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Modelos cronicos

Modelos cronicos

Esmagamento do nervo cidtico e avaliagao funcional
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Constricdo do nervo cidtico (hipernocicepgdo mecanica)
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Lista de abreviaturas:

AINEs: anti-inflamatdrios ndo esteroidais

AMPA: acido 2-amino-3-(3-hidroxi-5-metil-isoxazol-4-il)propanodico
ANOVA: andlise de variancia

BK: bradicinina

CGRP: peptideo relacionado ao gene da calcitonina
CPNC: constrigao parcial do nervo cidtico

DCIR: dor cronica pos- isquemia e reperfusao
DPO: dor pds-operatoéria

GABA: 4cido gama-aminobutirico

IL: interleucina

ipl.: injecdo intraplantar

1.t.: injecdo intratecal

L-NAME: No- nitro- l-arginina

NGF: fator de crescimento neural

NMDA: N-metil-d-aspartato

NO: o6xido nitrico

NKI1: receptor de neurocininas

PAG: substancia cinzenta periarquedutal

PKA: proteina quinase A

PKC: proteina quinase C

PMA: forbol miristato acetato (ativador de PKC)
p.o: administragdo por via oral

RVM: medula rostral ventromedial

SDCR-I: sindrome da dor complexa regional tipo I
SP: substancia P

TNF-a: fator de necrose tumoral

Trans-ACPD: (%) acido 1-aminociclopentano-trans-1,3-dicarboxilico
TRP: receptor de potencial transitorio

TRPV: receptor vaniloide

TRPA: "TRPAnkyrin"’

TRPM: "TRPMelastatin”’
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1. RESUMO:
Lesdes do sistema nervoso periférico que resultam em dor neuropética podem evoluir
em substancial perda funcional e diminuicdo da qualidade de vida do paciente pelo
permanente prejuizo das fungdes sensorio-motoras. Cirurgias comuns tais como cirurgia
da mama, cirurgias cardiacas, toracicas, abdominais, cesarianas e amputagdes culminam
com o quadro de dor aguda pos-operatoria (DPO) seguida de dor persistente.
Aproximadamente 10 % dos pacientes evoluem para dor cronica com duragao entre 3 a
6 meses apds a cirurgia. A sensacdo dolorosa ¢ exacerbada por atividades cotidianas
como caminhar, tossir € por estimulos indcuos como toque e temperatura. Outra
condicdo clinica investigada no presente trabalho ¢ a dor cronica na Sindrome da Dor
Complexa Regional do tipo I (SDCR-I). SDCR-I ¢ uma neuropatia cronica de origem
multifatorial, decorrente de injaria tecidual profunda tais como torg¢des, fraturas,
utilizagao de torniquete, infarto, acidente vascular encefalico e alteracdes vasculares
como no fendmeno de Raynaud. A conducdo clinica da dor neuropdtica ¢ complexa,
uma vez que ela se mostra refratiria a maioria dos medicamentos analgésicos
disponiveis no mercado, razdo pela qual existe um grande interesse na avaliacdo de
novos agentes com potencial anti-nociceptivo. Citral, um terpeno amplamente
encontrado em oOleos essenciais de capim-cidreira, melissa, citronela, entre outras
espécies vegetais, tem se destacado pelas suas propriedades farmacologicas, dentre elas
seu efeito agonista em canais TRPs (receptor de potencial transitorio). Neste trabalho
constatamos que citral nas doses de 100 mg/kg e 300 mg/kg (p.o) apresenta atividade
antinociceptiva e anti-inflamatoria em modelos agudos de nocicep¢do e inflamacdo
(teste da formalina, placa quente, dor aguda pos-operatéria e edema de orelha induzido

por xilol) sem alterar a coordenagdo e a performance locomotora dos animais. Animais
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tratados com citral apresentaram redu¢do do limiar nociceptivo nos modelos de dor
cronica pos-isquemia e reperfusdo (DCIR) e constricdo parcial do nervo ciatico
(CPNC), com efeito maximo obtido na dose de 100 mg/kg (p.o) entre 1 a 2 horas apos a
administracdo. Citral (100 mg/kg, p.o) foi capaz de inibir o comportamento de licking
induzido pela injecdo intraplantar de glutamato, forbol miristato (ativador de PKC),
cinamaldeido (agonista TRPA1), mentol (agonista TRPMS) e o comportamento de
bitting induzido pela injecdo intratecal de agonistas glutamatérgicos do tipo NMDA e
trans-ACPD, substancia P e TNF-q, indicando portanto que esses mediadores/receptores
estdo envolvidos no mecanismo de acao anti-nociceptivo do citral. Por sua vez, sistema
opidide e oxido nitrico ndo demonstraram envolvimento no mecanismo de agdo do
citral. J4 o pré-tratamento dos animais com ketanserina foi capaz de reverter o efeito
anti-nociceptivo do citral no modelo da formalina, evidenciando o papel dos receptores
SHT-;4 na modulagdo da transmissdao nociceptiva pelo citral. Com esses dados,
podemos concluir que citral, administrado via oral, apresenta potencial para tratamento
da dor neuropatica, tais como a dor na Sindrome da Dor Complexa Regional e na dor
aguda pos-operatoria, condicdes que tem representando um desafio na terapéutica
clinica. Verificamos que seu mecanismo de agdo estd relacionado com a inibigdo da
transmissao nociceptiva via PKC, TNF- o, substancia P, receptores glutamatérgicos

(NMDA e metabotropicos), SHT-,», TRPA1 e TRPMS.
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1. ABSTRACT:

Injuries to the system peripheral nervous that result in neuropathic pain may evolve
substantial functional loss and decreased quality of life of patients by permanent loss of
sensory-motor functions. Surgeries such as breast, cardiac, thoracic, abdominal
surgeries, caesarean and amputations culminate with the acute postoperative pain (APP)
followed by persistent pain. Approximately 10% of patients develop chronic pain
lasting between 3-6 months after surgery. The sensation of pain is exacerbated by
simple activities such as walking, coughing and innocuous stimuli as touch and
temperature. Another clinical condition investigated in this work is the chronic pain in
Complex Regional Pain Syndrome type I (CRPS- I). CRPS- I is a multifactorial chronic
neuropathy, resulting from deep tissue injury such as sprains, fractures, tourniquet, heart
attack, stroke and wvascular changes as Raynaud's phenomenon. The clinical
management of neuropathic pain is complex, since it shows refractory to medications
available, so this is the reason to evaluation of new agents with potential
antinociceptive. Citral, a terpene widely found in essential oils of lemongrass, melissa,
among other species, have been studied for its pharmacological properties, such as its
agonist effect on channels TRP (transient receptor potential). In this work, we found
that citral, at the doses of 100 mg/kg and 300 mg/kg (p.o), has antinociceptive and
antiinflammatory in models of acute nociception and inflammation (formalin test, hot
plate, acute postoperative pain and edema xylene -induced ear) without modifying the
coordination and locomotor performance of the animals. Mice have exhibited a
reduction of nociceptive threshold in chronic pain models after ischemia and

reperfusion and partial sciatic nerve constriction with a maximal effect obtained at the

15



dose of 100 mg/kg (p.o.) between 1 and 2 hours after administration. Citral (100 mg/kg,
p.o.) was able to inhibit the licking behavior induced by intraplantar injection of
glutamate, phorbol myristate acetate (PKC activator), cinnamaldehyde (TRPA1
agonist), menthol (TRPMS agonist) and bitting behavior induced by injection
intrathecal glutamate agonists like NMDA and trans - ACPD, substance P and TNF - a,
thus indicating that these mediators/receptors are involved in the mechanism of action.
However, the opioid system and nitric oxide showed no involvement in the mechanism
of action of citral, whereas, pretreatment of the animals with ketanserin was able to
reverse the antinociceptive effect of citral in the formalin model, demonstrating the role
of SHT -2A receptors in the modulation of nociceptive transmission by citral. So we
conclude that citral, administered orally, has potential for treatment of neuropathic pain,
such as pain in complex regional pain syndrome and acute postoperative pain models,
two conditions that have represented a challenge in clinical therapy. We found that its
mechanism of action is related to inhibition of nociceptive transmission via PKC , TNF-
o , substance P, glutamate receptors (NMDA and metabotropic), SHT- 4, TRPAI and

TRPMS.
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2. INTRODUCAO:
2.1. Dor neuropatica e lesdo nervosa

A dor é uma qualidade sensorial subjetiva, dificil de ser descrita ou interpretada,
pois é uma experiéncia multidimensional e ndo inclui apenas a nocicepg¢ao, ou seja, a
transdu¢do da lesdo em impulso elétrico, mas também implica em componentes
cognitivos, afetivos e emocionais (Neugebauer e cols., 2009). Pode ser modulada pelo
medo, ansiedade, atengdo, expectativa e memoria. De fato, individuos que sofrem de
depressao e ansiedade sdo mais propensos ao desenvolvimento da dor crdnica
(deCharms e cols., 2005; Rhudy e cols., 2008). Regides como amigdala e as areas
corticais pré-frontais sdo conhecidas pelo seu papel importante na emoc¢do € nas
desordens afetivas. Estudos sustentam fortemente a relacdo desse papel como um
importante regulador da dor (Price, 2000).

A dor neuropatica foi definida pela Associagdo Internacional para o Estudo da
dor como " uma dor iniciada ou causada por lesdo primaria ou disfungdo do sistema
nervoso . Pode ser iniciada por multiplos fatores tais como: dieta inadequada (excesso
ou falta de vitamina B12), diabetes mellitus (tipo I ou tipo II), inflamagdes cronicas,
quadros infecciosos (como a neuralgia pos-herpética), cancer, amputagdes, compressoes
nervosas (hérnia de disco), entre outros. Lesdes do sistema nervoso periférico podem
resultar em substancial perda funcional e diminui¢do da qualidade de vida pelo prejuizo
permanente das fungdes sensdrio-motoras, tendo como consequéncias sociais longos
periodos de afastamento do trabalho (Rosberg e cols., 2005).

As lesdes no sistema nervoso podem ser classificadas anatomicamente em:

neuropraxia, axoniotmese e neurotmese (Sunderland, 1951). Na neuropraxia, a bainha
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do axonio se encontra lesada, porém a fibra nervosa esta intacta (sem degeneracdo). Ja
na axoniotmese € na neurotmese tem-se a interrup¢do do axdénio e do tronco nervoso,
respectivamente, seguido de degeneragdo Walleriana.

Degeneragdo Walleriana ¢ uma reacdo ordenada do sistema nervoso que
compreende em interacdes entre estruturas do axonio com elementos celulares tais
como células de Schwann, macréfagos (no sistema nervoso periferia), astrocitos,
oligodendrécitos e micrdglia (no sistema nervoso central), liberacdo de mediadores
inflamatdrios e quimiotaticos, tais como a calpaina, uma protease calcio-ativada na
célula de Schwann, associada a mielina (Tanaka e cols., 1992; Ugeyler € Sommer, 2006,
Saxena e Caroni, 2007).

Calpaina, simultaneamente com a destruicido da mielina, causa um rapido
“burst’”” de citocinas pro-inflamatérias e liberacdo de quimiocinas, conduzindo ao
recrutamento de macrofagos circulantes (Ugeyler e Sommer., 2006). No processo da
degeneracao, ocorre retracdo do citoplasma da célula de Schwann a medida que
macréfagos da circulagdo sanguinea adentram no nervo através da barreira hemato-
encefalica desestruturada e fagocitam os restos de mielina. Apds a “"limpeza’” pelos
macréfagos, as células de Schwann se proliferam e o nervo ¢ regenerado (Castafio e

cols., 1996; Verdu e Navarro, 1997).

A figura a seguir mostra o processo de regeneragao do axonio.
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Figura 1: A)Fibra nervosa normal. B) Lesdo da fibra seguida de degenerag@o na parte distal com fragmentos de
mielina sendo fagocitados por macréfagos. C) Proliferacdo das células de Schwann forma um trilho ou cilindro que ¢
penetrado pelo axdnio em crescimento (velocidade de crescimento € de 0,5 a 3 mm por dia). D) regeneracdo bem-
sucedida. E) quando o axo6nio ndo encontra o cilindro formado pelas células de Schwann, seu crescimento €
desordenado, formando assim o “'neuroma de amputacdo’’. FONTE: Histologia. Junqueira e Carneiro, 2004.

O axodnio proximal brota e as faixas distais de células de Schwann mantém-se
em sua orientacao original, logo as fibras nervosas sdo arranjadas como estavam antes
da lesdo (figura 1 C). Desta forma, quando os axonios se regeneram, eles encontram as

suas posicdes originais dentro do nervo e tém maior probabilidade de se reconectarem

o~

de forma precisa com os seus alvos (figura 1D). Assim, a chance de regeneracdo

o

maior quando um nervo periférico ¢ comprimido ou esmagado, mas ndo quando
rompido (figura 1 E).

Queimacao, sensibilidade ao frio (alodinia térmica) e ao toque (alodinia
mecanica), ataque de dor sem nenhum estimulo aparente, déficit sensorial, dor
generalizada e perda de sensibilidade sdo os sinais clinicos tipicos do individuo
acometido pela dor neuropatica. A intensidade da dor varia de acordo com o individuo,

tipo de nervo, idade e sexo (Treede e cols., 1992; Campbell e Meyer, 2006).
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Tic douloureux ¢ um exemplo classico de dor neuropatica conhecida como "“dor
do trigémeo . E uma desordem sem tratamento que envolve severo ataque de dor facial
provocada pela compressao mecanica, frequentemente de origem vascular, e que pode
ser desencadeada pela luminosidade (Elias e Burchiel, 2002). Outra manifestacao
recorrente na clinica é a forte sensa¢do de queimacao nos dedos dos pés em pacientes
diabéticos, uma caracteristica da neuropatia diabética. Trata-se de uma desordem
comprimento-dependente, ou seja, a parte mais distal do axonio € a mais vulneravel. Ja
na neuralgia pds-herpética, a alodinia mecanica ¢ o sintoma mais relatado, em que um
suave toque da roupa na pele se torna insuportavel, at¢ mesmo quando ha perda de
inervagao pelas fibras C na epiderme (Dyck e cols., 2000).

A dor imediata ¢ um mecanismo protetor de alerta ao organismo, que tem como
finalidade a reducdo do dano tecidual. E produzida por estimulagdo direta de receptores
térmicos € mecanicos € sua transmissao ¢ feita por fibras mielinizadas de condugao
rapida do tipo Ac (Julius e Basbaum, 2011). Se ndo ocorre dano tecidual, esse tipo de
dor desaparece logo que o estimulo cessa.

Ja a dor secundaria, também chamada de dor *" lenta”” ou tardia, é caracterizada
pela estimulagdo de nociceptores polimodais em decorréncia de processo inflamatorio,
cirargico ou traumatico (Serpell e cols., 1998). Os nociceptores respondem a estimulos
térmicos, mecanicos € quimicos e a conducao do estimulo ¢ feita pelas fibras C (ndo-
mielinizadas). Essas fibras, quando estimuladas perifericamente, geram potenciais de
acdo que ativam canal de s6dio voltagem dependente, liberam neuropeptideos que
promovem vasodilatagdo ¢ acumulo de mediadores pré-inflamatorios no tecido lesado.
Os mediadores pro-inflamatdrios, por sua vez, sensibilizam nociceptores que assim

poderao ser ativados por estimulos de baixa intensidade (Dray, 1995).
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Mediadores inflamatérios agem diretamente em canais i0nicos, ou
indiretamente, através de sua ligacdo com receptores de membrana acoplados a proteina
G, que modulam vias citosodlicas através de segundos mensageiros € por conseqiiéncia,
promovem a ativagdo de proteinas quinases que atuam na abertura ou fechamento de
canais i0nicos (Serpell e cols., 1998; Ferreira e cols., 2005).

