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RESUMO

Introducdo: O 6leo essencial de Lavandula angustifélia (OELa) tem sido utilizado
amplamente na aromaterapia no tratamento de diversas condi¢Bes clinicas, com
evidéncias do potencial analgésico e antiinflamatorio.

Objetivo: O presente estudo investigou o efeito da inalacdo do OELa sobre a
hiperalgesia mecéanica em dois modelos animais de dor crbnica e o0 possivel
envolvimento do sistema opioide neste efeito.

Métodos: Os constituintes do OELa foram caracterizados pela analise fitoquimica por
meio de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM). Os
experimentos comportamentais foram conduzidos apds a aprovacéo pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais da UNISUL — CEUA/UNISUL. Utilizou-se camundongos
Swiss fémeas pesando de 25 a 35¢g. Para inducdo da sindrome da dor regional
complexa do tipo 1 (SDRC-1), os animais foram submetidos a isquemia/reperfusao
(IR) da pata posterior. A dor inflamatdria crénica foi induzida pela injecdo intraplantar
(i.pl.) do adjuvante completo de Freund (CFA). Em ambos modelos os animais
receberam tratamento agudo e diario com o OELa. Os animais foram avaliados ap6s
os tratamentos quanto a hiperalgesia mecanica (pelo teste de von Frey) e atividade
locomotora (teste do campo aberto). Para avaliar o envolvimento do sistema opioide,
0S animais receberam pré-tratamento com naloxona, administrada intraperitoneal
(i.p.), intratecal (i.t.) ou i.pl.

Resultados: Identificou-se sessenta e cinco elementos no OELa. Dentre 0s compostos
encontrados, os majoritarios foram o linalol (30,61%) e o acetato de linalila (20,36%).
Também foi observado que a inalacdo do OELa produziu: i) efeito anti-hiperalgésico
na SDRC-I, ii) efeito anti-hiperalgésico na dor inflamatéria induzida por CFA e, iii)
ativacao de receptores opioide periféricos e espinais.

Concluséo: A inalacdo do OELa mostrou eficacia (prova de conceito) em reduzir a
hiperalgesia mecanica em condi¢8es de dor crénica do tipo inflamatdria e neuropética.
E este efeito parece ser mediado, pelo menos em parte, por receptores opioides

periféricos e centrais.

Palavras-chave: Aromaterapia. Dor neuropatica. Dor inflamatdria. Sistema opioide.



ABSTRACT

Introduction: Lavandula angustifolia’s essential oil (LaEO) has been widely used by
aromatherapy in the treatment of various clinical conditions, with evidence of its
analgesic and anti-inflammatory potential.

Objective: The present study investigated the effect of LaEO inhalation on mechanical
hyperalgesia in two animal models of chronic pain and the possible involvement of the
opioid system in this effect.

Methods: The constituents of the LaEO were phytochemically characterized by gas
chromatography coupled to mass spectrometry (CG-EM). Behavioral experiments
were conducted after approval by the Ethics Committee on Animal Use of UNISUL —
CEUA/UNISUL. Female Swiss mice weighing 25 to 35g were used. For induction of
complex regional pain syndrome type 1 (CRPS-1), the animals were submitted to
ischemia/reperfusion (IR) of the hind paw. Chronic inflammatory pain was induced by
intraplantar injection (i.pl.) of Complete Freund's Adjuvant (CFA). In both models
animals received acute and daily treatment with the LaEO. The animals were evaluated
after the treatments for mechanical hyperalgesia (by the von Frey test) and locomotor
activity (open field test). To evaluate the involvement of the opioid system, the animals
received pre-treatment with naloxone, administered intraperitoneally (i.p.), intrathecally
(i.t.) or i.pl.

Results: Sixty-five substances were identified in LaEO. Among the compounds found,
the major ones were linalool (30.61%) and linalyl acetate (20.36%). It was also
observed that LaEO inhalation produced: i) antihyperalgesic effect in CRPS-1, ii)
antihyperalgesic effect on CFA-induced inflammatory pain, and iii) activation of
peripheral and spinal opioid receptors.

Conclusion: LaEO inhalation showed efficacy (proof of concept) in reducing
mechanical hyperalgesia in conditions of chronic inflammatory and neuropathic pain.
Moreover, this effect seems to be mediated at least in part, by peripheral and central

opioid receptors.

Keywords: Aromatherapy. Neuropathic pain. Inflammatory pain. Opioid system.
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1. INTRODUCAO

A dor crénica é um problema de saude publica que acarreta em enormes gastos
a nacdo, devido ao seu tratamento e por reduzir a capacidade de trabalho do individuo
e sua interacdo com a sociedade. Além disso a dor crénica também pode
comprometer a qualidade de vida do individuo e de seus familiares ou cuidadores?.
Nos Estados Unidos em torno de US$ 635 bilh6es foram gastos no tratamento da dor
cronica em 2010, sendo este um valor mais elevado do que os custos anuais do pais
com cancer, doencas cardiacas e diabetes?.

Dependendo de sua origem, a dor crbnica pode ser classificada como
neuropatica ou inflamatéria. A dor de origem neuropatica é causada por uma leséo
primaria ou disfuncdo no sistema nervoso periférico ou central, enquanto a dor de
origem inflamatdria é geralmente iniciada por danos nos tecidos ou por inflamacéo3.

