo do
periodonto, a atividade de mieloperoxidase em tecido gengival diminuiu e também
impediu a proliferacdo de microorganismos periodontais e perda de peso.
Concluiram que o gel de carvacrol mostrou atividade anti-inflamatéria e anti-

bacteriana em periodontite experimental mostrando uma potencial acéo terapéutica.

Guimarées et al. (2010) examinaram as propriedades antioxidantes in vitro e o

efeito antinociceptivo do carvacrol em varios modelos de dor em ratos. O carvacrol
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apresentou um forte potencial antioxidante e atividade contra o sequestro de 6xido
nitrico além de impedir a peroxidacao lipidica in vitro. No modelo de inducédo de
contorgdes abdominais por acido acético, o carvacrol (25, 50 e 100 mg/Kg, ip)
reduziu (p <0,001) o numero de contorcbes em comparacao com o0 grupo controle,
sem a participacao de opiaceos. No teste da formalina, o carvacrol também inibiu
significativamente a (dor neurogénica) precoce e tardia (dor inflamatéria), com
valores percentuais de inibicdo de 56,8% (100 mg/Kg) para a fase neurogénica e
41,2% (25 mg/Kg), 73,8% (50 mg/Kg) e 99,7% (100 mg/Kg) para a fase inflamatdria.
O carvacrol também inibiu significativamente a dor provocada pela capsaicina (63,1,
67,1 € 95,8%, p <0,001) e glutamato (46,4, 61,4 € 97,9%, p <0,01). Quando avaliada
em um modelo de dor térmica, o carvacrol (100 mg/Kg, i.p.) causou um aumento

significativo (p <0,05) na resposta de laténcia no teste da placa quente.

Guimaraes et al. (2012a), testaram a atividade antihipernociceptiva do
carvacrol em camundongos, através de modelos de hipernocicepcdo mecanica
induzida pela carragenina, € o envolvimento de mediadores importantes da mesma
cascata de sinalizagdo, tal como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
prostaglandina E2 (PGE2) e dopamina, foram avaliadas. Também foi investigado o
efeito anti-inflamatério do carvacrol no modelo de pleurite induzida por carragenina e
no edema da pata, e observaram que o lipopolissacarideo (LPS) induziu a producgéo
de nitrito em macréfagos murinos. O pré-tratamento sistémico com o carvacrol (50
ou 100 mg/Kg, ip) inibiu o desenvolvimento de hipernocicepcdo mecéanica e edema
induzido pela carragenina e TNF-a, no entanto, nenhum efeito foi observado no
modelo de hipernocicepc¢ao induzida por PGE2 e dopamina. Além disso, o carvacrol
diminuiu significativamente os niveis de TNF-a no lavado pleural e suprimiu o
recrutamento de leucdcitos, sem alterar o perfil da morfologia de células. Carvacrol
(1, 10 e 100 mg/mL) também reduziu significativamente (p <0,001) a producao de
nitrito induzida por LPS in vitro e ndo produziu citotoxicidade nos macrofagos
murinos peritoneais in vitro. A atividade locomotora espontanea dos ratos ndo foi
afetada pelo carvacrol. Concluiram que os efeitos benéficos do carvacrol em
hipernocicepcdo mecénica e inflamacédo indicam que o monoterpeno pode ser
potencialmente interessante para o desenvolvimento de novas ferramentas de
tratamento de condicbes dolorosas, incluindo aquelas relacionadas a estados

inflamatorios e pro-oxidantes.
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Guimaraes et al. (2012b) avaliaram o efeito antinociceptivo do carvacrol em
modelos de nocicepcao orofacial induzida por formalina, capsaicina, e glutamato.
Ratos machos foram pré-tratados com carvacrol [25, 50 e 100 mg/Kg de peso
corporal (PC), por via intraperitoneal (i.p.)], morfina (5 mg/Kg de peso corporal, i.p.)
ou veiculo (dgua destilada + uma gota de 0,3% de cremophor em agua destilada),
antes da injecao de formalina (20 ul, 2%), capsaicina (20 pL, 2,5 pg) ou glutamato
(40 pl, 25 puM) no labio superior direito. Os autores encontraram que 0 pré-
tratamento com carvacrol foi eficaz na redugdo do comportamento de cocar a face
em ambas as fases do ensaio de formalina e também produziu um efeito
antinociceptivo significativo em todas as doses nos ensaios capsaicina e glutamato.
Além disso, mostraram que a acao de carvacrol sobre o sistema nervoso central
(SNC) nao afetou estes resultados, uma vez que este composto ndo exerceu um
efeito depressor significativo do SNC, tal como demonstrado pela hipnose induzida
por pentobarbital. Sugeriram entdo, que o carvacrol pode representar uma
importante ferramenta para o tratamento da dor orofacial.