O corno dorsal espinal ¢ a localizacdo da primeira sinapse na via da dor, sendo
assim, a chave da regulagdo da transmissdo da nocicepgao (Heinricher e cols., 2009). As
células da glia, particularmente a astroglia, estdao diretamente envolvidas no controle da
atividade neuronal no corno espinal. Citocinas inflamatérias agem como mediadores
entre a glia e os neurdnios e assumem o papel de neuromoduladoras (Parri e Crunelli,
2007; Watkins e Maier, 2003). As células da glia podem liberar agonistas NMDA, 4cido
aracdonico, oOxido nitrico, componentes que estdo intimamente relacionados a
hiperalgesia. Essas células possuem receptores purinérgicos que por sua vez promovem
a liberagdo de IL-1B e TNF-a (Meller e cols., 1994).

Em termos de duracdao, um episdédio de dor pode ser agudo ou cronico. Na dor
aguda, ocorre ativagdo dos nociceptores em resposta a lesdao tecidual. Se essa resposta
persistir por muitas semanas, entdo passa a ser considerada como dor cronica. Da
mesma forma que a dor aguda, a dor cronica também ¢ causada por lesdo ou patologia,
entretanto pode permanecer apds a regeneracao do tecido lesado (Loeser e Melzack,
1999).

Existe um grande interesse clinico na avaliacdo de novos agentes analgésicos
devido a dificuldade na melhoria do tratamento para grande nimero de pacientes. Ja se
sabe que a etiologia e o tratamento da dor produzida pela cirurgia sdo diferentes de
outras condigdes dolorosas como a artrite reumatoide, fibromialgia ou herpes zoster, por

exemplo (Brennan, 2011).
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Sendo assim, muitos modelos de dor podem ser tuteis para estudos
mecanisticos, porém nao aplicaveis para a avaliagdo de novos alvos para a terapéutica
(Brennan, 2011). Nesse contexto, o presente trabalho foi estruturado com o intuito de
avangar no ambito da investigacdo de substancias com potencial anti-nociceptivo para
uso clinico.

2.1.1. Dor aguda pods-operatoria (DPO)

Mais de 73 milhdes de cirurgias sdo realizadas anualmente nos Estados
Unidos de acordo com pesquisas demonstradas pelo National Center for Health
Statistics (2003), e até 75% dos pacientes sentem dor apds o procedimento cirirgico
(Schug e Large, 1993; Warrtfield e Kahn, 1995, Cousins e cols., 2000).

A dor aguda pos-operatoria (DPO) ¢ seguida de dor persistente em
decorréncia de cirurgias comuns tais como cirurgia da mama, cesarianas, cirurgias
tordcicas, amputagdes, cirurgias cardiacas. A sensacdo dolorosa ¢ exacerbada por
atividades cotidianas como caminhar, tossir e estimulos inbcuos como toque e variagao
de temperatura. Aproximadamente 10 % dos pacientes apresentam dor cronica com
duracgdo entre 3 a 6 meses apods a cirurgia. A dor persistente ¢ consequéncia de processo
inflamatdrio ou mais comumente, uma manifestacdo de dor neuropatica, resultante da
lesdo dos nervos periféricos (Pogatzi e cols., 2002; Kehlet e cols., 2006). A intensidade
da dor aguda pos-operatoria em humanos € proporcional a profundidade da incisdao
cirargica que acomete musculos e fascia, no entanto, a intensidade da dor ndo difere em
uma incisd@o de 10 cm e uma incisao de 20 cm de comprimento, ambas realizadas na
mesma profundidade (Brennan, 2011).

Embora a intensidade e a duragdo da DPO aguda sejam varidveis entre os

pacientes, todos os quadros apresentam o mesmo mecanismo: lesdo direta, inflamacao,
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liberagdo de mediadores quimicos que sensibilizam os nociceptores periféricos a
estimulos térmicos e a0 mecanicos (Brennan, 2011).
2.1.2. Sindrome da Dor Complexa Regional do tipo I (SDCR-I)

A Sindrome da Dor Complexa Regional (SDCR) possui origem multifatorial
e ¢ decorrente de injuria tecidual profunda tais como torg¢des, fraturas, utilizagdo de
torniquete, infarto, acidente vascular encefalico e alteracdes vasculares tais como na
doenca de Raynaud (Feliu e Edwards, 2010; Coderre e Bennett, 2010). De acordo com
Bruehl e Chung, (2006), SDCR ¢ uma manifestacdo biopsicossocial que integra
componentes psicologicos, comportamentais e patofisioldogicos.

A sindrome apresenta um grande impacto na qualidade de vida, interferindo
no trabalho (incapacitando 62% dos individuos), na qualidade do sono
(aproximadamente 96 %), na mobilidade (86 %). Duman e cols. 2007 constataram que
1/3 dos pacientes que se enquadram no diagnostico da SDCR nao retornam ao trabalho.

O tratamento para a SDCR representa um desafio importante na clinica médica.
A incidéncia ¢ maior na populacdo de origem caucasiana e oriental, acomete 26,2 a cada
100.000 individuos, ¢ 5 vezes mais frequente em mulheres do que em homens,
provavelmente devido a maior prevaléncia de desordens vasculares em mulheres (por
exemplo varicoses ¢ doenga de Raynaud). Ha evidéncias que o consumo de cigarro
aumente significativamente o risco da SDCR devido aos danos que a nicotina provoca

nos microvasos (Allen e cols., 1999; de De Mos ¢ cols., 2006).
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Figura 2: Paciente acometido pela doenca de Raynaud. As extremidades dos dedos
apresentam contrastantes mudangas de coloracdo nos membros e dor apos periodo de
isquemia e anormal atividade vasomotora (Gayraud, 2007).

O termo "‘sindrome da dor complexa regional”” se deve pelas seguintes
razoes: 1- sindrome: conjunto determinado de sintomas ou sinais, 2- complexa: expressa
as caracteristicas clinicas variadas encontradas nessas condic¢des tais como dor (alodinia
mecanica, alodinia ao frio e ao calor), edema, atividade vasomotora com mudanca de
coloragdo do membro, hiperidrose, hipotrofia muscular, osteopenia ou mudangas no
crescimento de cabelos, unhas e 0ssos; 3- regional: enfatiza que, na maioria dos casos, a
sindrome envolve apenas uma regido do corpo, geralmente uma extremidade.
Entretanto, pode ocorrer em outra parte ou se espalhar para diferentes areas do corpo; 4-
dor: ¢ considerada essencial para o diagnostico da sindrome e inclui dor espontanea ou
evocada e alodinia (Stanton-Hicks e cols., 1998).

Feliu e Edwards (2010) definiram que os critérios do diagndstico da
SDCR devem incluir: 1- presenca de um evento nocivo iniciador (que pode ser
traumatico ou ndo); 2- dor continuada, alodinia ou hiperalgesia em que a dor ¢
desproporcional a qualquer lesdo conhecida; 3- presen¢a ou histéria de evidéncia de

edema, anormalidade do fluxo sanguineo periférico ou atividade sudomotora anormal
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na regido dolorosa desde o evento iniciador; 4- o diagnostico € excluido pela existéncia
de condi¢des que possam contribuir para o grau da dor e disfungao.

A SDCR ¢ classificado em tipo I (SDCR-I) e tipo I (SDCR-II): A SDCR-I,
chamada de distrofia simpatica reflexa até o ano de 1994, ¢ uma neuropatia que pode se
desenvolver a partir de um trauma numa extremidade corpérea sem que ocorra lesdo
nervosa. Ao passo que a SDCR- II, também conhecida como causalgia, difere do tipo I
por apresentar lesdo nervosa, ainda que parcial, para confirmagao do diagnostico (Feliu
e Edwards, 2010).

Alteragoes troficas teciduais, vasoconstricdo devido a baixas temperaturas
afetam membros e extremidades devido a hiperatividade simpatica. A sensa¢ao dolorosa
decorrente da hiperatividade ocorre através dos receptores adrenérgicos expressos nas
terminagdes dos nervos aferentes. O envolvimento do sistema nervoso simpdatico no
estabelecimento da dor cronica na SDCR-I nem sempre ¢ uma regra, mas ocorre em
cerca de 50 % dos pacientes, e deve-se a uma exarcebada atividade do sistema nervoso
simpatico, quadro conhecido como sympathetically maintained pain (SMP). Essas
observagoes clinicas corroboram com a hipotese de que depressao, ansiedade e fatores
estressores cotidianos possam influenciar no desenvolvimento da SDCR-I através dos
seus efeitos na atividade a-adrenérgica (Albrecht e cols., 2006; Kohr e cols., 2009;

Bruhel e Carlson, 1992; Shipton, 2009).

2.2  Terapéutica atual
A dor neuropatica ¢ uma desordem comum de dificil tratamento, representando
um grande desafio para a clinica médica. Desta maneira, faz-se necessario a pesquisa de
desenvolvimento de novos fidrmacos para o tratamento desta condi¢do patologica

(Chong e cols., 2003).
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A via supraespinal (ou descendente) do controle da nocicep¢ao se origina em
muitas regides cerebrais, tais como substancia periarquedutal cinzenta (PAG), nticleos
medianos da rafe e medula rostral ventromedial (RVM) e possuem papel critico na
modulagdo da dor cronica e aguda (Heinricher e Ingram, 2008; Heinricher e cols.,
2009). O sistema PAG-RVM, importante no comportamento € nos aspectos
teraupéuticos, ¢ alvo de alguns agentes analgésicos como agentes opidides, inibidores
das ciclooxigenases e canabindides (Hohmann e cols., 2005; Leith e cols., 2007).

Nao existe ainda um farmaco ideal para o tratamento da dor neuropética, pois
seria um medicamento que integraria respostas analgésicas a agdes pro-regenerativas e
neuroprotetoras (reducdo da degeneracdo). Adicionalmente, os efeitos adversos e a
necessidade de vias invasivas de administragdo tém impedido a aplicagdo de novos
agentes analgésicos na terapéutica clinica (Ugeyler e Sommer, 2006).

Os medicamentos atuais utilizados t€ém como alvo os diferentes grupos de
receptores que culminam em um efeito analgésico sinérgico (Gilron e cols., 2005)
porém sao pouco efetivos devido a resisténcia fisiopatologica aos efeitos dos
analgésicos, anti-inflamatorios e opidides. Dentre as dificuldades no tratamento da dor
neuropatica temos: a) curta duracao de efeito analgésico na dor persistente, b) tolerancia
medicamentosa (necessidade de aumentar a dose do medicamento para produzir o
mesmo efeito), ¢) efeitos adversos a longo prazo e d) custo (Abrahams, 2007).

O tratamento atual para a dor neuropatica consiste em antidepressivos triciclicos
e inibidores da recapta¢do de serotonina, antiepilépticos, corticosteroides, agonistas
GABA, antagonistas NMDA, depletores de substdncia P, anti-inflamatérios nao
esteroidais (AINEs), opidides, bloqueador de canal de sodio ou calcio, anestésicos
gerais ou procedimentos cirurgicos como descompressdo do nervo (Chong e cols.,

2003).
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Os efeitos adversos pelo uso de AINES sao agravados em fatores de risco para a
indugdo dos efeitos adpacientes idosos, alcodlatras, além do uso em altas doses agudas,
baixas doses a longo prazo ou com agentes anticoagulantes e corticoides (Veldhuyzen,
1997). Os principais efeitos adversos de AINEs incluem ulceracdo e sangramento do
trato gastrointestinal, disfuncdo hepato-renal, faléncia de 6rgdos e reagdes na pele.
Cerca de 1 a 3 % dos pacientes tratados continuamente com esses medicamentos sao
hospitalizados devido a perfuragdo e sangramento do trato gastrointestinal. O risco de
complicagdo gastrointestinal aumenta em 5 vezes apos o uso de AINEs. Na Alemanha,
sdo estimadas mais de 2000 mortes por ano, causadas pela hemorragia decorrente da
terapia com AINEs e um gasto de 128 milhdes de euros com drogas gastroprotetoras
(Singh e cols., 1998; Steinmeyer, 2000).

O consumo de analgésicos opiodides, tais como morfina, tem sido prescritos para
pacientes com cancer e dor cronica, porém, novos problemas relacionados a seus efeitos
adversos a longo prazo tem restringido o seu uso (Carvalho e Azevedo, 2000). Dois
metabdlitos da morfina, M3G ¢ M6G formados pela reagdo de glucuronidagdo no
figado, estdo associados aos efeitos adversos como nauseas, vomitos, sedagao. M3G
antagoniza o efeito analgésico da morfina. Além disso, pode ocorrer o processo de
tolerancia a morfina devido a internalizagao de receptores opioides (Andersen e cols.,
2003).

Estudos clinicos mais recentes mostram que antidepressivos aliviam a dor em
pacientes com dor neuropatica, embora o alivio possa ser parcial ou inexistente. A
maioria dos antidepressivos usados no tratamento da dor neuropatica sao os
antidepressivos triciclicos, que tém sido utilizados neste tipo de dor por mais de 30
anos. No entanto, os antidepressivos triciclicos estdo frequentemente relacionados com

os efeitos adversos que limitam o tratamento como, por exemplo, sedag¢do, boca seca,
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retengdo urindria, constipagdo e ganho de peso. Os inibidores da recaptacdo de
serotonina sdo mais bem tolerados, porém, parecem ser menos eficazes do que os
antidepressivos triciclicos (Carter e cols., 2001).

A clonidina (agonista 02) mostra-se efetivo na neuropatia do cancer quando
administrada via neuraxial, no entanto, ha poucas evidencias de sua acdo quando
administrada sistemicamente. Os maiores efeitos adversos deste tipo de medicamento
sdo a sedacdo e a hipotensdo. Baclofen, um agonista GABADb, utilizado na neuralgia do
nervo trigémio, tem sua utilizagdo limitada devido ao efeito adverso de hipotonia e
sedacdo que compromete seu uso continuo (Fromm, 1994; Abrahams, 2007).

Como nova opgdo terapéutica, os oleos essenciais sdo tradicionalmente
utilizados para diversos distarbios. Oleo de camomila e lavanda sdo utilizados em
pacientes que sofrem de insénia. Oleo de horteld pimenta e rosmarinus sdo indicados
popularmente para disturbios digestivos e Oleo de eucalipto tem sido utilizado no
tratamento de dores musculares. Estudos clinicos com aromaterapia mostram que 6leos
essenciais apresentam efetivo alivio na dor em pacientes artriticos (Kim e cols., 2005,
Gedney e cols., 2004).

O citral ¢ uma mistura de dois terpenos; neral (cis) e geranial (trans), isOmeros
geométricos de 3,7-dimetil-2,6-octadien-1-al e ¢ um dos principais componentes de
Oleos essenciais de espécies vegetais que ja possuem atividade sobre o sistema nervoso

central e efeito analgésico comprovado tais como os 6leos de Cymbopogon citratus

(Viana e cols., 2000; Carlini e cols., 1986) e Lippia alba (Vale e cols., 2002).

3. OBJETIVO:
Em vista do potencial farmacologico dos 6leos essenciais e dos efeitos adversos

dos medicamentos convencionais, esse projeto propde dar continuidade aos resultados
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prévios obtidos em nosso laboratério com o citral, investigando tanto a atividade
analgésica em modelos experimentais agudos e cronicos € seus mecanismos de agdo,
bem como a avaliagdo do potencial dessa substancia na regeneragdo nervosa para sua

aplicagdo terap€utica na dor neuropatica.

2. MATERIAIS E METODOS:

2.1. Animais

Para os procedimentos experimentais foram utilizados camundongos Swiss
machos provenientes do Biotério Anilab, Paulinia-SP e do Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Durante o estudo, os animais
receberam ragdo e agua ad libitum e foram mantidos na temperatura de 20 a 25 °C. O
protocolo experimental seguiu os principios éticos em pesquisa animal de acordo com o
CEEA do Instituto de Biociéncias de Botucatu. Todos os experimentos foram realizados
de acordo com as normas éticas para o estudo de dor em animais de laboratdrio
(Zimmermman, 1983). O nimero de animais utilizados e os estimulos empregados

foram os minimos necessarios para demonstrar o efeito dos tratamentos.