Ensaios clinicos randomizados controlados demonstraram que os opioides, 0s
antiinflamatérios nao esteroidais (AINES), os anticonvulsivantes e os antidepressivos
constituem as farmacoterapias mais utilizadas no tratamento da dor crdnica. No
entanto, estes medicamentos produzem muitos efeitos colaterais e tém eficacia
terapéutica limitada em alguns casos*?.

As dores cronicas de origem neuropatica ou inflamatéria diferem de dores
agudas na duracéo, limiar para estimulacdo e na plasticidade que ocorre no tecido
periférico lesionado e no corno posterior da medula espinal (CPME)1%12 Essas
diferencas substanciais poderiam explicar por que alguns analgésicos que sao
empregados no tratamento da dor aguda podem néo ser eficazes no tratamento da
dor crénica's.

Sabe-se que a sensacdo dolorosa pode ser controlada pelos sistemas
enddégenos moduladores da dor, predominantemente através de vias descendentes
opioidérgicas, serotoninérgicas, noradrenérgicas, canabinoidérgicas e
dopaminérgicas'41®,

Os opioides possuem um papel importante na transmissao da dor, por iniciarem
o controle descendente da dor no tronco encefalico e por reduzirem diretamente a
atividade das fibras do tipo C e do tipo A® no CPME, via receptores opioides pré-
sinapticos. Além disso, foi observado em estudos pré-clinicos que o tratamento

repetido com morfina produz efeito antinociceptivo mediado por receptores opioides
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no nucleo magno da rafe, agindo por meio do sistema de controle descendente de
modulacdo de dor!é. Receptores opioides ndo sdo expressos exclusivamente no
sistema nervoso central (SNC). Sua presenca tem sido observada também no sistema
nervoso periférico (SNP), em neurbnios nociceptivos primarios (corpo celular) onde
eles sdo transportados para os terminais centrais e periféricos. Nos terminais centrais,
os opioides reduzem a liberagdo de neurotransmissor excitatorios das fibras aferentes
primarias nociceptivas, bloqueando assim a transmissao sinaptica, enquanto que, na
periferia a ativacdo dos receptores opioides hiperpolariza diretamente 0os neurdnios
sensoriais e atenua a sensibilizagdo neuronal ou a hiperexcitabilidade induzida por
inflamacéo ou lesdo?’.

Numerosos estudos tém demonstrado os efeitos antinociceptivos de alguns
agonistas seletivos e ndo seletivos para receptores opioides em diferentes modelos
de dor neuropética e inflamatéria'®?1. No entanto, apesar do reconhecimento de seu
potencial terapéutico no tratamento da dor, ainda assim, a utilizacdo clinica de
agonistas opioides é limitada devido os seus efeitos secundarios, desenvolvimento de
tolerancia e dependéncia fisica??23.

Perante este quadro, se faz necesséria, seja por estudos clinicos ou ndo
clinicos, a busca por novas terapéuticas adjuvantes que possam ativar esses
receptores/sistema e talvez propiciar uma nova abordagem terapéutica, onde com a
combinag¢do com doses menores de medicamentos possam entdo aumentar o alivio
da dor cronica e reduzir os efeitos colaterais*®.

As préaticas integrativas e complementares, como a aromaterapia, Sao
utilizadas desde a antiguidade pelos mais diversos povos no tratamento da saude,
porém, sdo poucos o0s estudos que compreendem de forma aprofundada seus
mecanismos biolégicos?*?°. Pelo fato dos o6leos essenciais serem extraidos de
plantas, a aromaterapia se torna uma ciéncia diretamente coligada com a fitoterapia
26, fazendo com que ela seja um recurso da mesma, e utilizada também dentro do
Sistema Unico de Saude (SUS), como tratamento adjuvante a medicina alopatica no
Brasil?’.

E possivel perceber que ha um crescente interesse nas propriedades
analgésicas de extratos de plantas aromaticas, particularmente nos OE. Sabe-se que
a aromaterapia produz beneficios para os seres humanos melhorando, tanto aspectos

fisicos (funcionamento de musculos e visceras) quanto mental (cognitivos e humor).
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Essa prética tem se tornado cada vez mais popular e ja € considerada uma terapia
adjuvante em muitos paises?®2°,

O OELa € composto por misturas complexas de alcoois, mono e
sesquiterpendides, ésteres, oxidos e cetonas. O linalol e 0 acetato de linalila sdo os
principais componentes do 6leo. No estudo da atividade anti-nociceptiva de alguns
constituintes do OELa, ja tem sido demonstrado parcialmente o mecanismo de acao.
Por exemplo, foi mostrado que os sistemas opioidérgico, colinérgico e dopaminérgico,
estdo envolvidos no efeito antinociceptivo do linalol. Apesar de varios estudos
demonstrarem atividades antinociceptivas, imunomoduladoras e anti-inflamatorias de
compostos encontrados no OELa3%3132 essas evidéncias sdo de estudos in vitro ou
de estudos em modelos de dor (nocicepcdo) aguda. Neste sentido, evidéncias do
efeito analgésico e anti-inflamatoério da lavanda em modelos de dor (nocicepcéo)
cronica necessitam ainda ser realizados.

Mesmo com um crescente nimero de estudos, ainda ndo ha dados suficientes
gue confirmem a eficacia da inalagcdo do OELa no tratamento da dor cronica. Além
disso, 0 mecanismo de acdo deste composto ndo € completamente compreendido.
Assim, na presente pesquisa primeiramente se investigou os efeitos analgésicos (anti-
hiperalgésico) e antiinflamatério do OELa em modelos de dor crdnica de origem
inflamatdria e neuropatica. E entdo, analisou-se o possivel envolvimento dos

receptores opioides neste efeito.