Lima et al. (2013) investigaram a acdo anti-inflamatéria do carvacrol na
modulagdo de citocinas em um modelo de inducdo de inflamacdo na pata de
camundongos com adjuvante completo de Freund (CFA). O edema da pata foi
medido e o tecido foi removido 2h apo6s o estimulo inflamatério para determinar os
niveis de prostaglandina E(2) (PGE (2)) por imunoensaio de enzima, os niveis de
interleucina-1p (IL-1pB), factor de necrose tumoral- a (TNF-a) e interleucina-10 (IL-10)
por meio de ELISA, ou a expressdao de mRNA de ciclo-oxigenase-2 (COX-2), IL-1,
TNF-a, e IL-10 por PCR em tempo real. A administracdo de carvacrol produziu
efeitos anti-inflamatérios contra a inflamacgéo induzida por CFA. O tratamento com o
carvacrol nas doses de 50 e 100 mg/Kg atenuou o edema da pata e reduziram os
niveis de IL-18 e PGE (2), mas ndo TNF-a. Da mesma forma, o carvacrol (100
mg/Kg) reduziu a COX-2 e a expressdo do mRNA de IL-1B. Os niveis de IL-10, uma
citoquina anti-inflamatoria, e a expressdo do mRNA de IL-10 na pata inflamada
foram refor¢cados por carvacrol. Os autores sugeriram entao, que o carvacrol provoca
efeitos anti-inflamatérios através da redugdo da producdo de mediadores
inflamatorios, tais como a IL-1B prostanodides e, possivelmente através de inducéo
de liberacao de IL-10.
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2.4 Incorporacao de farmacos em lipossomas

Liolios et al. (2009) relataram que a incorporacao de 6leos essenciais e seus
componentes em lipossomas além de facilitar a penetragdo cutdnea promove a
necessaria protecdo do farmaco frente a oxidacdo. Lipossomas sdo vesiculas
microscépicas compostas de uma ou mais bicamadas lipidicas concéntricas,
separadas por um meio aquoso. Por serem biodegradaveis, biocompativeis e nao
imunogénicos sao altamente versateis para pesquisas e aplicacoes terapéuticas
(NEW, 1990; PUISIEUX, et al., 1995; EDWARDS; BAEUMNER, 2006). Estas
vesiculas sao constituidas basicamente por fosfolipideos (podendo ser de natureza
sintética ou natural), esteréis e um antioxidante (VEMURI; RHODES, 1995). Os
lipideos mais utilizados nas formulacdes de lipossomas sdo as fosfatidilcolinas,
fosfatidilserina e fosfatidilglicerol, que tendem a formar uma bicamada estavel em
solugéo aquosa.

Liolios, et al., (2009) analisaram a composi¢cao quimica dos éleos essenciais
de Origanum dictamnus L. (selvagem e planta cultivada orgéanica) e identificaram
carvacrol, timol, p-cymeno, e c-terpineno como principais componentes. Estes, foram
encapsulados com éxito em lipossomas de fosfatidilcolina para melhorar a sua
atividade antioxidante e antimicrobiana e testados contra microbiota selecionada. As
propriedades antimicrobianas dos 6leos foram ensaiados por técnica de difusao de
contra quatro bactérias Gram positivas e Gram negativas e trés fungos patogénicos
humanos, bem como os agentes patogénicos de origem alimentar, Listeria
monocytogenes. A percentagem de carvacrol encapsulado, o principal componente
do Oleo, foi determinado por GC-FID. A fim de investigar um possivel efeito
sinergistico ou antagonista entre o carvacrol / timol e carvacrol / c-terpineno, as
atividades antimicrobianas das misturas, também foram determinados antes e
depois da encapsulagdo em lipossomas. Todos o0s compostos testados
apresentaram atividades antimicrobianas melhoradas apdés a encapsulacéo.
Finalmente, em todos os casos, a atividade antioxidante utilizando calorimetria
exploratéria diferencial foi estudada, a fim de adquirir conhecimento sobre a sua
estabilidade a oxidagdo. Concluiram que houve aumento na atividade
antimicrobiana, apds a encapsulacdo em lipossomas, podendo promover a utilizacdo
dos lipossomas como potente agente conservante, ndo s6 na industria alimentar,