2.2 Substancia teste
Em todos os experimentos foi utilizado Citral fornecido comercialmente por

Sigma® (Aldrich) e solubilizado em tween 80 a 1 %.

2.3 Avaliacao de atividade locomotora e performance motora

Os testes campo aberto (open-field) e barra giratoria (rota-rod) foram utilizados
neste projeto para excluir acdes inespecificas do citral, tais como efeito relaxante

muscular ou sedativo.
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2.3.1. Teste do Campo Aberto (open-field) (Broadhust, 1957)

O teste do campo aberto foi realizado em um aparato que consiste em uma caixa
de madeira medindo 40 x 60 x 50 cm. O assoalho da arena ¢ divido em 12 quadrados
iguais, e o nimero de cruzamentos com todas as patas (crossing), foi contado durante 6
minutos. Os animais foram tratados via oral com veiculo (tween 80 a 1%), citral 100 ou

citral 300 mg/kg, 90 minutos antes da realizacdo do experimento.

2.3.2. Barra Giratéria (Rota-Road) (Dunham e Miya, 1957)

O aparato da barra giratéria (Insight®) consiste em um aparelho contendo
uma barra de ferro giratoria com velocidade regulavel em rota¢des por minuto (rpm),
separada em 04 compartimentos permitindo a avaliacdo simultanea de varios animais.
Um dia e meio anterior ao teste, foi realizado a pré-selecdo dos camundongos,
excluindo os animais que nao foram capazes de permanecer equilibrados na barra
giratéria na velocidade constante de 14 rpm em um periodo de 60 segundos em pelo
menos 3 tentativas consecutivas. Os camundongos selecionados foram submetidos a
secOes de treinamento na barra giratoria durante 3 periodos diferentes (manha e tarde no
dia anterior ao experimento e no periodo da manha no dia do experimento), deixando os
animais na barra por um periodo que nao excedesse 180 segundos (cut-off). Na ultima
secdo de treinamento, todos os camundongos selecionados sdo capazes de permanecer
em equilibrio na barra giratoria durante 180 segundos consecutivos. Dessa maneira, a
selecdo e treinamento prévio dos animais foram procedimentos que garantiram o
nivelamento da performance locomotora dos animais a serem observados, garantindo

assim, efetiva avaliacao da substancia teste.
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Os animais foram tratados com veiculo (via oral, 90 minutos antes do
experimento), diazepam 2 mg/kg (via intraperitoneal, 30 minutos antes do experimento)
e citral nas doses de 100 mg/kg e 300 mg/kg (via oral, 90 minutos antes da avaliagdo).
Os resultados foram expressos pelo tempo de permanéncia do animal na barra giratoria

(14 rpm) em um periodo total de 180 segundos.

2.4. Avaliacao da atividade anti-nociceptiva, anti-inflamatoria e caracterizacio dos
mecanismos de acio do citral

Com o objetivo de caracterizar a atividade anti-nociceptiva, a curva dose-
resposta do citral, bem como os possiveis mecanismos de acdo dessa substancia, foram
utilizados modelos agudos de nocicep¢do e/ou inflamacdo induzidos por agentes
térmicos (placa quente), agentes quimicos (teste da formalina, edema de orelha induzido
por xilol ou por acido araquidonico e nocicepcao induzida por forbol miristato acetato),
por agonistas (capsaicina, cinamaldeido, mentol, substancia P, agonistas
glutamatérgicos NMDA e trans-ACPD), por citocinas pro-inflamatorias (TNF-a) e por

antagonistas serotonérgicos e opidides, descritos a seguir:

2.4.1. Placa quente (Hot Plate)

Esse modelo foi utilizado para avaliar o possivel efeito do citral na nocicepgao
térmica. Para isso, uma placa de metal insight® foi aquecida e mantida na temperatura
constante de 56 + 0,3°C. Camundongos foram selecionados no dia anterior ao
experimento evitando assim, avaliagdo com animais muito ou pouco responsivos (foram
selecionados animais que respondem ao estimulo térmico no periodo entre 3 a 10,99
segundos). Os animais sdo colocados em uma caixa acrilica sobre a placa quente e o

tempo que o animal leva até que se obtenha a resposta de lamber, balangar, retirar a pata
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ou pular ¢ registrado como tempo de laténcia ao estimulo térmico (Eddy e Leimback,
1953). Os animais foram tratados com veiculo (tween 80 a 1 %, 10 ml/kg, p.o), morfina
5 mg/kg (s.c) ou citral na dose de 100 ou 300 mg/kg (p.o). Os tempos de observagdo das
reacdes dos animais ao estimulo nociceptivo foram 60, 90 e 120 minutos apds os
tratamentos. Para evitar danos teciduais na pata do animal, o tempo de permanéncia

maxima do animal na placa quente (cut-off) na temperatura de 56°C foi de 20 segundos.

Esse teste foi também aplicado nos animais submetidos a incisdo intraplantar
(método que sera descrito posteriormente), com a placa na temperatura constante de
48°C £ 1 e foi registrado o tempo de laténcia em que o animal levou para suspender,
lamber ou retirar a pata operada. O tempo méaximo de permanéncia do animal na placa

foi de 2 minutos.
2.4.2. Teste da formalina

O modelo mais especifico de dor aguda ¢ caracterizado pelo teste da formalina.
Este modelo possui uma resposta bifasica a dor: 1) Fase inicial: inicia-se logo apos a
administracao de formalina e desaparece apos aproximadamente 5 min da administragao
do agente nociceptivo 2) Fase tardia: inicia-se entre 15-30 min apds administracao de
formalina e permanece até cerca de 60 min apds a injecao intraplantar de formalina. A
resposta do animal nesta fase ¢ indicativa de dor inflamatéria. Este experimento foi
baseado nas descricdes de Hunskaar e Hole (1987), com algumas modificacdes. Foi
utilizada uma camara de observagdo, que consiste em um funil de vidro com 20 cm de
didmetro sobre um espelho. Cada camundongo foi previamente colocado no funil por 20
min antes do tratamento para permitir aclimatagdo ao novo ambiente. Os camundongos
foram pré-tratados oralmente com veiculo (10 ml/kg) e citral nas doses de 25, 100 ou
300 mg/kg. Apds uma hora, foi administrada por inje¢do intraplantar, 20 pl de solucao
de formalina 2,7 % (1% de formaldeido) em tampao fosfato na pata traseira direita.
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Imediatamente depois da inje¢do de formalina, os animais foram observados até 30 min
apos a administra¢dao do agente nociceptivo. O tempo (em segundos) que o camundongo

lambeu a pata foi registrado e considerado como indicativo de dor.

2.4.2.1. Participacao do sistema serotonérgico na anti-nocicep¢ao (Santos e cols.,
1999 e Santos e cols., 2005 com modificagdes)

Para avaliar o envolvimento do sistema serotonérgico na atividade anti-
nociceptiva do citral, camundongos foram pré-tratados com WAY 100635 0,1 mg/kg i.p
(antagonista 5 HT;4), ketanserina 1 mg/kg i.p (antagonista 5 HT,4) , ondansetron 0,5
mg/kg i.p (antagonista 5 HT34) 30 min antes do tratamento oral com o citral (100
mg/kg, p.o, dose de citral que apresenta maior atividade nos modelos de nocicepcao
crOnica e lesdo aguda por incisdo) no teste da formalina como descrito anteriormente.
Através deste modelo experimental e foi possivel avaliar a participagcdo do sistema
serotonérgico bem como o envolvimento dos diferentes tipos de receptores envolvidos
na nocicepgao.
2.4.2.2. Participacao de receptor opidide na anti-nocicepcao (Santos e cols., 1999 e
Santos e cols., 2005 com modificacdes)

Para avaliar a participacao de receptores opidides na atividade anti-nociceptiva
do citral, os camundongos foram pré-tratados com naloxona (antagonista de receptor
opidide) 1 mg/kg ou 2mg/kg (i.p), 30 min antes do tratamento oral com o citral 100
mg/kg, no teste da formalina como descrito anteriormente. Morfina 2,5 mg/kg (s.c) foi

utilizada para o controle da reversao da anti-nocicepgao.
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2.4.2.3. Participacido do 6xido nitrico na anti-nocicep¢ao (Santos e cols., 1999 e
Santos e cols., 2005 com modificagdes)

Com a finalidade de investigar o papel do 6xido nitrico na anti-nocicepgao
causada pelo citral, camundongos foram pré-tratados com salina (5 ml /kg, i.p) ou I-
arginina (600 mg /kg, i.p., um precursor do 6xido nitrico). Apds 30 minutos, os animais
receberam citral (100 mg kg, p.o), No-nitro-l-arginina (l-name, 75 mg/kg, i.p., um
inibidor da sintese de 6xido nitrico) ou veiculo (10 ml/kg, p.o). A resposta nociceptiva
induzida pela formalina foi registrada 60, 30 e 60 min depois da administracao de

citral,l-name ou veiculo, respectivamente.

2.4.3. Inducao de nocicepcio pelo glutamato (Beirith e cols., 2002 com
modificagdes)

Com o intuito de avaliar o envolvimento da ag¢do do citral com o sistema
glutamatérgico periférico, 30 pmol de glutamato foram administrados por inje¢ao
intraplantar em um volume final de 20 pl. Os animais tratados oralmente com veiculo e
citral (100 mg/kg) foram observados por 15 mim seguidos apos a inje¢dao. A quantidade
de tempo em segundos que o animal lambeu a pata foi considerada como indicativo de
dor.

2.4.4. Nocicepcao induzida por forbol miristato acetato (PMA) (Siebel e cols., 2004;
com modificagdes)

Com o intuito de avaliar o envolvimento da proteina quinase C na agdo anti-
nociceptiva do citral, 20 pul de PMA, um ativador de proteina quinase C (100 pmol/pata
preparada em salina) foram injetados na superficie ventral plantar da pata direita dos
camundongos de maneira similar ao descrito previamente por Siebel e cols., 2004. Os
animais foram observados individualmente no periodo de 15 a 45 min apos a injecdo

intraplantar de PMA. A quantidade de tempo em segundos que o animal lambe a pata
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foi registrada no crondmetro e considerada como indicativo de nocicepgdo. Os
camundongos foram tratados com citral (100 mg/kg, p.o) ou veiculo (10 ml/kg, p.o), 60

min anteriores a inje¢do de PMA.

2.4.5. Nocicepcio induzida por mentol

Com o intuito de avaliar o envolvimento de receptores TRPMS8 no mecanismo
de agdo anti-nociceptivo do citral, um volume de 20 pl de mentol (2,4 pmol/pata
preparada em DMSO) foi injetado na superficie ventral plantar da pata direita dos
camundongos (Cordova e cols., 2004 com modificagdes). Os camundongos foram
observados individualmente durante 20 min apos a inje¢do de mentol. A quantidade de
tempo em segundos que o animal lambeu a pata foi registrada e considerada indicativa
de nocicep¢do. Os camundongos foram tratados com citral (100 mg/kg, p.o) ou veiculo

(10 ml/kg, p.o), 60 min antes da inje¢ao de mentol.

2.4.6. Nocicepcao induzida por cinamaldeido (Bautista e cols., 2006)

Para avaliar o envolvimento dos receptores TRPA1 no mecanismo de agdo do
citral, 20 pl de cinamaldeido (30 nmol/pata preparado em salina) foram injetados na
superficie ventral da pata direita. Os camundongos foram observados individualmente
durante 5 minutos apos a inje¢do de cinamaldeido (Andrade e cols., 2008). A
quantidade de tempo em segundos que o animal lambeu a pata foi registrada e
considerada indicativa de nocicep¢do. Os camundongos foram tratados com citral (100

mg/kg, p.o) ou veiculo (10 ml/kg, p.o), 60 min antes da inje¢do de cinamaldeido.

2.4.7. Nocicepcao induzida por capsaicina (Sakurada e cols., 1992)
Com a finalidade de avaliar o envolvimento de receptores TRPV1 na agdo
nociceptiva do citral, 20 pl de solugdo de capsaicina (2 pg/pata preparado em salina e
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10% de DMSO) foi injetada na superficie ventral da pata direita. Os camundongos
foram observados individualmente durante 5 min apds a injecdo de capsaicina. A
quantidade de tempo em segundos que o animal lambeu a pata foi registrada e
considerada como indicativo de nocicepgao. Os camundongos foram tratados com citral

(100 mg/kg, p.o) ou veiculo (10 ml/kg, p.o), 60 min antes da injecdo de capsaicina.

2.4.8. Nocicepcdo induzida por injecio intratecal de agonistas glutamatérgicos,
substancia P, capsaicina, e TNF-a

Com o intuito de evidenciar os mediadores relacionados com a a¢ao nociceptiva
do citral em nivel central, agonistas glutamatérgicos, substancia P (SP), capsaicina e
TNF-a foram administrados por via intratecal. O procedimento utilizado foi similar ao
descrito por Gadotti e cols., (2006). As administragdes foram realizadas com o
camundongo acordado, contidos manualmente, ¢ uma agulha adaptada a uma
microseringa de 25 uLL (Hamilton) foi inserida entre as vértebras L5-L6 dentro do espaco
subdural, utilizando o método descrito por (Hylden e Wilcox, 1980). As injecdes foram
administradas durante o periodo de 5 segundos, € a resposta nociceptiva foi avaliada
ap6s a administracdo de NMDA (agonista seletivo de receptores ionotropicos
glutamatérgicos do subtipo NMDA, 450 pmol/sitio), trans-ACPD (agonista de receptores
glutamatérgicos metabotrépicos do grupo I e II, 50 nmol/sitio), substancia P (agonista
preferencial de receptores NK1, 100 pmol/sitio), capsaicina (agonista de receptores
TRPV1, 100 pmol/sitio) e TNF-a (0,1 pg/sitio) em um volume final de 5 pl por sitio. O
tempo que o animal permaneceu lambendo ou mordendo as patas posteriores, abdémen
ou cauda foi cronometrado e registrado como indicativo de nocicepgdo. Neste modelo,
uma mordida ¢ definida como um simples movimento da cabega em direcdo ao abdomen

ou membros posteriores, resultando no contato do focinho do animal com o 6rgao alvo.
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Os animais foram tratados via oral com veiculo (tween 80 a 1%) ou 100 mg/kg de citral.
O comportamento nociceptivo foi avaliado imediatamente apds a inje¢do e observado de
acordo com o tempo padronizado para cada agonista: NMDA: 5 min; trans-ACPD: 15

min; SP: 6 min; capsaicina: 6 min; TNF-a: 15 min.

2.4.9. Avaliacio do efeito do citral na inflamacio neurogénica no modelo de edema
de orelha induzido pelo xilol

O xilol possui agdo pro-inflamatéria aguda de origem predominantemente
neurogénica mediada pelos neurOnios sensiveis a capsaicina. Ha evidencias do
envolvimento da substancia P e peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) na
ativacdo das fibras sensoriais pelo xilol. Nesse modelo experimental, substancia P
provoca extravasamento de plasma (e consequentemente edema) através da ativacao de
receptores NK1 (neurocininas) nas células do endotélio vascular, enquanto que CGRP
potencializa o efeito da substancia P através da inducdo de vasodilatagcao (Geppetti e

cols., 1996).