1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1. Dor

A dor é uma resposta normal a um evento geralmente desagradavel associado
a uma lesdo tecidual real ou potencial. Por envolver diversos fatores, como
componentes afetivos e emocionais, € tida como uma experiéncia subjetiva, complexa
e de dificil definicao, apesar de ser conhecida por todos. A experiéncia do individuo é
diretamente relacionada a percep¢ao da intensidade da dor. Trata-se de uma funcao
protetora de extrema importancia ao organismo, por servir como um alerta a lesdes
ou possiveis lesdes que requerem tratamento ou fuga. Ela ndo € uma resposta direta
a um evento sensorial, e sim, o resultado de uma variedade de sinais neuronais

processados pelo encéfalo®.
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A dor pode ser classificada temporalmente em: dor rapida (ou aguda) e dor
lenta. A primeira é sentida dentro de 0,1 segundo apds o estimulo doloroso por ser
transmitida por fibras Ad, as quais sdo mielinizadas e transmitem informagdes de
nociceptores térmicos ou mecanicos quando ativados. Entretanto a segunda, se inicia
apo6s 1 segundo ou mais, aumentando gradualmente, ja que é transmitida por fibras
do tipo C (ndo mielinizadas) que levam ao SNC sinais de nociceptores polimodais®.

Os nociceptores estdo amplamente distribuidos na pele e em tecidos
profundos. Existem 3 classes principais que séo ativados por estimulos especificos,
tais como: térmicos (extremos de temperatura), mecéanicos (pressédo intensa) e
polimodais (estimulos de alta intensidade mecanico, quimico ou térmico). Ha ainda
uma quarta classe, os nociceptores silentes que sao encontrados nas visceras e, ao
contrario dos outros, sua ativagao se da por inflamagdo e agentes quimicos que
reduzem seu limiar de disparo33.

O sistema somatossensorial € responsavel pela percepcao do toque, pressao,
dor, temperatura, posicao, movimento e vibragao. Os nervos somatossensoriais estdo
na pele, musculos, articulagbes e fascia. Eles incluem termorreceptores,
mecanorreceptores, quimiorreceptores, pruriceptores e 0s nociceptores, que enviam
sinais para a medula espinal e dela ao encéfalo onde ocorre a percepgao da dor3°.

A dor aguda é iniciada pela ativagdo de nociceptores periféricos no local da
lesdo, o que provoca uma despolarizagcdo em direcao a medula espinal. O centro
metabdlico de cada célula neuronal € localizado no ganglio sensorial do nervo espinal
(GSNE). Dele saem prolongamentos axdnicos que se dividem em dois troncos, um
deles se dirige aos tecidos periféricos e outro para a medula espinal. As fibras
nervosas aferentes primarias entram na medula espinal pela regido posterior e fazem
conexdes com neurdnios de segunda ordem nas laminas | e |l. Esta comunicagao
sinaptica se da por meio da liberagdo de neurotransmissores, como o glutamato e a
substancia P (sP). A ativagao dos neurdnios subsequentes transmite a informacgéao até
o tronco encefalico e centros corticais superiores, momento em que a dor é
percebida36-39,

De acordo com estudos funcionais e anatbmicos em animais e seres humanos
a via de modulacéo da dor eferente (descendente) originadas no bulbo rostroventral e
outros nucleos do tronco encefélico, tais como: o nacleo do trato do solitario, o nucleo
parabraquial, o nucleo reticular dorsal, além do envolvimento do hipotalamo e do

cortex, interagem com fibras aferentes, interneurénios e neurdnios de proje¢cédo no
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CPME. As acbes nestes locais, em fungédo da influéncia de receptores individuais
sobre a excitabilidade celular, suprimem ou facilitam a passagem da informacéao
nociceptiva para a substancia cinzenta periaguedutal, tadlamo, hipotalamo, amigdala e
outras estruturas cerebrais envolvidas no processamento secundario. Essas
estruturas transferem informagBes nociceptivas para regides corticolimbicas e
interagem com outros centros para modular a atividade das vias descendentes. Essas
vias modulam o fluxo simpatico por acdes em neurdnios simpaticos pré-ganglionares
na medula espinal. Assim levando através da medula espinal a informacéao excitatoria

ou inibitéria do cérebro para a periferia, facilitando ou inibindo a percepgéo dolorosa3¢-
39

1.1.1.1 Dor crbnica

A dor cronica pode ser definida como a dor com duracdo além do tempo de
cicatrizagao normal para uma determinada leséo, ou seja, dor que perdura por mais
de 3 meses*’. E uma condicdo complexa e heterogénea*'.