mas também em produtos cosméticos e medicamentos.
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Uma das principais vantagens da utilizacdo de lipossomas como
transportadores é a facilidade de incorporacdo de farmacos. A fungcdo dos
lipossomas como veiculos € liberar determinadas concentracdes de farmacos em
alvos especificos, evitando a toxicidade sistémica (HAYWARD; SMITH, 1990). Na
area farmacéutica, os lipossomas vém sendo utilizados, tanto para aumentar a
incorporacao de substancias ativas as células, quanto como veiculo para liberacao
controlada de principios ativos (SUZUKI; SAKON, 1990; MAGDASSI; BACH;
MUMCUOGLU, 1997). As principais vantagens do emprego de lipossomas para a
administracdo de agentes topicos sdo o fato de apresentar alta afinidade pelas
membranas biolégicas (CITERNESI; SCIACCHITANO, 1995). Imbert, et al. (1994)
citam que os lipossomas aumentam as concentragdes do principio ativo de forma
local, sendo empregados principalmente para a aplicagdo de antimicéticos,
antiinflamatérios e retinoides.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito do gel contendo lipossomas contendo carvacrol administrado

de forma tépica sobre a nocicepgao orofacial em camundongos

3.2 Objetivos Especificos

Desenvolver um gel contendo lipossomas incorporados com carvacrol;
Determinar o tamanho das particulas, pH e a viscosidade do gel contendo
lipossomas com carvacrol;

Caracterizar o gel por técnicas termoanaliticas o gel inerte e contendo
lipossomas com carvacrol;

Avaliar a acao antinociceptiva local do gel contendo carvacrol carreado em
lipossomas na nocicepgéao orofacial induzida por formalina;

Avaliar a agao local do gel contendo carvacrol carreado em lipossomas na
quantificagdo da enzima mieloperoxidase.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Preparacao dos lipossomas contendo carvacrol

Os géis formam preparados nas concentracées de 1 e 5%.Para a preparacao
dos lipossomas contendo carvacrol a 1% foram utilizados 20mg de carvacrol e
240mg de fosfolipideo e, para a preparacao dos lipossomas contendo carvacrol a
5%, foram utilizados 100 mg carvacrol e 1200 mg de fosfolipideo

Foram pesadas as quantidades respectivas de carvacrol e fosfolipidio, em
seguida, estes foram dissolvidos em uma solucdo 3:1 cloroférmio:metanol (sendo
utilizados 100 mL para o preparo do lipossoma a 1% e 200 mL para o de 5%). A
mistura foi levada ao rotaevaporador sob 300 rpm, onde permaneceu até que todo o
solvente fosse evaporado e houvesse a formacéao de um filme na parede do baldo.

Depois disso, adicionou-se 15 mL de agua destilada para hidratar o filme e foi
realizada agitacdo manual até o desprendimento total da parede do baldo. Logo
apos, a mistura foi levada ao banho de ultrassom (sonicador) onde ficou por 30 min,
de acordo com o método de hidratagao do filme lipidico foi preconizado por Liolios et
al. em 2009. Em seguida a mistura foi congelada e liofilizada.

4.2 Caracterizacao fisico-quimica dos lipossomas

A determinagdo do tamanho de particulas foi realizada utilizando potencial
zeta dos lipossomas a partir da técnica de espalhamento de luz dindmico (DLS, do
inglés, dynamic light scattering) em equipamento Zetasizer Nano ZS da Malvern
Instruments, com laser de comprimento de onda de 633 nm. As medidas foram

realizadas a 25°C.