Para indugdo de edema de orelha, 40 ul de xilol foram aplicados na superficie da
orelha esquerda dos camundongos (20 ul na face anterior da orelha, 20 pul na face
posterior). A orelha direta foi utilizada como controle. Os animais foram tratados 90
minutos antes da indu¢do do edema com veiculo (p.o), citral 100 ou 300 mg/ kg (p.o).
Animais tratados com dexametasona (5 mg/kg, i.p), 2 horas antes da indu¢do do edema,
foram utilizados como controle positivo do experimento. Uma hora ap6s a inducdo do
edema pela aplicagdo topica de xilol, os camundongos foram mortos e uma seccio
circular (8 mm de diametro) de suas orelhas esquerdas e direitas foram retiradas com o

auxilio de um puncher (perfurador).
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O edema foi expresso através da diferenga de massa (em miligramas) entre a
orelha esquerda e a orelha direita (Swingle e cols., 1981 com modificagdes).

2.4.10. Avaliacio do efeito do citral no modelo de edema de orelha induzido pelo
acido araquidonico (Young e cols., 1983)

Para avaliar o efeito anti-inflamatoério do citral e seu envolvimento na cascata do
acido araquidonico, 2 mg de acido araquidonico foram aplicados na superficie da orelha
esquerda dos camundongos (10 pl na face anterior da orelha, 10 pl na face posterior)
para inducdo de edema de orelha. A orelha direta foi utilizada como controle. Os
animais foram tratados 90 minutos antes da indug¢do do edema com veiculo (p.o), citral
100 ou 300 mg/ kg (p.o). Animais tratados com dexametasona (5 mg/kg, i.p), 2 horas
antes da indu¢do do edema, foram utilizados como controle positivo do experimento.
Uma hora apods a inducdo do edema pela aplicacao topica de acido araquiddnico, os
camundongos foram mortos € uma sec¢ao circular (§ mm de didmetro) de suas orelhas
esquerdas e direitas foram retiradas com o auxilio de um puncher (perfurador).

O edema foi expresso através da diferenga de massa (em miligramas) entre a

orelha esquerda e a orelha direita.

2.5. Avaliacgao do citral em modelos de aplicabilidade terapéutica

Na proposta de avaliar o potencial do citral para aplicagdao na terapéutica clinica
foram utilizados trés diferentes modelos de nocicep¢do em camundongos: 1) lesdo
incisional (que caracteriza a dor aguda pos-operatdria em humanos) , 2) lesdo pods
isquemia e reperfusdo (que caracteriza a Sindrome da Dor Complexa Regional do tipo |
em humanos) e 3) constricdo parcial do nervo ciatico (modelo de dor neuropatica
periférica). Apos a indugdo das lesdes, os camundongos foram submetidos a

tratamentos prolongados com citral e avaliagdes diarias do limiar sensorial mecénico
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através do filamento de von Frey (0.4g). Esses modelos animais caracterizam processos
patologicos comumente registrados na clinica médica e que ainda representam grande
desafio no tratamento da dor aguda e cronica, tais como dor pds-operatoria, sindrome da
dor complexa regional-I e dor neuropatica decorrente de lesdo ou compreensao nervosa.

Os procedimentos experimentais estao descritos detalhadamente a seguir:

2.5.1. Alodinia mecanica (von Frey)

Para analisar o limiar sensorial mecanico foi registrado a frequéncia de
resposta ao filamento de von Frey nos modelos de lesdo incisional, lesdo pos isquemia-
reperfusdo e constrigdo parcial do nervo ciatico. A freqliéncia de retirada da pata para
10 aplicacdes do filamento de von Frey (0,4 g) (VFH, Stoelting, Chicago, USA) foi
utilizada como indicativo de resposta, de maneira similar ao realizado por Baggio e
cols., (2010). No dia anterior a indugdo da lesdo, os animais foram submetidos ao teste
para caracterizacdo da resposta basal (pontuado no eixo da abcissa como “pré’’).
Apenas os animais que apresentaram uma porcentagem de resposta abaixo de 20%
foram utilizados para os procedimentos de indu¢ao de nocicepg¢do cronica.

O teste foi realizado utilizando-se de uma plataforma de (70 x 40 cm), que
consiste em uma tela de arame com malha de 6 mm (figura 3 A). Para facilitar a
aplicacdo do filamento na superficie ventral da pata posterior, os animais foram
colocados individualmente em uma camara de observagao feita em acrilico (9 x 7 x 11
cm), sem fundo e coberta com tampa, posicionada sobre a plataforma (Pitcher e cols.,
2004) (figura 3 B). Antes das avalia¢des, os animais foram previamente ambientados na
caixa acrilica durante o tempo minimo de 15 min ou até o término do comportamento
exploratorio do animal.

Ap0s a indugdo da lesdo, o filamento de von Frey (0,4g) foi aplicado na pata

lesada, atendendo a pelo menos 3 critérios: 1) aplica¢do feita perpendicularmente a
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superficie plantar com pressao suficiente para proporcionar a curvatura do filamento,
obtendo-se assim pressdo total; 2) a avaliacdo foi feita apenas quando as quatro patas
estavam acomodadas sobre a tela; 3) a resposta de retirada foi considerada apenas

quando o animal remove totalmente a pata da tela de apoio.

Figura 3: Plataforma de arame para avaliagdo dos animais através dos filamentos de von
Frey. A) Plataforma apoiada na mesa de observacao B) visao ampliada: caixa de acrilico

compartimentalizada para observagdo individual dos camundongos Fotografia: Catarine
Nishijima (2011).

2.5.2. Avaliagao do efeito do citral na dor aguda po6s-operatoria (DPO) em modelo

de lesdo incisional em camundongos

Com o intuito de avaliar o efeito do citral na dor pds-operatéria aguda, foi
utilizado o modelo de lesdo incisional seguido de tratamento prolongado com o citral. A
incisdo plantar foi realizada em camundongos como descrito por Pogatzki e Raja
(2003). Os animais foram anestesiados com 1-2% de isoflurano aplicado através de
uma mascara nasal (figuras 4 A e B). Apos a preparagdo estéril da pata traseira direita,
uma incisdo de 5 mm longitudinal foi feita através da pele e fiscia da parte plantar do pé
com um bisturi de lamina niimero 11. A incisdo teve inicio a 2 mm da extremidade
proximal do calcanhar em direcdo aos dedos dos pés. O musculo plantar foi elevado

com um forceps, mantendo a origem e insercdo do musculo intacto. Apos a incisdo, a
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pele foi suturada com um fio de nylon 6-0 e a sutura foi coberta com 10% de solugao
povidine-iodo® (figura 5).

No dia seguinte, os animais submetidos a lesdo incisional foram
selecionados, descartando os camundongos que apresentaram freqiiéncia de resposta
inferior a 60 % ao estimulo mecanico aplicado pelo filamento de von Frey. A freqiiéncia
de resposta dos animais selecionados foram registrados ¢ pontuados no grafico no eixo
da abcissa como "pos”’.

Em seguida, os animais foram distribuidos de forma homogéne de acordo
com suas freqliéncias de resposta, evitando assim, a formac¢do de grupos tendenciosos
que apresentem maior ou menor freqiiéncia de resposta anterior ao tratamento. Dessa
maneira, os camundongos selecionados foram distribuidos homogeneamente e
receberam os respectivos tratamentos orais: veiculo (tween 80 a 1%), citral nas doses de
2.5, 25, 100 ou 300 mg/kg. Uma hora apds os tratamentos, iniciou-se a avaliacdo dos
animais, que foi realizada de hora em hora em um periodo de 4 horas (time-course).
Através da avaliagdo time-course determina-se a dose € o tempo apds a administragao

em que o citral apresenta maior efeito no modelo de lesdo incisional para assim, serem

utilizados durante os 06 dias subseqiientes de avaliagao.

Figura 4: Sistema de anestesia por isoflurano A) vaporizador contendo
anestésico liquido acoplado ao baldo de oxigénio com fluxo reguldvel. B)

Mascara de anestésico colocada na regido nasal do camundongo. Fotografia:
Catarine Nishijima (2011)
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Figura 5 — Fotografias de diferentes estagios do procedimento cirurgico (padronizagao
em ratos) A) incisdo longitudinal de 1 cm feita através da pele e fascia iniciando a 0,5
cm da extremidade proximal do calcanhar se estendendo pela linha média do pé. B) O
musculo plantar ¢ elevado e feito uma incisao longitudinal. C) depois da hemostase a
incisdo ¢ suturada. D) cicatrizagdo, 5 dias depois da incisdao. Fonte: Brennann e cols. ,
1996.

2.5.3. Avaliacgao do efeito do citral na sindrome da dor complexa regional do tipo I

em modelo cronico de lesdo por isquemia e reperfusio (DCIR)

Com o intuito de avaliar o efeito do citral na sindrome da dor complexa regional
do tipo I (SDCR-I) foi realizado o modelo cronico de lesdo por isquemia e reperfusdo
seguido de tratamento prolongado com o citral. Para realizagdo da isquemia, os
camundongos foram anestesiados com injecdo intraperitoneal de hidrato de cloral (7%,
0,6 ml/kg) (Quintdo e cols., 2006). Apds a verificacdo do estado de consciéncia do
animal, foi posicionado um anel eldstico com 1,2 mm de didmetro interno (Elastico
Ligadura 000-1237 marca: Uniden) proximal a articula¢do do tornozelo direito de modo
a fazer um torniquete. Experimentos prévios indicam que aproximadamente 40% dos

animais ndo desenvolvem alodinia mecanica aos filamentos de von Frey mesmo apos o
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estabelecimento da lesdo isquémica. Portanto, foram utilizados 15 animais por grupo no
para que em média 8 a 10 animais por grupo possam ser avaliados posteriormente.

Os animais foram mantidos anestesiados durante o periodo de 3 horas com
refor¢os anestésicos de 20% da dose inicial (se necessario). Apds 3 horas, o anel foi
cortado permitindo assim a reperfusdo da pata. Depois do corte do anel, os animais
permaneceram proximos a uma lampada até retornarem a locomocdo dentro da caixa,
voltando em seguida para o biotério do laboratorio. No dia seguinte, os animais foram
selecionados, descartando os camundongos que apresentaram freqiiéncia de resposta
inferior a 60 % ao estimulo mecanico aplicado pelo filamento de von Frey. A freqliéncia
de resposta dos animais selecionados foram registrados e pontuados no grafico no eixo
da abcissa como ‘pos’’. No segundo dia apds a lesdo por isquemia-reperfusao (fase
inicial), os animais foram distribuidos de forma homogénea de acordo com suas
freqliéncias de resposta, evitando assim, a formagdo de grupos tendenciosos que
apresentem maior ou menor freqii€ncia de resposta anterior ao tratamento.

Dessa maneira, os camundongos selecionados foram distribuidos
homogeneamente entre os grupos e receberam os respectivos tratamentos orais: veiculo
(tween 80 a 1%), citral nas doses de 25, 100 ou 300 mg/kg. Uma hora apods os
tratamentos, iniciou-se a avaliagdo dos animais, que foi realizada de hora em hora
durante 4 horas ou até a sustancia teste perder o seu efeito (time-course). Através da
avaliacao time-course pode-se determinar a dose e o tempo em que o citral apresentou
maior atividade no modelo de lesdao pos isquemia-reperfusao na fase inicial.

Mesmo procedimento (sele¢do dos animais, distribuicdo, registro das respostas
ao filamento de von Frey antes dos tratamentos e avaliagcdo time-course) foi realizado
no 7° dia apds a lesdo por isquemia-reperfusdo (fase tardia). A fase tardia desse modelo

caracteriza a dor neuropdtica cronica na sindrome da dor complexa regional do tipo I.
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Através da avaliagdo time-course determinou-se a dose e o tempo de administragdo mais
efetivos para a acdo do citral, assim, os registros do estimulo mecanico ao filamento de
von Frey e o tratamento prolongado com o citral ou veiculo prosseguiram por mais 8
dias (8° dia ao 15° dia apds lesdo por isquemia-reperfusdo). Houve suspensdo do
tratamento prolongado com o citral no 12° e 13° dia apos a lesdo isquemia-reperfusao,

retomando o tratamento no 14° dia.

2.5.4. Modelo cronico de dor neuropatica induzida pela constri¢ao parcial do nervo
ciatico (CPNC)

Camundongos foram previamente anestesiados com isoflurano, como descrito
anteriormente. Apos a verificagdo do estado de consciéncia do animal (através do
pincamento da cauda e das pregas interdigitais), efetuou-se a tricotomia da area a ser
operada (coxa direita). Em seguida, fez-se uma incisao curvilinea no hemicorpo direito
do animal, iniciando acima e medialmente ao trocanter maior do fémur e terminando
proximo a fossa poplitea, ao nivel da inser¢ao dos musculos isquio-tibiais. A exposi¢ao
do nervo ciatico ¢ alcangada apos a divulsao dos musculos semitendinoso e reto femoral
e entdo foi realizada incisao no membro inferior direito a fim de expor o nervo cidtico
(Bennett e Xie,1988). Em seguida, aproximadamente 1/2 a 2/3 do nervo cidtico foi
amarrado com o auxilio de fio de sutura. Em camundongos falso—operados (sham), o
nervo cidtico foi exposto utilizando o mesmo procedimento cirirgico, mas sem sofrer
constri¢ao. A divulsdo muscular foi reparada com 2 pontos de sutura com fio absorvivel
e realizada a assepsia no local com anti-séptico (Povidine®). Apos a cirurgia, os
animais permaneceram proximos a uma lampada acessa como fonte de calor até
retornarem a se locomoverem pela caixa, retornando entdo ao biotério do laboratdrio.

Uma semana depois, os animais foram selecionados, descartando os

camundongos que apresentaram frequéncia de resposta inferior a 60 % ao estimulo
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mecanico aplicado pelo filamento de von Frey. A frequéncia de resposta dos animais

selecionados foram registrados e pontuados no grafico no eixo da abcissa como ""pds”’.
Os animais foram distribuidos em 6 grupos de forma homogénea de acordo com

suas frequéncias de resposta, evitando assim, a formag¢do de grupos tendenciosos que

apresentem maior ou menor frequéncia de resposta anterior ao tratamento:

e Grupo 1 (Sham) - Animais operados sem constricdo do nervo ciatico e
que ndo receberam tratamento (falso-operado) usado como controle (da
cirurgia);

e Grupo 2 (Naive) - Animais ndo-operados que nao foram submetidos a
constri¢ao do nervo cidtico, este grupo também ndo recebeu tratamento;

e Grupo 3 - Animais operados e submetidos a constricdo do nervo ciatico
e tratados com veiculo (tween 80 a 1 %);

e Grupos 4, 5 e 6 - Animais operados e submetidos a constricado do nervo
ciatico e tratados via oral com citral nas doses de 25, 100 ou 300 mg/kg.

Uma hora apos os tratamentos, iniciaram-se as avaliagdes dos animais, que
foram realizadas de hora em hora durante 4 horas (time-course). Através da avaliagao
time-course determinou-se a dose € o tempo que o citral apresenta maior atividade no
modelo de constricdo parcial do nervo cidtico (caracterizando a dor cronica
neuropatica). Durante 09 dias subsequentes a constricdo parcial do nervo, os
camundongos foram avaliados e tratados diariamente com veiculo (p.o) ou citral 100
mg kg (p.o) (grafico constri¢cdo parcial didrio). Nos 6° e 7° dia o tratamento com o citral

foi suspenso, retornando no 8° dia.
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2.6. Analise Estatistica

Os resultados foram expressos na forma de média * erro padrdo da média
(e.p.m) dos parametros obtidos. Os valores médios obtidos foram submetidos a analise
de variancia de uma via (ANOVA), seguida pelo teste a posterior de Dunnett ou teste t
ndo-pareado para comparacao entre 2 grupos, com nivel de significancia minimo de
p<0,05. Para andlise dos dados de freqiiéncia de retirada da pata na alodinia mecanica
foi empregado a Andlise de Variancia ANOVA, seguido pelo teste de Bonferroni, para

multiplas comparacdes. Foi utilizado o software Graph Pad Prism 5.01.