Ha& pouco tempo, ainda se presumia que a dor crénica possuia 0 mesmo
mecanismo da dor aguda e que era causada por um continuo estimulo nociceptivo
periférico. Porém, pesquisas mostram que o SNC tem um papel importante na
modulagcdo da nocicepgao, o que € evidenciado pela falta de dados mostrando
qualquer estado doloroso em que o grau de estimulo nociceptivo pode ser
correlacionado com o grau de dor sentida. Acredita-se que essa alteragao possa ser
o resultado da sinalizagao nociceptiva periférica que persiste apds a cicatrizagéo do
tecido, conduzindo a uma hipersensibilidade das fibras nervosas, ou seja, as fibras
continuam respondendo a estimulos sensoriais baixos ou até mesmo ausentes*243.44,

Para qualquer diagnéstico de dor € provavel que haja, ao menos inicialmente,
um mecanismo principal subjacente gerando a dor. Porém, a medida que a dor se
torna crbnica, desenvolve-se uma sobreposicdo de multiplos mecanismos e a
sensibilizagao central desempenha frequentemente um papel mais dominante do que
a estimulagéo periférica*?.

A Associagao Internacional para o estudo da dor (IASP) define a sensibilizagao
central como "maior responsividade dos neurénios nociceptivos no SNC a sua entrada
aferente normal ou sub-limiar"4®. Na sinapse dos neurénios de segunda ordem no

CPME, essa responsividade exarcerbada pode acarretar em mudangas na



19

permeabilidade de canais de calcio e super-expressio de receptores*4”. Um dos
contribuintes, para a promog¢édo da dor crbnica, sdo as células neurogliais, cuja
hiperativagdo desencadeia a liberagdo de mediadores da dor, tais como: citocinas,
quimiocinas, fatores de crescimento e proteases*®. O desequilibrio resultante entre
facilitagdo descendente e inibicdo nas regides supraespinais, € a ma adaptacéo da
plasticidade subcortical e cortical, também sao outros fatores para perpetuacédo da

dor#9:50.51

1.1.1.1.1 Dor Neuropatica e SDRC

Ha mais de 15 anos, a dor neuropatica (DN) foi definida como “dor iniciada ou
causada por uma lesdo primaria, disfungdo ou perturbagdo transitoria do sistema
nervoso central ou periférico”, porém, recentemente, a IASP publicou uma nova
definicdo que caracteriza a DN como “dor causada por uma lesdo ou doenca do
sistema somatosensorial”52-%3,

Essa mudanga ocorreu, pois, DN ndo é uma unica doenga, e sim, uma
sindrome causada por uma ampla variedade de doencas e lesbes que podem se
manifestar com diferentes sinais e sintomas. Ha diversos mecanismos subjacentes a
essas diversas condigbes, porém, nem todos sdo conhecidos®*.

A etiologia desta sindrome tem um amplo espectro e suas alteragbes
associadas foram distribuidas em quatro categorias: lesbes focais e multifocais no
sistema nervoso periférico; polineuropatias generalizadas do SNP; lesdes do SNC; e
disfungbes neuropaticas complexas como a SDRC-| e SDRC-[55:%6:57,

A DN é aflitiva. Os dados para sua estimativa de incidéncia e prevaléncia na
populacado em geral tem sido de dificil obtenc¢ao devido a falta de critérios diagnosticos
simples para grandes pesquisas epidemioldgicas. Porém, uma revisao sistematica de
estudos epidemiolégicos concluiu que a prevaléncia de dor cronica com
caracteristicas neuropaticas na populagdo geral é estimada em cerca de 6,9 a 10%°%8.

Os sintomas da DN tendem a persistir e a se tornarem crénicos, dessa forma
os individuos costumam a responder menos aos medicamentos para a dor. Disturbios
do sono, ansiedade e depressdo sdo comuns e graves em individuos com essa
condicdo, assim, sua qualidade de vida é mais prejudicada do que naqueles com dor
crbnica ndo neuropatica®®. Também tem sido observado que a DN cronica ocorre com

maior frequéncia em mulheres e em individuos com mais de 50 anos de idade, e
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costuma afetar na maioria dos casos a parte inferior das costas, membros inferiores,
pescoco e membros superiores®.

A compreensao dos mecanismos que envolvem a DN e, por consequéncia, seu
diagnostico tem melhorado ao longo dos anos, porém, tratar esta condi¢gdo continua
sendo um desafio para os clinicos®".

A falta de um padrdo ouro ao avaliar a DN acarreta limitagbes e falta de
padronizagcao dos métodos diagndsticos, aumentando as chances de casos que nao
s3d0 detectados ou s3o classificados erroneamente®2. Porém, o Special Interest Group
on Neuropathic Pain (NeuPSIG) da IASP desenvolveu um sistema de classificagao
que envolve diversas etapas, as quais incluem obter uma histéria clinica da dor; avaliar
a plausibilidade neuroanatdmica da dor, utilizando técnicas sensoriais para confirmar
o envolvimento do SNC; e utilizando testes diagndsticos para confirmar lesdes ou
doencas acometendo o sistema nervoso®3:64,

Assim, n&o € apenas o diagndéstico da DN que é complexo, mas também o seu
tratamento. Os efeitos colaterais causados pelos medicamentos prescritos sao a
limitagao da terapéutica farmacoldgica atual. Como exemplo disto, pode-se mencionar
estudos que demonstraram o desuso da pregabalina por 20% dos individuos. Apesar
de ser um medicamento tradicional no tratamento de DN, o tratamento precisou ser
descontinuado por causar grande sonoléncia nos usuarios*. Os antidepressivos
triciclicos, também na primeira linha de tratamento, tém efeitos colaterais como
diminui¢ao da cognigao e retencao urinaria, o que pode ser um grande problema para
os individuos, especialmente quando estes sdo idosos®°.