4.3 Preparacao do gel

O gel foi preparado a partir da adigdo com aquecimento em banho-maria do
metilparabeno em agua. Apds a dissolucédo deste, foi adicionado Carbopol, € a
mistura mantida sob agitacédo até a formacéo do gel. Uma vez formado, o mesmo foi
resfriado até 40°C e mantido em agitagéo até completa homogeneizagéo. A primeira

parte do gel foi armazenada a 4°C, sendo considerado o placebo (grupo controle). A
segunda parte do gel foram adicionados lipossomas com carvacrol a 1% (apds
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liofilizacao) e a terceira parte, lipossomas com carvacrol a 5% sob agitacéo leve em
temperatura de 40°C. Os géis contendo lipossomas com carvacrol a 1 e 5% (grupos
teste), assim preparados, foram mantidos sob refrigeracédo a 4°C até a realizacao

dos ensaios in vivo.

4.4 Caracterizacao fisico-quimica dos géis

As curvas Termogravimétricas/Termogravimétrica derivadas (TG/DTG) foram
obtidas na faixa de temperatura entre 25 e 900°C, utilizando-se termobalanga
modelo TGA-50 da marca Shimadzu, sob atmosfera dindmica de nitrogénio (50
mL.min""), razdo de aquecimento de 10°C.min”, utilizando cadinho de platina
contendo massa de amostra em torno de 3 mg. Antes dos ensaios verificou-se a
calibracdo do instrumento empregando-se uma amostra de oxalato de calcio
monoidratado conforme norma ASTM (E1582 — 93).

As curvas DSC foram obtidas em Calorimetro Exploratério Diferencial (DSC-
50) da marca Shimadzu, utilizando uma razao de aquecimento de 10°C.min™", massa
de amostra em torno de 2 mg, em atmosfera dinamica de nitrogénio (50 ml.min™') e

porta amostra de aluminio fechada.

As analises do pH foram obtidas em pHgémetro PHS-3B da PHTEK.

4.5 Ensaios in vivo

4.5.1 Animais

Foram utilizados vinte e quatro camundongos Swiss (n=6), machos (30 a 40
g) provenientes do Biotério Central da UFS. Os animais foram mantidos em
condi¢coes controladas de temperatura, umidade e ciclo claro-escuro (12h), sendo
oferecida alimentacdo e agua, “ad libitum”.

Os procedimentos experimentais seguiram as diretrizes propostas pelo
Comité para Pesquisa e Etica da Associacdo Internacional para o estudo da dor em
animais conscientes (ZIMMERMANN, 1983). Esta pesquisa teve inicio apds parecer
favoravel do Comité de Etica em Pesquisa com Animais da Universidade Federal de
Sergipe, CEPA (Protocolo de numero 54/2012 — ANEXO 1).
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4.5.2 Material

Foram utilizados os seguintes reagentes: formalina 2% (consiste na diluicao
de formaldeido a 37% em solucdo de NaCl 0,9%), Cataflan emulgel (diclofenaco
dietilaménio a 1,16%, Novartis) , e Carvacrol (98% (+), FCC SAFC, Aldrich).

4.5.3 Avaliacao da atividade antinociceptiva

Os experimentos foram conduzidos durante a fase clara entre 7 e 12 h em
uma sala apropriada, com temperatura controlada em 23+2°C (ROSLAND, 1991).
Para a analise comportamental foi utilizada uma camara de observacao (30x30x30
cm) com base e laterais espelhadas e frente de vidro. Imediatamente antes do
experimento, cada animal foi inicialmente colocado e mantido na camara por 10
minutos para habituar-se ao local de experimentacdo e minimizar o estresse do
ambiente.

4.5.3.1 Teste de nocicepcao orofacial induzida por Formalina

O teste consistiu na injecdo subcutanea de formalina 2% no labio superior,
conforme descrito por Luccarini et al. (2006). Inicialmente, os animais foram, 60 ou
120 minutos (no caso da droga de referéncia) antes da indugéo da nocicepgao por
formalina, gentilmente imobilizados para que fosse feita a aplicacao tépica, na regiao
do l&bio superior direito em uma area de 1 cm?, do gel contendo carvacrol (1 e 5%),
da droga referéncia (Diclofenaco dietilamdnio gel a 1,16%) ou do gel de carbopol. A
aplicacdo topica foi realizada com o dedo indicador massageando a area do labio
superior por cinqlenta vezes conforme descrito por Calvo (2006). Em seguida, foi
induzida a nocicepg¢éao utilizando-se o agente algico formalina e, posteriormente as
respostas comportamentais nociceptivas quantificadas em dois periodos, de 0-5
minutos e de 15-40 minutos. Foi registrado, com auxilio de um crondmetro digital, o
tempo em que o animal permaneceu friccionando a &rea injetada (regido orofacial)

com as patas traseiras e/ou dianteiras.
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4.5.3.2 Ensaios in vitro — atividade da enzima mieloperoxidase