3. RESULTADOS:

No teste da formalina, citral na dose de 300 mg/kg (p.o) apresentou atividade
anti-nociceptiva tanto na fase neurogénica como na fase inflamatoria. A substancia
perde seu efeito na fase neurogénica quando a dose foi reduzida para 100 mg/kg, no
entanto, sua a¢ao na fase inflamatdria se manteve. Ja a administragdo oral do citral na

dose de 25 mg/kg nao demonstra atividade em ambas as fases (graficos 1 e 2).
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Gréfico 1: Efeito da administracdo oral do citral nas doses de 25, 100 ou 300 mg/kg, na
fase neurogénica no modelo de nocicep¢do induzida por inje¢do intraplantar de
formalina em camundongos. ANOVA seguido de teste Dunett. *** p < 0,001.
Tratamentos em relagdo ao grupo controle (veiculo). Os valores representam a média +
erro padrao da média.
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Grafico 2: Efeito da administracao oral do citral nas doses de 25, 100 ou 300 mg/kg, na
fase inflamatoria no modelo de nocicepcdo induzida por injecdo intraplantar de
formalina em camundongos. ANOVA seguido de teste Dunett. ** p < 0,01 *** p <
0,001. Tratamentos em relacdo ao grupo controle (veiculo). Os valores representam a
média + erro padrao da média.

O grafico 3 mostra o efeito do citral no aumento do tempo de laténcia de retirada
da pata na placa quente (56° C) apenas na maior dose. O efeito anti-nociceptivo nesse
modelo foi restrito apenas aos 90 min apos a administracdo da substancia. Citral nao
apresentou atividade nesse modelo aos 30, 60 ¢ 120 min apds a sua administragdao

(dados nao mostrados).
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Grafico 3: Efeito da administracdo oral de citral nas doses de 100 ou 300 mg/kg na
nocicep¢ao térmica induzida pela placa quente (56° C) em camundongos. ANOVA
seguido de teste Dunett. ** p < 0,01 *** p < 0,001. ns: diferenga nao-significativa.
Tratamentos em relacdo ao grupo controle (veiculo). Os valores representam a média +
erro padrao da média.

Levando-se em conta o tempo de agao do citral (90 min apds a administragao)
no modelo da placa quente, avaliamos o efeito do citral no edema de orelha induzido
pelo xilol nas doses de 100 ou 300 mg/kg, 90 min apds sua administragcdo oral. Assim

como no modelo da placa quente, apenas a dose de 300 mg/kg apresentou significante

atividade anti-nociceptiva. Os resultados estao dispostos no grafico 4.
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Grafico 4: Efeito da administragdo oral de citral nas doses de 100 ou 300 mg/kg no
edema de orelha induzido pelo xilol em camundongos. ANOVA seguido de teste

Dunett. * p < 0,05 ** p <0,01. Tratamentos em relagdo ao grupo controle (veiculo). Os
valores representam a média = erro padrao da média.

Da mesma maneira, avaliamos a atividade anti-edematogénica do citral frente a
inducdo do edema de orelha induzido pela aplicagdo topica de acido araquiddnico
(grafico 5). Ambas as doses testadas nao foram capazes de inibir o processo

edematogénico.
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Grafico 5: Efeito da administracdo oral de citral nas doses de 100 ou 300 mg/kg no
edema de orelha induzido pelo 4cido araquidonico em camundongos. ANOVA seguido
de teste Dunett. ** p < 0,01. Tratamentos em relagdo ao grupo controle (veiculo). Os
valores representam a média + erro padrdo da média.

O efeito do citral (100 ou 300 mg/kg, p.o) na performance locomotora foi
realizada através dos modelos de campo aberto e barra giratoria, 90 minutos apds sua
administracao por via oral. Em ambos os modelos, nenhuma das doses do citral alterou
a performance locomotora dos animais (graficos 6 € 7). Dessa forma entdo, realizou-se a

avaliacdo do efeito do citral em modelos que caracterizam quadros de hipernocicepgao

recorrentes na clinica.
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Grafico 6: Efeito da administracdo oral de citral nas doses de 100 ou 300 mg/kg no
campo aberto em camundongos. ANOVA seguido de teste Dunett. Tratamentos em
relacdo ao grupo controle (veiculo). Os valores representam a média + erro padrao da
média.
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Grafico 7: Efeito da administrag@o oral de citral nas doses de 100 ou 300 mg/kg na barra
giratoria em camundongos. ANOVA seguido de teste Dunett. ** p < 0,01. Tratamentos
em relacdo ao grupo controle (veiculo). Os valores representam a média + erro padrao
da média.
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No modelo de incisdo intraplantar, verificamos que todas as doses do citral,
exceto a dose de 2,5 mg/kg, inibiu a alodinia mecanica durante 3 horas apos a
administracdo. Na dose de 300 mg/kg a agdo anti-nociceptiva do citral foi alcangada
apenas na primeira hora, perdendo bruscamente seu efeito a partir da segunda hora. O

efeito maximo foi obtido na dose de 100 mg/kg , duas horas apds o tratamento (grafico

8).

Dor pés inciséo (time course)
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Grafico 8: Efeito da administragdo oral de citral nas doses de 2,5, 25, 100 ou 300 mg/kg
na dor pos operatoria durante 4 horas no modelo de nocicep¢ao induzida por incisdao
intraplantar em camundongos. ANOVA seguido de teste Bonferroni. * p < 0,05 ** p <
0,01 *** p < 0,001 . Tratamentos em relacdo ao grupo controle (veiculo). Os valores
representam a média + erro padrao da média.

Um dia ap6s a indugdo da dor pds operatoria, os animais foram submetidos a
placa quente na temperatura de 48° C. Para tal analise, utilizamos apenas a melhor dose
efetiva (100 mg/kg). Observamos que citral aumentou o tempo de laténcia para a

resposta de retirada de pata, em relagdo ao grupo veiculo-operado, para médias similares

ao grupo naive (grafico 9).
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Grafico 9: Efeito da administracao oral de citral 100 mg/kg apds um dia a indugdo da
dor pds-operatéria no modelo de placa quente em camundongos. ANOVA seguido de
teste Dunnett. * p < 0,05, # grupo naive com diferenca estatistica significante em
relacdo ao controle (veiculo-operado). Os valores representam a média £ erro padrao da
média.

Prosseguimos a avaliacao do citral (100 mg/kg, p.o) na dor pds-operatdria, por
mais 6 dias consecutivos. As avaliacdes da nocicepcao foram realizadas duas horas apos
a administragdo. O tratamento dos animais com o citral promoveu diminui¢dao
significativa da alodinia em relagdo ao controle até 4 dias apos a inducdo da lesdao pela

incisdo. Entretanto, ha uma diminuicdo natural da frequéncia de resposta ao estimulo

mecanico, em decorréncia da cicatrizagdo da pata (grafico 10).
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Dor pos inciséo (diario)
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Grafico 10: Efeito da administragdo oral de citral 100 mg/kg na dor pos operatoria
durante 06 dias no modelo de nocicep¢do induzida por incisdo intraplantar em
camundongos. ANOVA seguido de teste Bonferroni. * p < 0,05 ** p < 0,01 *** p <
0,001 . Tratamentos em relacdo ao grupo controle (veiculo). Os valores representam a
média + erro padrao da média.

Citral ndo apresentou efeito na alodinia mecanica na fase inicial (2° dia apds a
lesao) no modelo de lesao induzida por isquemia e reperfusdo em nenhum das doses
testadas (grafico 11). Entretanto, na fase tardia (7° dia apos a indugao da lesdo), citral na
dose de 100 mg/kg administrado oralmente foi capaz de diminuir a alodinia mecanica
durante 3 horas apds sua administracdo. As doses de 25 mg/kg e 300 mg/kg nao

apresentaram atividade (grafico 12).
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Grafico 11: Efeito da administragdo oral de citral nas doses de 25, 100 ou 300 mg/kg na
Sindrome da Dor Complexa Regional do tipo I no modelo de nocicep¢ao induzida por
isquemia e reperfusdo (fase inicial, 2° dia) em camundongos. ANOV A seguido de teste
Bonferroni. Tratamentos em relagcdo ao grupo controle (veiculo). Os valores
representam a média + erro padrao da média.
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Gréfico 12: Efeito da administracdo oral do citral nas doses de 25, 100 ou 300 mg/kg na
Sindrome da Dor Complexa Regional do tipo I no modelo de nocicepgdo induzida por
isquemia e reperfusdo (fase tardia, 7° dia) em camundongos. ANOVA seguido de teste
Bonferroni. *** p < 0,01 *** p < 0,001 . Tratamentos em relagdo ao grupo controle
(veiculo). Os valores representam a média =+ erro padrao da média.
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Assim, observou-se o efeito do citral por mais 09 dias, através do tratamento
diario com o citral (100 mg/kg), e avaliagdo dos camundongos ao estimulo mecanico
pelos filamentos de von Frey uma hora apos o tratamento (grafico 13). Quando o
tratamento foi suspendido no 6° e 7° dia apds o inicio do tratamento, citral deixa de
exercer efeito na alodinia mecanica. Entretanto, apds o retorno do tratamento, citral

continua exercendo atividade, indicando que citral ndo induz tolerancia.

Dor Pés Isquemia-Reperfusao (diario)
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Grafico 13: Efeito da administragdo oral de citral na dose de 100 mg/kg na Sindrome da
Dor Complexa Regional do tipo I no modelo de nocicep¢ao induzida por isquemia e
reperfusdo (na fase tardia, durante 9 dias) em camundongos. ANOVA seguido de teste
Bonferroni. *** p < 0,001 . Tratamentos em relacao ao grupo controle (veiculo). Os
valores representam a média + erro padrao da média.

O gréafico 14 mostra a acdo do citral na neuropatia induzida pela constricdo
parcial do nervo ciatico e novamente, citral na dose de 100 mg/kg apresentou melhor
atividade em relacdo as outras doses testadas. Citral na dose de 300 mg/kg possui

atividade apenas uma hora apds sua administragdo perdendo bruscamente seu efeito a

partir da segunda hora .
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Grafico 14: Efeito da administragdo oral de citral nas doses de 25, 100 ou 300 mg/kg na
neuropatia induzida pela constrigdo parcial do nervo cidtico durante 4 horas em
camundongos. ANOVA seguido de teste Bonferroni. ** p < 0,01 *** p < 0,001 .
Tratamentos em relacdo ao grupo controle (veiculo). Os valores representam a média +
erro padrao da média.

Prosseguimos entdo a avaliacdo por mais 09 dias, com o tratamento prolongado
com citral (100 mg/kg) e observagdes foram feitas 2 horas apds o tratamento. O grupo
de animais tratados passa a apresentar resposta hipernociceptiva quando suspendemos o
tratamento e volta a reduzir a resposta a partir do 8° dia apos o inicio do tratamento,

indicando que citral ndo induziu tolerancia (grafico 15).
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Constricao parcial do nervo ciatico (diario)
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Grafico 15: Efeito da administracdo oral de citral na dose de 100 mg/kg na neuropatia
induzida por constricdo parcial do nervo ciatico em camundongos durante 9 dias.
ANOVA seguido de teste Bonferroni. * p < 0,05 ** p < 0,01 *** p < 0,001.
Tratamentos em relacdo ao grupo controle (veiculo). Os valores representam a média +
erro padrao da média.

Os animais nao-operados (naive) e falso-operados (sham) também foram
avaliados a fim de garantir que a resposta de hipernocicepgao provocada pelo filamento
de von Frey ocorre devido ao procedimento de constrigdo do nervo, bem como para

constatar que o estimulo aplicado pelo filamento ¢ ind6cuo em animais ndo lesionados

(grafico 16).
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Grafico 16: Registro das frequéncias de respostas dos grupos controle (veiculo), naive
(ndo-operado) e sham (falso-operado) no modelo de constrigao parcial do nervo cidtico.
Citral (100 mg/kg, p.o) foi capaz de diminuir a nocicepg¢ao induzida pela injecao
intraplantar de glutamato (grafico 17), bem como a nocicep¢ao induzida pela injecao
intratecal de agonistas de receptores glutamatérgicos metabotrdpicos e ionotropico,

trans-ACPD e NMDA, respectivamente (grafico 18).
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Grafico 17: Efeito da administracao oral do citral na dose de 100 mg/kg na nocicepcao
induzida pela injecao intraplantar de glutamato em camundongos. ANOVA seguido de
teste t. ** p < 0,01. Tratamento em relagdo ao grupo controle (veiculo). Os valores
representam a média + erro padrdo da média.

O comportamento bitting induzido pela injecao intratecal de substancia P (SP) e
TNF- a ¢ significativamente diminuido pelo tratamento oral com o citral na dose de 100

mg/kg (p.o). Entretanto, citral potencializa o comportamento de bitting provocado pela

injecao intratecal de capsaicina (grafico 18).
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Grafico 18: Efeito da administragdo oral de citral na dose de 100 mg/kg na inducao de
nocicepg¢ao induzida por injecao intratecal de TNF-a, substancia P, capsaicina, agonista
NMDA e trans ACPD em camundongos. ANOVA seguido de teste t. * p < 0,05 **p<
0,01 *** p < 0,001 . Tratamentos em relacdo ao grupo controle (veiculo). Os valores
representam a média + erro padrao da média.

Citral (100 mg/kg, p.o) € capaz de inibir significativamente o comportamento de
licking induzido pela inje¢do intraplantar de cinamaldeido, mentol e forbol miristato

(graficos 20, 21 e 22). Porém, sem efeito na inducdo da nocicep¢ao induzida pela

capsaicina administrada pela via intraplantar (grafico 19).
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Grafico 19: Efeito da administracao oral do citral na dose de 100 mg/kg na nocicepgao
induzida pela inje¢do intraplantar de capsaicina em camundongos. ANOVA seguido de
teste t. Tratamento em relacdo ao grupo controle (veiculo). Os valores representam a
média + erro padrao da média.
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Grafico 20: Efeito da administracao oral do citral na dose de 100 mg/kg na nocicepgao
induzida pela inje¢do intraplantar de cinamaldeido em camundongos. ANOVA seguido
de teste t. * p < 0,05. Tratamento em relagdo ao grupo controle (veiculo). Os valores
representam a média + erro padrao da média.
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Grafico 21: Efeito da administracao oral do citral na dose de 100 mg/kg na nocicepcao
induzida pela injecdo intraplantar de mentol em camundongos. ANOVA seguido de
teste t. ** p < 0,01. Tratamento em relacdo ao grupo controle (veiculo). Os valores
representam a média + erro padrdo da média.
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Grafico 22: Efeito da administracao oral do citral na dose de 100 mg/kg na nocicepgao
induzida pela inje¢do intraplantar de forbol miristato em camundongos. ANOVA
seguido de teste t. * p < 0,05. Tratamento em relagdo ao grupo controle (veiculo). Os
valores representam a média + erro padrao da média.
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Com a finalidade de avaliar o papel do sistema serotonérgico no mecanismo de
acdo anti-nociceptivo do citral foi realizado pré-tratamento com os antagonistas
serotonérgicos ketanserina, ondansetron e WAY 100635 no teste da formalina. Apenas

o pré-tratamento com ketanserina foi capaz de reverter o efeito do citral (grafico 23).
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Grafico 23: Avaliacdo do envolvimento do sistema serotonérgico no efeito anti-
nociceptivo do citral administrado oralmente na dose de 100 mg/kg. ANOVA seguido
pelo teste t. * p < 0,05, *** p < 0,001 . Tratamentos em relagdo ao grupo controle
(veiculo). Os valores representam a média + erro padrao da média.