A complexidade para um diagndstico preciso, assim como a dificuldade de um
tratamento satisfatério se tornam preocupantes, uma vez que a DN periférica
provavelmente se tornara cada vez mais comum devido: ao envelhecimento da
populagao global; maior incidéncia do diabetes mellitus; e as crescentes incidéncias
de cancer seguidas pelas consequéncias da quimioterapia. Fatores, os quais,
provocam alteragdes em todas as fibras sensoriais®.

A SDRC aparece na histéria desde o século XVI sob variados nomes. Apenas
no ano de 1946, foi introduzido o termo distrofia simpatico reflexa (DSR) e, em 1994,
a IASP nomeou este quadro como sendo SDRC apds uma reavaliagdo®. Autores
afirmam que é necessario um melhor entendimento da fisiopatologia desta doenca
para definir com exatiddo o que a constitui, como diagnostica-la e trata-la. Porém o

termo SDRC foi determinado pelas seguintes razdes: € uma doenga complexa, pois
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expressa caracteristicas clinicas variadas como dor, edema, atividade vasomotora
com a mudanca de coloracdo do membro afetado, hiperidrose, distonia, hipotrofia
muscular e osteopenia; ela também € regional, ou seja, na maioria das vezes a
sindrome envolve apenas uma regido do corpo, geralmente acometendo as
extremidades. A dor € um sintoma essencial para o diagnostico da sindrome e pode
ser tanto espontanea ou evocada. Raramente o sintoma doloroso € minimo ou
ausenteb7:68,

A SDRC foi classificada em dois tipos. Ela pode ser do tipo |, quando se trata
de uma neuropatia que pode ser desenvolvida em consequéncia de um trauma a uma
extremidade, sem ocorrer lesdo nervosa. Ou, ela pode ser do tipo Il, quando
apresentar uma lesdo nervosa, mesmo que esta seja parcial®®. A SDRC-I, é uma
condicao crénica que normalmente surge apés uma lesdo ao tecido profundo como
uma fratura ou uma distens&o, porém nao se conhece a exata causa da dor®°. Por ser
uma sindrome, ha diversos sintomas envolvidos, mas ha uma triade caracteristica que
apresenta disturbios motores, sensoriais e autondmicos. Porém, ndo € incomum que
estes sintomas se alterem ao longo do tempo’®. A SDRC-I também pode ser
subdividida em duas fases. A fase quente, que € o periodo inicial da doenca, uma fase
de caracteristica inflamatoria, tem o melhor prognéstico. Porém, a doenga pode
perdurar passando a fase seguinte, chamada de fase fria, por ter caracteristicas
neuropaticas, a qual recebe o pior progndstico, pois persiste ao longo de varios meses,
podendo resultar em casos graves de hipotrofia do tecido, associados a dor
insuportavel .

O diagnéstico da SDRC-I é baseado nos sinais e sintomas apresentados pelo
individuo. Todas as diretrizes diagndsticas foram desenvolvidas por neurologistas com
algumas contribui¢cdes de fisioterapeutas. As primeiras foram elaboradas em 1995
pela IASP. Posteriormente, especialistas se reuniram em Budapeste e criaram “os
critérios de Budapeste”, os quais sao focados nos sinais e sintomas da fase fria da
doenca e pouca énfase é dada aos exames de imagem®7273 A dificuldade
encontrada pelos especialistas em obter uma evidéncia certa para a origem da dor
relatada pelos individuos tem gerado constantes debates e frustracbes entre os
profissionais que lidam com esta sindrome. Isso tende a ser um problema, visto que
um atraso no diagndstico pode ter um impacto negativo no progndstico e no sucesso

terapéutico®74,
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Van der Laan e colaboradores (1998)’° observaram, na autépsia realizada em
membros inferiores amputados de individuos com a SDRC-I, uma degeneragao de
nervos periféricos e alteragdes musculares consistentes com individuos
diagnosticados com diabetes’. Confirmando os achados anteriores, Albrecht e
colegas (2006)® ao analisarem amostras da pele de membros amputados de dois
individuos diagnosticados com a SDRC-I, também encontraram degeneracéo nervosa
e inflamacgéo vascular’®. Ainda, Oaklander e colaboradores (2006)’” demonstraram
uma perda parcial de fibras nervosas intraepidérmicas a partir da bidpsia de 18
individuos acometidos com a SDRC-I77. Mas, foi Eisenberg e colaboradores (2008)"8
que demonstraram, em 2008, um grande aumento na quantidade de malondialdeido,
desidrogenase lactica e antioxidantes celulares no soro e, principalmente, na saliva
de individuos com a sindrome’. E importante salientar que malondialdeido & um
marcador de estresse oxidativo (EO), assim como a desidrogenase lactica, que tende
a aumentar na presenca do mesmo. A presenca aumentada de antioxidantes
endbégenos representa uma compensacdo do organismo ao EO. Esses dados
corroboram que ha presenca de EO em individuos com a SDRC-I, estando fortemente
relacionado com doencgas inflamatdrias’.