ApGs 4 horas da realizacao dos testes de nocicepgao orofacial, os animais
foram eutanasiados por deslocamento cervical e em seguida foi realizada a remog¢ao
de tecido labial para a quantificagdo da atividade de mieloperoxidase (MPQO), um
marcador indireto do acumulo de neutréfilo. Apds a eutanasia foi removido o tecido
sobre o qual foi administrado o agente algico que foi congelado para posterior
determinacdo da atividade de mieloperoxidase. O tecido coletado foi mantido a -
70°C até sua andlise. O processo de andlise foi realizado com a diluigdo do tecido
em tampao fosfato (pH 6,0) contendo brometo de hexadeciltrimetilambnio e aquecido
a 60°C por 2 horas (para inativar a catalase enddgena). Foi feita a centrifugacao por
2 min e apo6s esse tempo foi realizada a medida da atividade da MPO de acordo com
o método descrito por Bradley, et al. (1982).

4.6 Eutanasia e descarte de carcacas
Como procedimento de rotina, os animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical. Apds a eutanasia, as carcagas foram embrulhadas em jornal,
colocadas em saco plastico apropriado para lixo infectante e, posteriormente,
acondicionadas em freezer aguardando a coleta de lixo bioldgico da UFS.

4.7 Analise estatistica
A comparagao das respostas comportamentais nociceptivas entre os grupos foi
realizada utilizando-se o teste de anadlise de variancia ANOVA de uma via.
Comparagbes multiplas foram realizadas aplicando-se o teste de Tukey. Para todos
os testes, o nivel de significancia foi estabelecido em p < 0,05. Os dados foram
apresentados pela média * erro padrdo da media. O programa utilizado para a
realizagdo dos calculos estatisticos foi o GraphPad Prism verséo 5.0.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacao fisico-quimica do gel contendo lipossomas com

carvacrol

A analise do gréfico de distribuicdo do tamanho de particulas por Zetasizer
nos permitiu obter o valor do tamanho médio das vesiculas de 98 nm (Figura 2). A
dispersdo lipossomal apresentou uma viscosidade de 0,8872 cP (centiPoise),

indicando que as vesiculas apresentaram uma distribuicao relativamente uniforme.
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Figura 2. Distribuicdo do tamanho de particula dos lipossomas
contendo carvacrol determinados utilizando aparelho Zetasizer®
(Nano-Z2S90, Malverninstruments, United Kingdom), na temperatura de
25°C.

Na Figura 3 sao apresentadas as curvas termogravimétricas e
termogravimétricas derivadas do gel utilizado como controle e dos géis contendo
carvacrol a 1% e 5%. De acordo com essa figura pode-se observar que para uma
mesma faixa de temperatura houve uma maior perda de massa a medida que
aumentou-se a concentracdo de carvacrol no sistema. O fator do carvacrol

apresentar-se como um componente com maior volatilidade mostra que na mesma
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faixa de temperatura (até 200°C) ocorre uma maior perda de massa do material, o

que sugere a liberacao do carvacrol nas formulagdes.
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Figura 3. Curvas TG/DTG das amostras dos géis obtidas na razdo de aquecimento
de 10°C.min"" em atmosfera dinamica de nitrogénio (50 mL.min™")

A Figura 4 apresentada a seguir mostra as curvas DSC do gel de carbopol e
dos géis de carbopol contendo lipossomas com carvacrol na concentracdes de 1 e
5%. De acordo com a Figura 4 pode-se observar que houve mudanca no perfil das
preparagcées quando se compara o gel de carbopol inerte e os géis de lipossomas
contendo carvacrol. O gel de carbopol inerte possui uma banda larga em torno de
81°C caracteristico da eliminagdo da &agua. Os géis contendo lipossomas
apresentaram um processo de eliminagdo de agua bem mais lento e ndo mostrou
um evento endotérmico pronunciado na mesma faixa de temperatura. Além disso, o
gel a 5% mostrou um pico em 106°C, que pode sugerir a eliminagdo do carvacrol, ja
que 0 mesmo estd em uma maior propor¢ao nesta preparacéo, devendo este evento

ser investigado com maior detalhe em estudos posteriores.
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Figura 4. Curvas DSC da amostras dos géis de carbopol inerte e dos géis
contendo lipossomas de carvacrol na concentragao de 1 e 5%, obtidas na
razdo de aquecimento de 10°C.min" e em atmosfera dindmica de
nitrogénio (50 mL.min™).