Citral (100 mg/kg, p.o) ndo apresentou atividade anti-nociceptiva no modelo da
formalina comparado ao grupo veiculo frente ao pré-tratamento com naloxona (1
mg/kg, i.p) (grafico 24 A). No entanto, ndo houve diferenga estatistica significante entre
o grupo de animais tratados oralmente com o citral+pré-tratado com salina em relagdo

ao grupo citral+pré-tratado com naloxona, sugerindo entdo uma reversdo parcial do
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efeito anti-nociceptivo do citral. Para concluirmos de forma mais consistente o
envolvimento da via opidide, aumentou-se a dose de naloxona para 2 mg/kg, e foram
acrescentados mais 3 grupos: tratados oralmente com o veiculo ou citral (ambos pré-
tratados com naloxona 2 mg/kg, i.p.) e um grupo de animais tratados oralmente com
citral (pré-tratado com salina). O grafico 24 B indica que, indubitavelmente, o efeito
anti-nociceptivo do citral ndo ¢ revertido frente ao pré-tratamento com o antagonista

opioide.
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Grafico 24: Avaliacdo do envolvimento do sistema opidide no efeito anti-nociceptivo do
citral administrado oralmente na dose de 100 mg/kg. ANOVA seguido pelo teste
Dunnett ** p < 0,01. Tratamentos em relagdo ao grupo controle (veiculo). Os valores
representam a média + erro padrdo da média.
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O oxido nitrico também ndo estd envolvido com o mecanismo de a¢do de citral,
como mostra o grafico 25, em que o pré-tramento com l-arginina (600 mg/kg, i.p),

precursor da sintese de 6xido nitrico, ndo reverteu o efeito anti-nocicepg¢ao do citral.
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Grafico 25: Avaliacdo do envolvimento do 6xido nitrico no efeito anti-nociceptivo do
citral administrado oralmente na dose de 100 mg/kg. ANOVA seguido pelo teste
Dunnett. * p < 0,05, ** p <0,01, n.s.ndo-significante. Tratamentos em relagdo ao grupo
controle (veiculo). Os valores representam a média + erro padrao da média.
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5. DISCUSSAO:

Citral ¢ um composto bioativo que pode ser obtido a partir de diversos oOleos
essenciais, entre eles capim-limao e erva cidreira (Carlini e cols., 1986; Carnat ¢ cols.,
1998). Essa substincia ¢ comumente empregada como realgador de sabor
(principalmente na culindria do sudeste asiatico), aromatizantes, perfumes, desinfetantes
e repelentes (Opdyke, 1979).

Da mesma forma que outros compostos obtidos de vegetais tais como
capsaicina, alicina, carvacrol, eugenol e vanilina, o citral ativa e modula canais i0nicos
TRPs (transient receptor potencial), atuando como agonista parcial de TRPV1, TRPV3,
TRPMS8 e TRPAI. Na culinaria tailandesa, essa substancia ¢ frequentemente combinada
com a capsaicina (pimenta) potencializando inicialmente a sensa¢do de calor produzido
pela pimenta e em seguida suprime esse efeito. Além disso, citral provoca sensacdo de
frescor através da ativagdo de TRPMS, um receptor de estimulos térmicos frios
(Tominaga e cols., 1998; Peier e cols., 2002; Jordt e cols., 2004; Calixto e cols., 2005;
Xu e cols., 2005).

Proudfoot e cols. (2006) sugerem que ativagdo de TRPMS8 culmina em efeito
analgésico mediado por receptores glutamatérgicos metabotropicos do grupo II e III,
diminuindo a sensibilizacdo central no corno dorsal da medula e por consequéncia a
reversao da alodinia em modelos de lesao do nervo ciatico.

O efeito farmacologico do citral de maior relevancia ¢ a inibicdo que essa
substancia provoca em TRPVI1, TRPV-3, TRPAl e TRPM-8 apos ativagdo desses
receptores. Essa inibicdo ocorre somente em receptores inicialmente ativados, e ¢
irreversivel e calcio-independente (Stotz e cols., 2008). Citral é menos potente que os
classicos agonistas TRPs; mentol, APB e isotiocianato. A ordem de poténcia de

ativacdo do citral nesses receptores ¢ TRPM&8> TRPV1 > TRPA1 > TRPV3 ao passo
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que a poténcia de inibi¢do da corrente evocada pela sua propria atividade agonista se da
na seguinte ordem TRPV1 > TRPMS8 > TRPA1 = TPPV3.

Citral (3,7-dimetil-2,6-octadienal) é composto por isdmeros trans (geranial) e cis
(neral). Isomeria ¢ uma caracteristica importante que determina eficicia e efeito da
droga, por exemplo, os isomeros da dihidropiridina apresentam efeitos antagonicos. O
enantidmero levogero ativa canal de célcio voltagem dependente do tipo L enquanto que
o enantidmero dextrogero bloqueia (Franckowiaki e cols., 1985; Stotz e cols., 2008).

Citral apresenta tanto efeito de ativacdo como de inibicdo de TRPs, porém
efeitos antagdnicos ndo podem ser atribuidos aos seus isomeros. Da mesma forma que o
citral, ambos os isdmeros neral e geranial ativam fracamente TRPV1, TRPV3 e TRPMS
e em altas concentragdes inibem o influxo i6nico que eles induziram (Stotz e cols.,
2008).

A interagdo do citral em TRPV1 ndo ¢ idéntica & interagdo com a capsaicina,
pois ativa TRPV1 mutantes que sao insensiveis a capsaicina (mutac¢ao no residuo 511 de
tirosina para alanina). No entanto, citral também interage com regides que contém
residuos de aminoacidos essenciais para a ativagdo de TRPV1 pela capsaicina. Sendo
assim, sugere-se que citral apresenta regidoes de modulagio em comum com a
capsaicina, porém, o sitio de ligagdo ndo ¢ idéntico (Jordt e Julius, 2002; Stotz e cols.,
2008). Registro eletrofisiologico realizado in vitro, realizado por Stotz e colaboradores,
corrobora com a hipdtese de um sitio diferente de ligagdo para o citral e para a
capsaicina em TRPVI1. Constatou-se que citral aumenta a corrente evocada pela
capsaicina em receptores TRPV1, TRPV2 e TRPV3. Em contraste, citral ndo ¢ capaz de
aumentar ¢ nem potencializar as correntes evocadas pelos agonistas mentol, APM e
isotiocianato em TRPMS8, TRPV4 e TRPAI, respectivamente, sugerindo assim,

auséncia de sitio de ligacdo especifico para o citral em TRPMS, TRPV4 e TRPAI.
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O processo de dessensibilizacdo de receptores e sua fosforilacdo pelas proteinas
quinases sao mecanismos regulatorios importantes na transmissao no sinal nociceptivo.
A sensibilizagdo e a dessensibilizagdo de TRPV1 sdo reguladas pelas proteinas quinase
A e C (PKA e PKC). A fosforilagdo por PKC promove sensibilizacdo de TRPV1,
promove a abertura desses canais e aumenta o recrutamento de TRPV1 para a
membrana celular por meio de exocitose de vesiculas citosdlicas. Ja a fosforilacdo do
canal TPRV1 por PKA potencializa sua resposta por reducdo da dessensibilizacido
provocada pela estimulacdo continua do agonista capsaicina (Mohapatra e Nau, 2003;
Kauer e Gibson 2009).

Capsaicina promove dessensibilizagdo em receptores TRPV1 através da
fosfatase calmodulina-dependente denominada calcineurina (que leva a desfosforilagao
do receptor) (Koplas e cols., 1997; Numazaki e cols., 2003; Calixto e cols., 2005). In
vitro, a dessensibilizagdo de TPRV1 pelo citral ocorre mesmo em condi¢des de alta
concentracio de BAPTA (quelante de Ca”") sugerindo que a dessensibilizagio de
TRPV1 provocada pelo citral ¢ célcio-independente e deve estar relacionada com outra
via citosolica (Stotz e cols., 2008).

Ja se sabe que a capsaicina administrada topicamente pode ser util para alguns
tipos de dor (como os sintomas da Sindrome da Dor Complexa Regional, por deplegcao
de substancia P de neurdnios peptidérgicos (Cheshire e Snyder, 1990) e a
coadministragdo de capsaicina ¢ anandamida (um canabindide) produzem efeito
sinérgico na intensidade da resposta de TRPV-1. Agonistas parciais TRPV-1 podem ser
uteis como agentes anti-inflamatérios e analgésicos (Deal e cols., 1992; Epstein e
Marcoe, 1994; Roberts e cols., 2002).

A sensacdo dolorosa ocorre em conseqiiéncia a um estimulo lesivo, ou

potencialmente nocivo, gerado nos tecidos somaticos ou viscerais. Diferente da dor
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aguda, a dor inflamatoria e neuropatica sdo persistentes e caracterizam um estado
cronico. Associado ao aumento da ocorréncia de pacientes acometidos com artrite,
diabetes, infec¢des virais, cancer, AIDS ¢ as limitagdes dos farmacos utilizados na
clinica para o tratamento da dor, gerou um crescente interesse no desenvolvimento e
buscas de novas substancias com potencial analgésico (Rosberg e cols., 2005).

A hiperalgesia ao frio, ao calor e aos estimulos mecanicos ¢ caracteristica
presente na dor inflamatoria e neuropatica. Esses estimulos sdo transduzidos pelas fibras
C e pelas fibras A. Um neurdnio pode responder a varios estimulos integrando-os e
gerando uma resposta que potencializa todos esses estimulos (nociceptores polimodais)
(Levine e cols., 2007; Julius e Basbaum 2001).

O primeiro modelo experimental selecionado neste trabalho para avaliar o
potencial anti-nociceptivo do citral, bem como sua relacdo dose-resposta, foi o teste da
formalina. Nesse modelo bifasico de 30 minutos de observacao, os 5 primeiros minutos
ap6s a administracdo do agente algico representam a dor aguda resultante da
estimulagdo imediata e direta dos nociceptores (fase neurogénica). Enquanto que os
ultimos 15 minutos de observagdo caracterizam a dor tardia, resultante do processo
inflamatoério periférico (Hunskaar e Hole, 1987). Na fase inflamatoria, a transducao
ocorre através de receptores periféricos polimodais existentes ao redor dos pequenos
vasos que sinalizam para o sistema nervoso central via fibra C aferente (Kumazawa e
cols., 1996). A estimulagdao quimica da solucao de formalina evoca predominantemente
transmissao via fibra C, no entanto, na fase neurogénica, as fibras Ad sdo responsaveis
pela rdpida transmissdo do estimulo nociceptivo (Tjelsen e cols., 1992; Julius e
Basbaum, 2001).

Mc Namara (2007) demonstra que a inje¢do intraplantar de formalina estimula

neurdnios sensoriais por ativagdo direta em TRPAI1 pelo formaldeido (constituinte da
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solugdo de formalina). Andrade e cols. (2008) sugerem que a nocicep¢do induzida por
agonistas TRPALI ¢ significativamente reduzida por antagonistas histaminérgicos (H1) e
de substancia P (receptor NK1). Além disso, a ativagdo de TRPA1 nestes neuronios
podem indiretamente estimular a degranulagdo de mastécitos via liberacdo de
neurocininas.

J& é conhecida a agdo inibitoria do citral em canais TRPA1 (Stotz e cols., 2008).
Viana e cols., (2000) sugerem que o efeito anti-nociceptivo do Oleo essencial de
Cymbopogom citratus (que contém citral em sua composi¢cdo) no modelo de nocicepgao
aguda induzida pela injecdo intraplantar de formalina ocorra por inibicdo em TRPAI.
Esses registros estdo de acordo com o resultado obtido nesse trabalho, em que
observamos a capacidade do citral em inibir o comportamento nociceptivo induzido
pela injecao intraplantar de cinamaldeido, um agonista TRPA1 (grafico 20).

Citral foi eficaz na inibicdo de ambas as fases do teste da formalina apenas na
dose de 300 mg/kg (p.o). Nas doses de 100 mg/kg sua acdo na fase inflamatoria se
mantém porém, sem efeito na fase neurogénica. Na dose de 25 mg/kg (p.o), o citral
deixa de exercer efeito anti-nociceptivo (graficos 1 e 2).

Com base na inibi¢ao da dor neurogénica do citral na dose de 300 mg/kg (p.o)
avaliamos o citral no modelo de indu¢ao de edema de orelha pelo xilol.

Xilol ¢ uma mistura de 3 formas isoméricas: para, meta e orto-xileno. Essa
substancia aromatica ¢ absorvida rapidamente pelas camadas da pele, causa irritacao
imediata e alcanca rapidamente o limen vascular (Ahaghotu e cols., 2005; Morgan e
cols., 1991). E utilizada em grande quantidade nos combustiveis, tinturas, solventes e
preparacdo de laminas histologicas. Xileno possui agdo pro-inflamatoéria aguda de
origem predominantemente neurogénica mediada pelos neurdnios sensiveis a

capsaicina. H4 evidencias do envolvimento da substancia P e peptideo relacionado ao
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gene da calcitonina (CGRP) na ativacao das fibras sensoriais pelo xilol. Substancia P
provoca extravasamento de plasma (e consequentemente edema) através da ativagdo de
receptores NK1 (neurocininas) nas células do endotélio vascular, enquanto que CGRP
potencializa o efeito da substancia P através da inducdo de vasodilatacdo (Geppetti e
cols., 1996). Sandor e cols., (2009) investigaram o papel dos receptores TRPV1 no
edema induzido pelo xileno, através de delegdes génicas em camundongos e concluiram
que o extravasamento de plasma provocado pela administragdo topica de xilol €
independente da ativagdo de TRPV1.

Nesse modelo de inflamagdo neurogénica, citral apresentou atividade apenas na
dose de 300 mg/kg. De maneira similar, na fase neurogénica do teste da formalina e no
modelo de nocicep¢ao térmica a 56° C, citral apresentou atividade apenas na dose de
300 mg/kg, perdendo seu efeito quando a dose ¢ diminuida para 100 mg/kg (graficos 3 e
4) . Apenas as fibras do tipo Adl sdo sensiveis a temperaturas altas (acima de 52° C) e
essas constituem apenas 10 % das fibras que participam da transmissdo do estimulo
nociceptivo. Sendo assim, uma substancia anti-nociceptiva provavelmente exerce um
efeito modulador maior em fibras C e AJII do que em fibras AdI (Pietrovski e cols.,
2006). De fato, Le Bars e cols., (1996 ¢ 2001) constataram que a morfina inibe mais
facilmente a resposta nociceptiva produzida pelas fibras C do que a resposta produzida
pelas fibras Ad no corno dorsal da medula. Isso indica que citral possui um amplo
espectro de acdo, pois sua atividade anti-nociceptiva ndo esté limitada apenas a fibras C
e AJII que transduzem somente temperaturas médias (em torno de 42° C).

Adicionalmente, citral também = mostrou-se efetivo aumentando
significativamente o tempo de laténcia de resposta frente ao estimulo térmico da placa
quente a 48° C em animais submetidos a incisdo intraplantar, conforme serd discutido

mais adiante.
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Entre os ensaios experimentais de nocicepg¢do térmica, a placa quente esta entre
os mais utilizados, e apresenta grande confiabilidade e reprodutibilidade (Cochin,
1968). Os animais s3o expostos ao calor e provoca o minimo de injuria tecidual. A placa
quente, em temperatura constante, produz dois tipos de respostas comportamentais em
camundongos: pular ou lamber (ou balangar) a pata. Trata-se de um ensaio que integra
respostas supra-espinhais, sendo assim, util para avaliar efeito central de substancias
analgésicas (Chapman e cols., 1985).

Em todos os experimentos de placa quente, os animais foram selecionados no
dia anterior. Durante a selecdo, registramos os valores basais de cada animal para
verificar que ndo existe diferenca estatistica significativa dos tempos basais entre grupos
que receberdo os respectivos tratamentos, garantindo assim homogeneidade dos animais
e evitando resultado falso positivo ou falso negativo.

Com a finalidade de excluir a possibilidade de que o efeito anti-nociceptivo do
citral observado nos testes comportamentais de formalina e placa quente resulte de
acoes inespecificas, tais como efeito relaxante muscular ou efeito na diminuicdo da
coordenagdo e atividade locomotora, foram realizados os testes de campo aberto (open
field) e barra giratoria (rota rod). Citral nas doses de 100 e 300 mg/kg nao interfere na
performance locomotora dos animais (grafico 5 e 6).