Coderre e colaboradores’® propuseram, em 2004, que pelo menos alguns dos
individuos diagnosticados com SDRC-I apresentam uma inflamagdo crénica em
tecidos profundos. Essa inflamacao advém de uma patologia microvascular provocada
por uma lesao de IR, que resulta na producédo de EO. Essa teoria surgiu apds terem
submetidos ratos a IR da pata traseira, em um modelo desenvolvido e padronizado
pelos mesmos autores. Os animais apresentaram hiperemia e extravasamento de
plasma da pata acometida. Durante os testes, foram observados hiperalgesia
mecanica e alodinia mecanica e ao frio. Quando dois redutores de radicais livres, N-
acetil-L-cisteina (NAC) e 2 4-hidroxi-2,2,6,6-tetrametil piperidina-1-oxil (Tempol),
foram administrados, se mostraram capazes de reduzir a alodinia nos animais neste
modelo’®. Coderre e colaboradores (2008)74 afirmam que se esta teoria esta correta,
talvez seja mais adequado pensar na SDRC-I como uma combinag&o de mecanismos
inflamatorios e neuropaticos’.

Ha mais indicios de que o EO e a inflamacgao estao interligados. Alguns estudos
mostram que eles ativam vias semelhantes. Também apontam que a ativacao
excessiva e/ou prolongada de citocinas no SNC pode promover um conjunto de

alteracdes interconectadas que sao essenciais para a diminuicdo do suporte
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neurotrofico, diminuicdo da neurogénese, aumento da ativacdo glutamatérgica e
aumento do EQ, entre ativagdo de outras vias®®8'-82. Também é interessante notar que
outros estudos publicados recentemente sugerem as espécies reativas de oxigénio
como um sinal importante na ativagao do inflamassoma que converte a interleucina-
1B em sua forma ativa®384.

Nas ultimas décadas, diversas terapias foram propostas para o tratamento da
SDRC-| e os farmacos indicados costumam ser os mesmos indicados para o
tratamento da DN. Porém estes tratamentos tém sido insatisfatérios, pois séo
baseados em racionalidades fracas, ja que os estudos normalmente n&o evoluem para
ensaios clinicos randomizados controlados e costumam ser inconclusivos devido a
falhas metodoldgicas®®.

Tem sido observado que os glicocorticdides reduzem a inflamagao pos-
traumatica e existem alguns dados que suportam a eficacia do seu uso no inicio da
doenca, mas nao na fase cronica. Além disso, a dose e tempo de tratamento ideal ndo
sdo bem definidos® 8687 A cetamina tem boas evidéncias de tratamento como
analgésico, porém este efeito aparenta ser perdido com o tempo e apresenta efeitos
colaterais®8%9, O sulféxido de dimetilo (na forma de creme) e N-acetilcisteina (oral),
“varredores de radicais livres”, parecem ter maior eficacia sobre a dor na fase
inflamatoria da doenga®'9%93, Nao ha evidéncias suficientes de que anticonvulsivantes
(tais como carbamazepina e pregabalina), antidepressivos e opioides sao eficazes na
reducao da dor nos individuos, assim como os AINES e o uso de bloqueio simpatico
anestésico local®69%.9495 Como prevencédo, o tratamento com vitamina C pode ser
utilizado apos fraturas do pulso®. Os bisfosfonatos aparecem como uma nova opgao
por terem propriedades analgésicas que vao além do seu efeito sobre o metabolismo
0sseo, ja que apresentaram efeito antinociceptivo em modelos pré-clinicos de dor
neuropatica, porém mais pesquisas sao necessarias®°’.

Frente aos dados, pode se perceber que a terapia farmacoldgica atual para o
tratamento da SDRC-I é ineficaz. Normalmente, sdo necessarias combinagdes de
diversos farmacos na busca pelo alivio dos sintomas e efeitos colaterais sdo comuns.
Por isso, € necessario a busca e desenvolvimento de novos tratamentos. Quanto a
abordagem terapéutica adequada para o tratamento desta doencga, ela deve ser
multidisciplinar, buscando educar os individuos sobre a condi¢do, reduzindo a dor e

preconizando a manuteng&o ou restauragdo da fungdo do membro afetado®98:99,
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1.1.1.1.2 Dor crénica de origem inflamatoria

A resposta inflamatéria € um importante mecanismo de defesa do organismo,
ativada em decorréncia de uma leséo ou infecgao, com a fungao de eliminar o agente
agressor, recuperar homeostase e reparar o tecido. Embora distintas, as respostas de
defesa inata e imunoldgica adaptativa interagem entre si e podem se sobrepor durante
uma resposta inflamatéria’®. A natureza do agente agressor é que determina a
intensidade da resposta inflamatoria®".

Ador de origem inflamatoria € o resultado da interagdo entre o tecido danificado
€ 0S neurdnios sensoriais nociceptivos periféricos, por meio da participacao de
mediadores inflamatoérios. A dor inflamatéria aguda é resultado de um estimulo
mecanico, térmico ou quimico ou de um mediador inflamatério que ativa os neurénios
periféricos ja sensibilizados. Entretanto, a hiperalgesia inflamatéria é resultado de
alteracbes funcionais dos neurbénios aferentes primarios nociceptivos. Alteracdes
essas que ocorrem devido a uma ativacdo metabotrépica (mudanca metabdlica) em
todo o neurbnio sensorial'®. Essas mudangas na excitabilidade neuronal sio
induzidas por mediadores inflamatérios liberados diretamente pelas células
danificadas ou por células ativadas a partir do reconhecimento de um agente estranho
ao organismo. O agente estranho ao organismo ou os debris resultantes da lesdo séo
reconhecidos por células fagociticas locais, as células imunolégicas do organismo,
como os mastécitos e os macréfagos. Estas células desencadeiam a resposta
inflamatoria por liberarem uma série de mediadores pro-inflamatérios, como as
citocinas, as quimiocinas e as aminas vasoativas. O aumento da permeabilidade
vascular e o acumulo de leucdcitos na regidao resultam na producdo dos sinais e
sintomas de calor, rubor, dor e edema, que sao alguns dos principais sinais cardinais
da inflamacgao®’.