Além disso, foi determinado o valor do pH para cada tipo de gel preparado. O
valor do pH encontrado foi de 6,78 para o gel de carbopol inerte (GC), 6,86 para o
gel de lipossomas contendo carvacrol a 1% e de 6,92 para o gel de lipossomas
contendo carvacrol a 5%. Isso mostra que a adicdo do carvacrol ndo provoca

alteracdes significativas no pH das preparacdes.

5.2 Atividade antinociceptiva do gel contendo lipossomas com carvacrol

A aplicagéo topica do gel de lipossomas contendo carvacrol 1%, uma hora
antes da administracédo de formalina 2% na regido orofacial, ndo foi capaz de reduzir
o comportamento nociceptivo na primeira fase da formalina (Figura 5A), porém, foi
capaz de reduzir de maneira significativa (p < 0,001) o comportamento nociceptivo
apresentado pelos animais durante a segunda fase do teste (34,4 + 4,6 s), quando

comparado aos animais submetidos a aplicacao do gel de carbopol (74,1 £ 4,6 s).
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Este efeito foi equivalente & administracdo de diclofenaco dietilaménio gel, os quais
promoveram uma reducdo estatisticamente significativa (34,0 £ 7,3 s, p < 0,001) da
resposta comportamental nociceptiva caracterizada pelo ato do animal cocar a
regidao orofacial (Figura 5B). Ainda, o gel contendo carvacrol na concentracédo de 5%
nao foi capaz de reduzir de forma estatisticamente significante o comportamento

nociceptivo em nenhuma das fases do teste da formalina.
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Figura 5. Efeito antinociceptivo da aplicacdo tépica do gel de lipossomas contendo
carvacrol (GLC 1% e 5%) na 12 fase (A) e 22 fase (B) do teste da nocicepcao
orofacial induzia por formalina 2%. Os resultados estdo expressos na forma de
média * erro padrdo da média do tempo de cocar a regido orofacial. n=6, *** p <
0,001, em relacdo ao grupo controle (GC).
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Na Figura 6, foi verificado o efeito do gel sobre a atividade da enzima
mieloperoxidase, o qual € um marcador de resposta inflamatéria encontrado
predominantemente dos granulos de neutréfilos e monécitos, sendo liberada
imediatamente apds a ativagdo destas células, contribuindo para a defesa do
organismo (FAURSCHOU; BORREGAARD, 2003).

Ap6s a administracdo tépica de formalina na regido perinasal ocorreu um
aumento da atividade da mieloperoxidase (MPQO) no tecido, em virtude da infiltracao
de neutréfilos provocada por este agente nociceptivo. O gel de carvacrol 1% foi
capaz de reduzir de maneira significativa (p < 0,05) a atividade da enzima MPO (0,7
+ 0,1 UMPO/mg de tecido) quando comparado com o controle (2,0 £ 0,3 UMPO/mg
de tecido), de forma semelhante ao gel de diclofenaco dietilamonio (0,5 + 0,2
UMPO/mg de tecido).

Este resultado indica que o gel contendo lipossomas contendo carvacrol
exerce um importante efeito sobre a migragao células, principalmente dos leucocitos

polimorfonucleares.
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Figura 6. Efeito da aplicacdo tdpica do gel contendo lipossomas com
carvacrol (GLC 1% e 5%) sobre a atividade da enzima mieloperoxidase no
labios dos animais submetidos ao teste da nocicep¢ado orofacial induzida
por formalina 2%. Os resultados estdo expressos na forma de meédia *
erro padrao da média do MPO/mg de tecido. n=6, * p < 0,05 e ** p < 0,01,
em relacdo ao grupo controle (GC).
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6 DISCUSSAO

No presente estudo foi desenvolvido um gel contendo lipossomas com
carvacrol, o qual foi caracterizado fisico-quimicamente e testado quanto a sua acao
topica na nocicepgao orofacial. Como principais achados podemos destacar que as
vesiculas de lipossomas contendo carvacrol apresentaram distribuicdo uniforme, que
o valor do pH encontrado tanto para o gel do grupo controle (GC — 6,78), quanto
para os grupos teste (GLC 1% - 6,86 e GLC 5% - 6,92) sao préximos ao valor do pH
da pele (4,6 — 5,8) e que o gel contendo carvacrol 1% foi capaz de reduzir
significativamente o comportamento nociceptivo na segunda fase do teste da

formalina e reduzir a atividade da enzima mieloperoxidase.