Vale e cols., (2002) avaliaram o efeito do citral sobre o sistema nervoso central
através dos modelos de inducdo do sono por pentobarbital, efeito sobre a ansiedade no
modelo de labirinto em cruz elevado e performance locomotora nos modelos de campo
aberto e barra giratoria (rota road). Esses autores observaram efeito relaxante muscular,
sedativo e ansiogé€nico do citral apenas em altas doses (200 mg/kg, via intraperitoneal).
No entanto, em nosso trabalho, estamos utilizando o citral apenas na via de

administracdo oral. Isso implica numa quantidade menor da substancia atingindo a
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circulacdo sanguinea em relagcdo aos experimentos realizados com o citral pela via de
administracdo intraperitoneal.

Dor cronica difere da dor aguda em termos de duragcdo e mudancas adaptativas
tais como neuroplasticidade (Besson, 1999). Com a finalidade de verificar o efeito do
citral em modelos que caracterizam processos que ocorrem na clinica médica,
comecamos por avaliar o efeito do citral na dor aguda pos-operatéria em modelo de
incisdo intraplantar em camundongos.

A dor aguda pds-operatoria € caracterizada por dor espontanea, alodinia
mecanica e térmica e hiperalgesia (Zahn e cols., 2002). No modelo animal de incisdo
intraplantar, a dor induzida resulta de lesdes da pele, fascia, musculos e pequenas
inervagoes da pata. O aumento da sensibilidade mecanica envolve processos de
hiperalgesia primaria e secundaria, sugerindo envolvimento tanto de sensibilizacdo
periférica como central. No periodo imediato a dor pds-operatoria ocorre um quadro de
dor espontanea no local da cirurgia em decorréncia da hiperalgesia primaria (causada
pela sensibilizagao das fibras aferentes primarias), assim como dor em torno da incisdo
em decorréncia da hiperalgesia secundaria (desencadeada pela sensibilizagao central)
(Pogatzi e cols., 2002). Além disso, Pogatzki e colaboradores mostraram que fibras A-
delta e fibras C sdo sensibilizadas pela incisdo e que a ativacdo de nociceptores
silenciosos mecanicos tem papel na manutengao da hiperalgesia apods a incisao.

Citral foi capaz de inibir a alodinia mecanica durante 5 dias apds a incisdao, com
efeito maximo obtido na dose de 100 mg/kg, 2 horas apos sua administragao (graficos 8
e 10).

Citral também mostrou-se efetivo em aumentar significativamente o tempo de
laténcia para retirada da pata operada nos animais colocados em placa quente (48° C)

submetidos a incisdo intraplantar (grafico 9). No entanto, quando partimos para o teste
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de placa fria a 10° C ndo observamos diferenga entre o grupo nao-operado € o grupo
veiculo-operado (dados ndo mostrados), tornando assim o experimento inconclusivo
quanto a acao do citral nesse modelo de hiperalgesia térmica ao frio.

Existem poucos estudos que investigaram as mudancas na responsividade ao
calor no quadro de dor pds-operatoria em pacientes. Sabe-se que ocorre diminui¢do do
limiar de dor estimulo térmico quente aplicado adjacente a incisdo em pacientes apds
colecistectomia e hernioplastia inguinal. No entanto, os mecanismos de hiperalgesia
térmica na dor pos-operatoria em humanos ainda sdo desconhecidos.

Citral foi avaliado no modelo de lesdo pos isquemia-reperfusdao (IR), em
camundongos. A lesdo por isquemia-reperfusdo caracteriza a dor persistente em
roedores por mecanismos similares ao que ocorre na Sindrome da Dor Complexa
Regional-I em humanos. A alodinia mecanica nesse modelo experimental ¢
consequéncia da ativacao de fibras C musculares levando a sensibilizacao central, em
que receptores NMDA medulares estdo envolvidos na iniciagdo e¢ manutengdo da
sensibilizagao central. O mesmo mecanismo nao ¢ observado em tecidos cutaneos, uma
vez que a ativacao de fibras C de tecidos superficiais ndo resulta em sensibilizagdao
central e alodinia mecanica, sugerindo entao que essa condigdo ocorra apenas em lesdes
teciduais mais profundas (Wall e Wolf, 1984; Gao e cols., 2007).

No modelo animal de isquemia-reperfusdo, a fase inicial (2° dia apds a indugao
da lesdo) ¢ caracterizada pela resposta inflamatéria aguda tais como aumento da
permeabilidade vascular (edema), producdo de citocinas pro-inflamatorias e radicais
livres, injuria vascular e danos musculares decorrente do processo isquémico (Coderre e
cols., 2004). Nessa fase sdo efetivas drogas como morfina, dexametasona e pregabalina
(Millecamps e Coderre, 2008). Ja a fase cronica tardia (com inicio a partir do 7° dia

apoOs a inducdo da lesdo), a dor € resultante tanto do processo inflamatorio como da
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degeneracdo dos nervos periféricos (edema endoneural decorrente do stress oxidativo e
rompimento da barreira hemato-encefalica). Da mesma maneira que na fase inicial,
pregabalina também apresenta efeito na fase tardia, porém morfina e dexametasona
deixam de exercer efeito na alodinia mecanica na fase tardia. Sabe-se que a morfina ¢é
um analgésico mais potente na dor inflamatoria do que na dor neuropatica (Przewlocki e
Przewlocka, 2011).

Millecamps e Coderre (2008) sugerem que as drogas anti-convulsivantes
apresentam maior efeito do que os anti-inflamatorios na hiperalgesia induzida por
isquemia-reperfusao.

Apoés a inducdo de lesdo por isquemia-reperfusdo, os animais apresentam 3
distintas condi¢des para o estabelecimento da neuropatia: 1) inflamacao aguda quando o
tecido exibe danos oxidativos e producao de mediadores inflamatérios locais (fase
inicial, 2° dia apos a lesdo) (Nagamatsu e cols., 1996; Nukada e cols., 2000); 2)
persistente condi¢cdo isquémica, o qual diretamente causa danos aos vasos sanguineos
(Fitzal e cols., 2002) ; 3) lesdo neuropatica secundaria devido a degeneragdo das fibras
nervosas como conseqiiéncia da pobre irrigagdo sanguinea (Nagamatsu e cols., 1996). A
fase tardia da dor cronica pds-isquémica ¢ resultante da combinagdo dessas 3 condigoes.

Citral inibiu a alodinia mecanica apenas na fase tardia na dose de 100 mg/kg,
alcancando efeito maximo uma hora apds o tratamento (grafico 12). Entretanto, ndo
apresentou atividade na fase inicial do modelo (grafico 11), sugerindo que o mecanismo
anti-nociceptivo do citral esteja relacionado aos eventos que contribuem para o
estabelecimento da fase tardia da lesao e ndao por atuacdo em processos inflamatdrios
agudos e danos oxidativos predominante na fase inicial da lesdo por isquemia e

reperfusao.
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Os resultados da avaliacdo da atividade gastroprotetora do citral obtidos em
nosso laboratério corrobora com tal hipotese. Citral ndo apresentou atividade
gastroprotetora no modelo de ulcera géstrica induzida por isquemia-reperfusdo (Ganev,
2011, comunicagdo pessoal). Adicionalmente, o efeito gastroprotetor do citral no
modelo de ulcera gastrica induzida por etanol nio foi revertido pelo tratamento com
NEM (um bloqueador de grupamentos sulfidrilicos, elemento chave na defesa anti-

oxidante) (graficos 26 e 27).

Grafico 26: Avaliacido do citral no modelo de ulcera gatrica induzida por isquemia
e reperfusiao em ratos (Ganev, 2011, comunicac¢ao pessoal)
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ANOVA seguida de teste Dunnett. Tratamentos comparados ao grupo veiculo (tween
80 a 1%). Diferencas estatisticas ndo foram constatadas em quaisquer tratamentos
(resultados obtidos da area de ulcera (mm?).

Griafico 27: Avaliacio do envolvimento de grupamento sulfidrilicos na
gastroprotecio do Citral 25 mg/kg no modelo de indug¢do de ulcera por etanol em
ratos (Ganev, 2011 comunicac¢io pessoal).
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ANOVA seguida de teste Dunnett e Tukey, em que os grupos experimentais foram
comparados ao grupo tratado com o veiculo. Ns indica diferenca estatistica nao
significativa e *** p <0,001.

Embora todos os resultados acima discutidos convirjam para a conclusao de que
citral ndo apresenta efeito anti-oxidante e que por esse razdo nao apresentou efeito na
fase inicial do modelo da SDCR-I, se fazem necessarias dosagens bioquimicas dos
constituintes enzimaticos € nao enzimaticos para afirmar seguramente a auséncia de
efeito anti-oxidante.

Coderre e cols. (2004) obtiveram reducao da alodinia mecanica 48 horas apos a
inducdo da lesdao no modelo de isquemia-reperfusdo através de pds- tratamento com
substancias seqiiestradoras de radicais livres (tempol e n-acetilcisteina) em ratos. Sabe-
se que uma substancia capaz de manter em homeostasia os niveis de espécies
radicalares, ou seja, atuar como antioxidante impedindo o quadro de estresse oxidativo,
ela também pode apresentar efeito anti-inflamatdrio (Grabmann et. al. 2000 ).

Outra hipotese que sustenta a auséncia de atividade na fase inicial da SDCR-I
seria o fraco efeito anti-inflamatério do citral. Nao obtivemos efeito anti-edematogénico

no edema de pata induzido pela carragenina em nosso laboratério (dados ndo

mostrados), resultado que estd de acordo com o artigo de Ortiz e cols., (2010) em que
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os autores constatam atividade edematogénica no edema de pata induzido pela
carragenina em ratos apenas em elevadas doses de citral (1g/kg).

Adicionalmente a esses dados, diferente do efeito anti-inflamatorio da
dexametasona, citral ndo foi capaz de inibir o edema de orelha induzido pelo 4cido
araquidonico em camundongos, nas duas doses testadas (grafico 5). Acido
araquidonico, quando aplicado topicamente, produz imediato aumento na
permeabilidade vascular, resultando em edema associado ao marcante aumento dos
niveis de prostaglandinas (PGE2 e PGF2a), tromboxano A2 e leucotrienos LTB4 e
LTC4 (Nonato e cols., 2011).

Oxido nitrico (NO) é um importante mediador inflamatorio envolvido na
vasodilatagdo, exsudacdo e migracao de leucdcitos durante o processo inflamatorio
(Abramson, 2008). Possui também importante papel na transmissao e processamento da
informagao nociceptiva (Jin e cols., 2010; LaBuda e cols., 2006). NO pode ser liberado
apos estimulagdo direta das fibras aferentes primarias, promovendo a sensibilizacao de
nociceptores e aumentando a excitabilidade das fibras nervosas (Aley ef al., 1998). No
entanto, esse mediador nao esta envolvido no mecanismo de acdo do citral. Como
mostra o grafico 25, o tratamento com l-arginina (600 mg/kg, i.p) ndo foi capaz de
reverter o efeito anti-nociceptivo do citral.

Outro resultado que nos leva a inferir sobre a fraca atividade anti-inflamatoria do
citral, foi a auséncia da capacidade dessa substancia em potencializar a Ulcera géstrica
induzida pelo anti-inflamatorio indometacina, em vez disso, citral promoveu
gastroprotecdo. No entanto, ¢ marcante a relacdo inversa de dose-efeito, em que a menor
dose de citral apresenta melhor atividade gastroprotetora (76%), ao passo que na dose
de 300 mg/kg, a porcentagem de gastroprotecdo cai para 53% (grafico 28). E possivel

que, aumentando-se a dose de citral, tenha ocorrido potencializagdo do efeito da
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indometacina entretanto ndo o suficiente para gerar o agravamento da lesdo géstrica. De
fato, Ortiz e cols. (2010) demonstraram por andlise isobolografica que o efeito anti-
inflamatoério in vivo obtido pela administragao conjunta de citral com o anti-inflamatério
naproxeno ocorre de forma sinérgica.

Grafico 28: Efeito gastroprotetor do citral nas doses de 25, 100 e 300 mg/kg no

modelo de inducdo de tlcera por indometacina em ratos (Ganev, 2011
comunicacio pessoal).
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ANOVA seguida de teste Dunnett. Todos os grupos experimentais foram comparado ao
grupo tratado com veiculo. * p <0,05, ** p <0,01, *** <0,0001.

Dessa maneira, constatamos que citral apresenta tanto efeito analgésico, como
efeito gastroprotetor, o que torna essa substancia bastante interessante do ponto de vista
terapéutico, tendo em vista os riscos € complicagcdes gastrointestinais com 0 uso
prolongado de farmacos utilizados na dor cronica.

O modelo de neuropatia induzida pela constrigdo do nervo ciatico mimetiza os
sintomas observados em humanos que apresentam algum tipo de lesdo nervosa
mecanica, dessa forma, esse modelo ¢ amplamente utilizado em animais para avaliagao
do potencial analgésico de procedimentos fisioterdpicos ou substincias quimicas
(Seltzer e cols., 1990; Campbell e Meyer, 2006).

Na dor neuropatica, através do modelo de constricdo parcial do nervo ciético,

citral (100 mg/kg, p.o) mostrou efeito durante 3 horas apos o tratamento (grafico 13). A
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dose de 300 mg/kg apresentou efeito apenas 1 hora apos o tratamento, porém na dose de
25 mg/kg citral ndo exerceu efeito. O efeito maximo foi obtido duas horas apods o
tratamento no grupo que recebeu citral 100 mg/kg (p.o).

O desenvolvimento da dor neuropatica apos a lesdo nervosa periférica envolve
ndo somente vias neuronais mas também células de Schwann, células satélites no
ganglio da raiz dorsal, componentes do sistema imune, recrutamento e ativacdo de
astrocito e microglia na medula (Streit, 2002; Hanani, 2005).

A lesdo periférica nervosa provoca uma resposta neuroimune: macréfagos e
células de Schwann contribuem para a degeneracao waleriana, devido a liberacao de
metaloproteinases, substancia P, bradicinina, 6xido nitrico, prostaglandinas, 1L-1, IL-18,
TNF-0, LIF (fator inibitério de leucemia) e consequentemente hiperemia, edema e
recrutamento de mondécitos e linfocitos T (Mueller, 2001; Perrin e cols., 2005;
Shubayev, 2006; Tofaris e cols., 2002; Scholz ¢ Woolf, 2007).

Em seguida, ocorre desmielinizagao e proliferagdo da célula de Schwann por
ativacdo de um receptor heteromerico ERBB2 pela neuregulina, um fator de
crescimento expresso constitutivamente pela membrana axonal. As células de Schwann,
por sua vez, liberam prostaglandinas, citocinas pro-inflamatorias, NGF (fator de
crescimento neuronal). NGF ativa indiretamente TRPV 1 via proteina quinase e aumenta
a expressao de receptor purinérgico e canal de sodio, promovendo assim aumento da
excitabilidade nervosa (Carroll e cols., 1997; Esper ¢ Loeb, 2004; Malin, 2006;
Lindholm e cols. 1987, Cortright e Szallasi 2004).

Os potenciais de acdo disparados provenientes da lesdo periférica produzem
plasticidade neuronal, ou seja, mudangas fenotipicas adaptativas medulares que
resultam em aumento da sensibilidade no corno dorsal por conseqiiéncia do aumento da

fosforilagdo de canais i0nicos por proteinas quinases, aumento da transcricdo de
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receptores e seu trafego para a membrana, aumento da neurotransmissdo excitatoria,
diminui¢do da neurotransmissdo inibitéria e ativacdo microglial (Campbell ¢ Meyer
20006).