Durante a inflamacdo também ocorre uma ativacdo endotelial, na qual os
neutrofilos se deslocam para o local da inflamacao, sendo uma das caracteristicas da
resposta inflamatéria aguda. Em seguida mondcitos maturam em macrofagos,
enquanto outros elementos do sistema imunoldogico inato liberam agentes
antimicrobianos. As células dendriticas e os macrofagos constituem a segunda parte
da defesa, pois fagocitam antigenos estranhos, os levam aos linfonodos e os
apresentam ao sistema imunolégico adaptativo. Quando os agentes deletérios ao

organismo sao eliminados, a reagao inflamatdria diminui gradualmente. No entanto,
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se houver uma estimulagdo exacerbada pelo agente agressor e a inflamagéo aguda
nao for resolvida, esta evoluira para uma inflamacdo crénica. A liberacdo de
mediadores quimicos por essas células leva ao aumento da sensibilidade neuronal a
estimulos que normalmente sdo indcuos ou minimos37,103,104,105,

Uma caracteristica importante da resposta inflamatéria € que existe uma
hierarquia temporal de liberagcdo e acado destes mediadores. Estes séo divididos em
dois grupos: mediadores hiperalgésicos intermediarios e mediadores hiperalgésicos
finais. Este primeiro grupo é liberado no inicio e durante a inflamacgéo. Nele pode-se
destacar as citocinas e as quimiocinas. Inicialmente, estes mediadores pareciam ser
importantes apenas no recrutamento de leucdcitos para o foco inflamatério, porém
eles também sdo de extrema importancia para a geracdo da sensibilizagao
nociceptiva. As principais citocinas na nocicepg¢ao sao o fator de necrose tumoral-alfa
(TNF-a) e as interleucinas 1 e 8 (IL-1, IL-8), as quais estimulam respectivamente a
liberacao de prostaglandinas (PGs) e aminas simpatomiméticas, que sao classificadas
como mediadores finais'04.106.107.108 Qg mediadores finais interagem em determinados
receptores presentes na membrana dos neurdnios nociceptivos e sua ativagao
estimula vias de sinalizagao intracelular, como a da adenosina monofosfato ciclico
(AMPc) e a das proteinas quinases, levando a sensibilizacdo neuronal. Fato
interessante € que, em alguns casos, os mediadores intermediarios também podem
comportar-se como mediadores finais®’.

O processamento da dor (periférico e central) pode torna-se mais complexo em
condicdes inflamatérias, pois como visto, estas vias neuronais amplificam suas
respostas em funcido das alteracbes do funcionamento dos canais iGnicos. Essas
alteracdes sao causadas pelos mediadores pré e anti-inflamatérios e pela ativacao
destas proteinas quinases, ambos liberados na fase aguda e crénica do processo
inflamatorio®”-19°. A inflamagéo cronica é considerada como principal causa de
diversas patologias como: doencas neurodegenerativas, cancer, aterosclerose e
doencgas musculoesqueléticas (osteoartrite [OA] e artrite reumatoide)''°. A OA por
exemplo, representa uma das condigdes dolorosas mais frequentes. A dor como
sendo o principal sintoma, envolvendo mecanismos neurolégicos periféricos e
centrais. O sinal nociceptivo envolve nao apenas neuromediadores e fatores
reguladores, tais como o fator de crescimento neuronal, mas também promove

modificagbes centrais das vias da dor'"".
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O tratamento farmacologico de doencgas cronicas inflamatorias e da dor
persistente de diferentes origens ainda € um algo problematico. Os farmacos de
primeira linha de tratamento atualmente prescritos sao os AINEs, glicocorticoides e
opioides, apesar de ja terem sido introduzidos ha muito tempo, os seus mecanismos
principais permanecem os mesmos. A utilizagdo prolongada dos AINES esta
associada a graves efeitos adversos, como lesdes gastricas e intestinais. Os
glicocorticoides, embora eficazes, apresentam muitos efeitos colaterais relacionados
principalmente, com sua fungcdo hormonal enddgena, a qual limita sua utilizagdo de
forma crénica. A utilizagdo de opioides € limitada devido aos seus diversos efeitos
colaterais, principalmente a dependéncias3’-103,

Medicamentos bioldgicos, que tem como alvo diferentes moléculas chave do
mecanismo imune, tém tido resultados satisfatérios no tratamento de algumas
doencgas autoimunes/inflamatdrias. Porém, existem alguns pontos desfavoraveis: o
alto custo de fabricagdo, a via de administragdo (intravenosa), efeitos colaterais a
longo prazo e ainda n&do ha garantia de uma analgesia eficaz3"-1%3. Portanto, apesar
de ser uma tarefa desafiadora, ha uma necessidade imediata de novas opcodes
terapéuticas de anti-inflamatdrios e analgésicos que possam auxiliar na resolugéo do

processo inflamatério2.