O pH, isto é, a concentragdo hidrogenibnica da superficie cutdnea é um
importante indicador funcional da pele, devendo-se a producdo de acido lactico e
conferindo a superficie cutanea aquilo que se convencionou designar por “manto
acido cutaneo” (ZLOTOGORSKI, 1987). Assim sendo, a pele apresenta pH
levemente acido (4,6 — 5,8), que contribui para que ocorra protegcao bacteriana e
fungica em sua superficie (RODRIGUES,1996; PINTO, GALEGO, SILVA, 1997;
LEONARDI; GASPAR; CAMPOS, 2002). Visto isso, os achados desse estudo
mostram que o pH levemente acido tanto do gel de carbopol inerte quanto dos géis
de lipossomas contendo carvacrol a 1 e 5% podem ser utilizados topicamente sem

causar prejuizo a superficie cutanea.

A formalina quando administrada subcutaneamente na regido orofacial
promove uma resposta nociceptiva bifasica (LUCCARINI et al., 2006). A primeira
fase (0 — 5 min) corresponde a estimulacéo direta dos nociceptores (SHIBATA et al.,
1989) sendo, por esta razdo, sensivel apenas a analgésicos que atuam no SNC
(HUNSKAAR; FASMER; HOLE, 1985). Posteriormente, segue-se o periodo de
interfase (15 min), o qual resulta da inibicdo da excitabilidade dos nociceptores
(TUJOLSEN et al,, 1992). A segunda fase € derivada da sensibilizagdo dos
nociceptores e acdo de mediadores inflamatorios como histamina, serotonina (5-HT),
bradicinina, e prostaglandinas liberadas como resultado da injuria tecidual (HENRY
et al., 1999). Esta etapa da resposta nociceptiva pode ser inibida por AINES e
farmacos opidides (HUNSKAAR et al., 1985).
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No presente estudo, a aplicacdo tépica do gel contendo lipossomas com
carvacrol reduziu o comportamento nociceptivo na segunda fase do teste da
formalina bem como atividade da enzima mieloperoxidase, um marcador indireto da
inflamacdo. Diversos estudos pré-clinicos tém demonstrado os beneficios do
carvacrol no controle da dor e inflamacdo (LIMA et al., 2013; GUIMARAES et al.,
2010; 2012a; 2012b). Este monoterpeno € um potente supressor da enzima COX-2,
sendo seu efeito anti-inflamatério associado a redugdo dos niveis de mediadores
como prostanéides (PGE;) e citocinas pré-inflamatérias (IL-18, TNF-a) (LIMA et al.,
2013; GUIMARAES et al., 2012a, HOTTA et al., 2010).

Lima et al. (2013) relacionam este efeito modulador da liberagdo de
mediadores inflamatérios a capacidade do carvacrol de estimular a liberagéo de IL-
10. De fato, a IL-10 atua como uma citocina anti-inflamatéria potente, a qual suprime
a ativacao e fungao das células do sistema imunoldgico e bloqueia seletivamente a
expressdao de citocinas pro-inflamatéria (MOORE et al., 2001), incluindo IL-1(3
(KARAM et al., 2007).

Além disso, o carvacrol € um agonista dos receptores ativados por
proliferadores de peroxissomos (PPARs) (HOTTA et al., 2010). Este receptor € um
fator de transcricdo dependente de ligante pertencente a familia de receptores
nucleares (MANGELSDORF et al.,, 1995) e seus agonistas, tais como os AINES,
exercem efeito anti-inflamatério através da supressdo da COX-2 e liberagcdo de
mediadores inflamatérios (PANG et al., 2003; INOUE; TANABE; UMESONO, 2000).
Adicionalmente, estes receptores uma vez ativados, sdo capazes de inibir o fator de
transcricdo NF-kB, inibindo a expressdo de diversas moléculas associadas ao
desenvolvimento e manutengcdo de processos inflamatérios, como citocinas,
prostanoides e NO (MORAES et al. 2006). Neste sentido, outro fator contribuinte
para a atividade farmacoldgica observada € a forte acdo antioxante do carvacrol
(GUIMARAES et al, 2010; MASTELIC et al., 2008), a qual pode contribuir
significativamente para o controle da dor e inflamacéo.