A ligagdo de ATP em receptores purinérgicos P2RX4 desencadeia a ativagdo
microglial apés a lesdo nervosa, liberando BDNF, o qual induz na subpopulag¢ao de
neurdnios da lamina I do corno dorsal, uma inversao da corrente inibitoria gabaérgica.
Em adicdo, citocinas liberadas pela microglia, tais como TNF-a e 1L-1pB ativam
diretamente os neurdnios aferentes primarios € os neurdnios do corno dorsal. No
ganglio da raiz dorsal, a ligagdo de ATP em receptores purinérgicos P2RX7 e P2RX7
expressos em macrdfagos regula a liberagao das citocinas por esse tipo celular (Tsuda,
2003; Zhang e cols., 2007, Chen e cols., 2005).

A duragdo da resposta imune no sistema nervoso central ¢ mais persistente do
que a reagao inflamatoria no local do nervo lesado, o qual termina com a remogao dos
restos de mielina durante a degeneragao walleriana (Scholz e Woolf, 2007).

Neste cendrio, as novas abordagens para o desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos para o tratamento da dor neuropdtica incluem substancias que possam
modular a atividade de canais i0nicos, inibir o metabolismo glial, antagonizar receptores
purinérgicos ou atuar na atividade das proteinas quinases, € por conseqiiéncia na
fosforilagdo/desfosforilagdo de canais i6nicos (Campbell ¢ Meyer 2006; Chong e
Bajwa, 2003).

O tempo para obten¢do de efeito maximo do citral foi variavel entre os modelos.
O efeito maximo de acdo do citral foi obtido 120 minutos apds o tratamento oral nos
modelos de DPO e CPNC, 90 minutos ap6s a administracdo no modelo da placa quente
e 60 minutos apos a administracdo no modelo da SDCR-I. Citral na dose de 100 mg/kg

(p.o) correspondeu a dose que apresentou efeito maximo na alodinia mecanica nos
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modelos de DPO, SDCR-I e CPNC. Assim, elegemos essa dose para caracterizar as vias
e mecanismos de a¢do envolvidos na nocicepgao dessa substancia.

A fosforilagdo de receptores pelas proteinas quinases s3o mecanismos
regulatorios importantes na transmissdo do sinal nociceptivo. As quinases regulam
multiplas propriedades de canais idnicos dependentes de ligante (Rochel e cols., 1994)
tais como magnitude de corrente, dessensibilizagdo, recrutamento e trafego para a
membrana (Swope e cols., 1999; Urushihara e cols., 1992; Barry and Zift, 2002), como
por exemplo, a localizacdo celular de receptores NMDA através da fosforilacdo da
subunidade NR1 pela PKC (Sanchéz — Pérez e Felipo, 2005).

Um substancial nimero de estudos moleculares tem demonstrando que PKC tem
papel chave no processo de transmissdao da dor. Diterpeno forbol miristato acetato
(PMA) ¢ um conhecido ativador de PKC e produz sensibilizacdo de nociceptores. Os
niveis de PKC estdo aumentados em neurdnios do corno dorsal apos estimulos nocivos
ou lesdo nervosa periférica. Inibidores de proteinas quinases ou delecdo do gene
codificador de PKC diminuem significativamente a hiperalgesia mecanica e térmica
induzida pela ligadura parcial do nervo cidtico em camundongos. Taniguchi e cols.,
(1997) constataram que a inje¢ao intraplantar de PMA induz comportamento de licking,
flinching com duracao por mais de 45 minutos em ratos. O estabelecimento da resposta
nociceptiva provocada pelo PMA esta associada a continua ativagao de receptores NK1
espinais.

Edema, eritema e reacdo inflamatoria celular no local da inje¢do de PMA foram
observados em estudos histologicos e sugere-se que substancia P exerce um papel
crucial na transmissdo do impulso nociceptivo evocado da periferia para a medula
espinal. Por conseguinte, Tsuchiya e cols., 2005 obtiveram inibicdo da resposta

nociceptiva induzida pelo PMA através da administragdo de ezlopitant, um antagonista
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NK1 com capacidade de atravessar a barreira hemato-encefalica. Conforme mostra no
grafico 22, citral 100 mg kg (p.o) inibiu de significativamente a nocicepgao induzida
pela ativagdo de proteina quinase C. Esse dado indica que o provavel mecanismo de
acdo do citral esteja relacionado com a via da PKC ou com a transmissdo do estimulo
nociceptivo modulado pela substancia P.

Injecdo intratecal de agonistas glutamatérgicos e citocinas promove imediato
comportamento de dor (biting, licking e scrathing) em camundongos. Adicionalmente,
os neurdnios ativados pelo glutamato liberam mediadores inflamatérios e
neuropeptideos que também estdo envolvidos na transmissdo nociceptiva tanto no
sistema nervoso central como na periferia (Tadano e cols., 1999; Zahn e cols., 2002).

Citral foi capaz de inibir a nocicep¢do induzida pela injecdo intraplantar de
glutamato, mentol, intratecal de trans-ACPD (agonista ndo seletivo de receptor
metabotropico  glutamatérgico), NMDA (agonista de receptor ionotropico
glutamatérgico), substancia P e TNF-a (grafico 17, 18 e 21).

Em contrapartida, citral potencializou significativamente a nocicepgao induzida
pela capsaicina (i.t.) (grafico 18), resultado este que corrobora com os ensaios
eletrofisiolégicos de Stotz e cols. (2008) que constataram que citral potencializa as
correntes evocadas pela capsacina em TRPV1 (despolarizagdao). Obtivemos um
resultado diferente quando a capsaicina ¢ injetada pela via intraplantar. Conforme
mostra o grafico 19, o tempo de resposta entre o grupo tratado e ndo-tratado ¢ igual.

Essa diferenga observada entre o efeito do citral quando a capsaicina ¢ injetada
pela via intratecal e pela via intraplantar provavelmente se deve a diferentes quantidades
de receptores TRPV1 expressos na medula e na periferia. No entanto, estudos adicionais

sdo necessarios para sustentar tal hipotese.
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TRPMS ¢ ativado por temperaturas moderadas (25° C- 28° C) e pode ser ativado
e sensibilizado por agentes quimicos como mentol. Em humanos, a aplicagdo de mentol
resulta em hiperalgesia ao frio, possivelmente por sensibilizar esse receptor nas fibras C
(Namer e cols., 2008). Assim, a aplicagdo de mentol pode ser um modelo para alodinia
ao frio evocado por sensibilizacdo periférica. Citral 100 mg/kg, foi capaz de inibir
significativamente a resposta nociceptiva evocada pelo mentol aplicado
intraplantarmente. Esse resultado, juntamente com o estudo eletrofisiolégico de Stotz e
cols., 2008 indica fortemente que TRPMS8 possui papel na anti-nocicep¢ao induzida
pelo citral.

O efeito do citral na diminuicdo do edema de orelha induzido pelo xilol (que
provoca extravasamento de plasma via liberacdo de substancia P) corrobora com a
inibi¢do do citral no modelo de bitting induzido pela inje¢ao intratecal de substancia P.

Substancia P estd ligada com a facilitagdo do estimulo nociceptivo na
hiperalgesia pos-incisdo. Durante o processo inflamatorio, substdncia P induz a
liberagao de citocinas, derivados do acido araquidonico, histamina, estimulando o
recrutamento de leucocitos e potencializando o dano tecidual e a resposta inflamatoria
(Bhatia, 2010). Camundongos com dele¢ao no gene codificador da substancia P ou
tratados com antagonista NK-1 apresentam reducao na alodinia mecanica e térmica em
modelo de dor aguda pos-operatoria (Sahbaie e cols., 2009).

O sistema glutamatérgico e as citocinas inflamatdrias tais como TNF-a
participam no estabelecimento e manutengdo da dor cronica e sdo cruciais na
transmissao do sinal nociceptivo e na sensibilizagdo central (Meller e Gebhart 1993).

As 3 principais classes de receptores excitatorios glutamatérgicos sdo: 1-
NMDA, receptor ionotropico seletivamente responsivo a N-metil-D-aspartato,

envolvidos na transmissdo de estimulos quimicos, térmicos e mecénicos. 2- nao-
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NMDA: receptor ionotropico seletivamente sensivel ao acido alfa-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazolepropionico (AMPA) e cainato, com papel importante na transmissao
de estimulos indcuos e nocivos. 3- receptores metabotropicos que produzem tanto
excitacdo como inibi¢do das células do trato espinotaldmico e apresentam um papel
crucial na manutenc¢ao da dor cronica (Yaksh, 1999; Mori e Mishina, 1995, Nakanishi,
1992).

Evidenciamos neste trabalho a agdo do citral em receptores glutamatérgicos
periféricos, em que obtivemos a inibi¢cdo em 50 % da nocicepcao induzida pela injecao
intraplantar de glutamato (grafico 16). Ja tem sido investigado o envolvimento dos
receptores periféricos glutamatérgicos NMDA na SDCR-1. O bloqueio desses
receptores, através da administragdo topica de ketamina, reduziu a alodinia em pacientes
com a SDCR-I (Finch e cols., 2009).

Em vista do efeito do citral na nocicep¢ao induzida por TNF- a, agonistas de
receptores glutamatérgicos e substancia P, podemos concluir que juntas, todas essas
vias/substancias, estdo envolvidas na diminuicdo da transmissdo da nocicepgao
moduladas pelo citral, tanto em nivel periférico como central, o que culmina com o
potencial dessa substancia em inibir a alodinia mecanica nos modelos de DPO, SDCR-I
e CPNC.

Kleinschnitz e cols.(2004) demonstraram que os receptores glutamatérgicos do
tipo NMDA modulam a expressao de citocinas pro-inflamatorias tais como TNF-a e IL-
1B em modelos de lesdao periférica. TNF-a, uma das principais citocinas derivadas das
células da glia na medula espinal, possui um papel importante na alodinia mecanica
induzida por agentes quimioterapicos (Kiguchi e cols., 2008).

Por sua vez, TNF-a aumenta a expressdo de receptores glutamatérgicos e

diminui a expressdo de receptores GABAa via TNFRI1, produzindo uma descarga
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espontanea em fibras Ad and C, fendémeno conhecido como ““wind-up’” (Sorkin e cols.,
1997, Stellwagen e cols., 2005, Reeve e cols., 2000). Wind-up ¢ definido como aumento
da responsividade do corno dorsal por repetidas descargas de baixa freqiiéncia nas fibras
C, dependente da ativacdo de receptores glutamatérgicos NMDA (Mendell, 1966;
Dickeson e Sullivan, 1987). Esse processo também estd relacionado com o
desenvolvimento da alodinia mecanica (Ma e Woolf, 1995; Minani e cols., 2001).
Bennett e cols. (2000) sugerem que tanto os receptores NMDA, como AMPA estdo
envolvidos na alodinia mecanica, porém sem papel na alodinia térmica na neuropatia
induzida por hemisec¢do espinhal.

Ja foi bem elucidado que a via serotonérgica atua tanto na via descendente
inibitéria quanto na via excitatoria (facilitadora) da dor e ambas se originam dos nucleos
da rafe, que ¢ a maior fonte neuronal de sintese de serotonina nos mamiferos. (Fields e
cols., 1991; Millan, 2002). O sistema serotonérgico descendente inibitorio faz parte de
uma via que suprime impulsos que chegam na medula espinal, por modulacdo da
atividade da proje¢do neuronal diretamente ou através de interneurdnios medulares
(Alhaider e cols., 1991) diminuindo assim a transmissao da dor (Millan, 1995). No
entanto, os multiplos tipos de receptores 5S-HT na medula espinal, pré e pds sinapticos,
parecem ter contrastantes fungdes no controle da nocicep¢ao (Millan, 1995; Bardin e
cols., 2000).

O grafico 23 mostra que o receptor serotonérgico do tipo SHT-2A esta envolvido
com 0 mecanismo anti-nociceptivo do citral, porém way e ondansetron, antagonistas 5
HT-34 € 5 HT-14, respectivamente, ndo foram capazes de reverter o efeito do citral,
indicando que esses receptores ndo apresentam envolvimento significativo no

mecanismo de acdo dessa substancia.
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Além do sistema serotonérgico, o sistema opidide ¢ um mecanismo enddégeno do
organismo para conter a dor. Na periferia, tais efeitos sdo produzidos pela interacio
entre peptideos opidides derivados dos leucocitos e os receptores opidides existentes na
terminacdo dos neurdnios aferentes primdrios, gragas as citocinas anti-inflamatdrias
e/ou endocanabinoides (Rittner e cols., 2008; Stein e cols., 2003). Estes receptores sdo
transportados do ganglio da raiz dorsal para os terminais periféricos nervosos (Mousa e
cols., 2001) e esse transporte ¢ estimulado por citocinas e por fator de crescimento de
nervos produzidos no tecido inflamado (Mousa e cols., 2007), o que resulta num
aumento da densidade de receptores opidides nos terminais nervosos nesses tecidos
(Stein e cols., 1990). Esses eventos conduzem aos efeitos anti-nociceptivo e anti-
inflamatodrio dos opidides endogenos (Stein e cols., 2009). Os nossos resultados indicam
o envolvimento do sistema opidide ndo participa diretamente no mecanismo de
modulacao nociceptiva pelo citral, uma vez que o efeito do citral ndo foi revertido pelo
pré-tratamento com naloxona (2 mg/kg, i.p), um antagonista opidide (grafico 24).
Diferente do efeito da morfina, ambas as doses ndo alteraram a motilidade intestinal de
camundongos, mais uma vez indicando a improvavel interacao do citral com o sistema

opiodide como potencial mecanismo de acao (grafico 29).
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Grafico 29: Efeito do citral na motilidade intestinal. ANOVA seguido pelo teste
Dunnett. ** p < 0,01. Tratamentos em relagdo ao grupo controle (veiculo). Os valores
representam a média + erro padrao da média.
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Figura 6: Mecanismo de acio do citral
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Figura 7: Resposta celular inflamatoria, neuronal e glial apés lesao periférica nervosa (dor neuropatica)
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Figura 8: Atividade anti-nociceptiva do citral em modelos agudos e cronicos

m}ﬁ}//
Formalina @ﬁ./-a,i}}ﬁ//
- - “ /
Ag3ona fase neurogénicae },’
inflamatdria. 3;»/
Mediadores/receptorese 85{,
fibras envolvidosno §/
modelo:BK, NO, SP, /
Histamina, PGs, TRPA1, fibra f’/
Ce A S/
¥
DPIR
Acdona fase tardia: DPO aguda
Isquemia + Incisdoem tecidos

Dandosoxidativos+
Degeneragdo das fibras.
Mediadores/receptores

e fibras envolvidosno

superficiais, musculos e
fascia.
Mediadores
inflamatoriosagudos.

modelo:ROS, NMDA
(sensibilizagao central),
fibras C (lesao tecidual
mais profunda)

Hiperalgesia primariae
secundaria.
Sensibilizagdo central.

CPNC

Inflamacgao
nervosa periférica,
degeneracdodas
fibras periféricas,
Ativacdo microglial
na medula

Edemade
orelha

Inflamac3o
neurogénica
Mediadores/fibras
envolvidasno
modelo:S5P e CGRP,
fibras C

Placa quente (56°C)
Efeito do citral apenas
90 minutos apds sua
administracdo.
Receptorese fibras
envolvidas no modelo:
fibrasC, Ad lell
TRPV1 > 43°C, TRPV2 >
53°C, TRPV3 e TRPV4 >
24=C- 30°C.

93



4. CONCLUSAO:

Podemos concluir que citral administrado via oral, apresenta potencial para
tratamento da dor neuropatica, tais como a dor na Sindrome da Dor Complexa regional
e na dor aguda pos-operatoria, condicdes que tem representando um desafio na
terapéutica clinica. Verificamos que seu mecanismo de acdo estd relacionado com a
inibicdo da transmissdo nociceptiva via PKC, TNF- a, substincia P, receptores

glutamatérgicos (NMDA e metabotropicos), S5HT-,a, TRPA1 e TRPMS.
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