A gama de propriedades farmacoldgicas descritas para o carvacrol torna-o
uma molécula de interesse para o desenvolvimento de formulagbes farmacéuticas,
como tem sido observado na literatura (GUIMARAES et al., 2010). Um exemplo da

aplicabilidade de formulagdes compostas por carvacrol foi descrita por Botelho et al.
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(2008), os quais demonstraram que a administragdo local de gel dental contendo
carvacrol foi capaz de reduzir o processo inflamatério em modelos experimentais de
periodontite. Neste estudo, o carvacrol reduziu a infiltracdo de neutréficos, a qual foi
evidenciada através da medida da atividade da enzima MPO e analise
histopatoldégica do tecido gengival. Esses resultados corroboram os obtidos no

presente estudo.

Mais recentemente, Liolios et al. (2009) desenvolveram lipossomas contendo
carvacrol e demonstraram os beneficios deste sistema aplicado a otimizacao do uso
dos monoterpenos obtidos a partir de 6leos essenciais. Neste estudo foi observado
que o carvacrol, quando encapsulado em lipossomas, apresentou melhor acao
antioxidante e antimicrobiana. Desta forma, sdo inUmeras as vantagens da utilizacao
da encapsulacédo com lipossomas destacando-se o0 aumento da estabilidade, devido
a sua capacidade de diminuir a reatividade do composto ao ambiente (agua,
oxigénio, luz), diminuicdo da evaporagao, mascara o sabor e aumenta a solubilidade
e biodisponibilidade dos compostos nos sitios alvos (SHOJI; NAKASHIMA, 2004;
GIBBS et al., 1999; VERSIC, 1988).

Esta estratégia da industria farmacéutica confere uma alternativa para o
desenvolvimento de novas formulagdes destinadas ao controle da dor, a exemplo do
lipossoma de bupivacaina, que teve seu efeito anestésico prolongado acompanhado
da reducao dos efeitos colaterais (CHAHAR; CUMMINGS, 2012).

Um fator intrigante, no entanto, é a auséncia de efeitos antinociceptivos e anti-
inflamatérios na concentracdo de 5%. Em estudo recente, Ozkan e Erdogan (2013)
estudaram a atividade pré-oxidante e antioxidante do carvacrol e do timol em células
humanas de cancer do pulmao resistentes a farmacos. Encontraram que o carvacrol
age tanto com protetor quanto como agressor das celulas dependendo da sua
concentragdo e sugerem que o carvacrol e timol apresentam efeitos de protecéo ou
efeito  prejudicial dependendo da sua concentracdo e do tempo.
Demonstraram ainda um efeito pro-oxidante do carvacrol em concentracbes mais

altas e anti-oxidante em concentracées mais baixas.

Neste sentido, os resultados significativos observados pelo tratamento topico

com gel de lipossomas contendo carvacrol na segunda fase do teste de nocicepgéo


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chahar%20P%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cummings%20KC%5Bauth%5D
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orofacial induzida por formalina, bem como sua capacidade de suprimir a infiltracéo
celular, reitera a contribuicdo deste monoterpeno aplicado topicamente no controle
de nocicepcao inflamatéria podendo fornecer uma nova opcao terapéutica para

processos dolorosos associados a regiao orofacial.
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7 CONCLUSAO

O gel contendo lipossomas com carvacrol que foi desenvolvido apresentou
vesiculas com distribuicdo de tamanho uniforme e na concentracdao de 1%
demonstrou agao antinociceptiva, quando aplicado topicamente, sobre a nocicepgao
orofacial e diminuiu a migracao de neutréfilos mensurada indiretamente por meio da
quantificacdo da atividade da enzima mieloperoxidase. Na concentragcao de 5%, o
gel contendo lipossomas com carvacrol ndo apresentou atividades antinociceptiva e

anti-inflamatéria.
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