1.1.1.2 Sistema opioide

Os receptores opioides sao considerados importantes alvos no tratamento da
dor. Os agonistas opioides sdo os analgésicos mais efetivos no manejo da dor. No
ultimo século, nas areas de farmacologia e quimica medicinal, houve um grande
avango no desenvolvimento de opioides derivados de opiaceos naturais''3. O sistema
opioide é critico na modulagdo enddgena da dor e antinocicepgdo. Os peptideos
opioides (PO) e seus respectivos receptores estao presentes no circuito nociceptivo e
em areas importantes do SNC, como também em algumas estruturas relacionadas a
emocodes e recompensa, enquanto outros estao localizados no SNP e em diversos
tecidos nao neuronais'4.115.116,

Este sistema é constituido por trés receptores: receptor opioides delta (&-,
ROD), kappa (k-, ROK), mu (y-, ROM)">"7 Mais especificamente, o ROM ¢é
amplamente distribuido por todo o prosencéfalo, mesencéfalo e cérebro posterior,

aparentemente sua maior expressao € no neocortex, nucleos caudado e putamen,
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nucleo accumbens, talamo, hipocampo, amigdala e nucleo do trato solitario®19. O
ROK é expresso moderadamente em diversas areas cerebrais, porém com maior
expressao nos nucleos caudado e putdmen, no nucleo accumbens, hipotalamo,
amigdala e neurohipofise'®11°. O ROD ¢é particularmente expresso em abundancia
em areas neurais relacionadas ao olfato, o neocortex, nucleos caudado e putédmen, o
nucleo accumbens e a amigdala; sua ligagao é limitada no talamo, hipotalamo e tronco
encefalico819,

Todos o0s receptores opioides sao receptores acoplados a proteinas G
inibitorias’?. Todos os trés quando ativados por seus ligantes inibem a enzima
adenilato ciclase, diminuindo assim os niveis celulares de AMPc e afetando as vias de
fosforilacao das proteinas e dessa forma a funcao celular. Por serem acoplados a
proteina G, também exercem influéncia direta sobre os canais ibnicos, ativando as
correntes de K* e inibindo as correntes de Ca?*. Dessa forma, reduzindo a
excitabilidade neuronal e a liberacdo de neurotransmissores excitatérios, tais como o
glutamato, a sP e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina'?!. Esses receptores
também agem na neurotransmissao GABAérgica e sao ativados em condigdes
naturais por opioides enddgenos'??. Seus ligantes enddgenos sdo as dinorfinas,
encefalinas e endorfinas, os quais também s&o amplamente distribuidos pelo SNC''.

Cada tipo de receptor desempenha respostas distintas, envolvidas na
modulagado da dor no SNC e periférico23124125. Os ROM sé&o responsaveis por mediar
a analgesia espinal e supraespinal, reduzir a motilidade do trato gastrointestinal,
depressao respiratoéria, euforia e sedacdo. Os ROK e ROD também estao envolvidos
na analgesia espinal e supraespinal. O ROK ainda media a analgesia periférica,
sedacdo, depressdo respiratoria, dispneia e disforia. Ainda, tem-se pouco
conhecimento sobre os ROD, porém sabe-se que eles estao localizados no cérebro e
acredita-se que eles tenham uma participacdo sobre os efeitos psicomiméticos e
disforicos'?.

Estudos mostram o papel dos agonistas opioides em modelos pré-clinicos de
dor inflamatdria. Por exemplo, em um estudo, a ativagdo de ROM por um agonista
seletivo foi capaz de modular a inflamagéao de camundongos em um modelo de colite
experimental aguda. Este efeito foi mediado pela redugao das citocinas (TNF-a, IL-13
e IL-6 RNAm), pela provavel ativagado do fator anti-apoptético, Bel-xL e supressao do
fator nucleal kappa B (NF-xB), o qual é um potencializador da inflamag&o'?6. Outra

pesquisa mostrou que a administragao intracerebroventricular de Deltorfina Il e
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SNCB80 (agonistas do ROD), e de DAMGO e morfina (agonistas do ROM), reverteu
significativamente a resposta hiperalgésica associada a inflamacgao periférica por CFA
em ratos'?’. A enadolina (CI-977), agonista seletivo e potente do ROK, foi associada
como um eficaz analgésico em modelos animais de estimulos nocivos mecanicos e
quimicos'?.

Como todos os trés receptores opioides estdo presentes nos terminais
nervosos sensoriais periféricos tanto em animais como em seres humanos'?®,
diversos estudos também tem demonstrado o efeito do sistema opioide periférico na
dor inflamatoria'3%-13', Por exemplo em um outro estudo utilizando um modelo animal
de dor inflamatdria periférica induzida por CFA, o envolvimento de opioides periféricos
foi investigado com pré-tratamento i.pl. de naloxona, que se mostrou capaz de reverter
o efeito anihiperalgésico demonstrado pelo tratamento i.pl. de morfina'32.

Sabe-se que em tecidos inflamados ou lesionados uma pletora de mediadores
hiperalgésicos sdo produzidos, porém essa hiperalgesia € parcialmente mediada por
um sistema analgésico local que envolve leucdcitos contendo opioides (como pode
ser observado na figura 1)12°133, Estes leucécitos extravasam-se apés a ativacéo de
moléculas de adesdo. O fator liberador de corticotropina (CRF), quimiocinas ou
noradrenalina (NA) podem induzir a liberagédo de opioides ativando seus respectivos
receptores nos leucdcitos. Os opioides exdgenos ou peptideos opioides enddgenos,
como as endorfinas, encefalinas e dinorfinas, ligam-se aos receptores opioides que
sao sintetizados nos GSNE e transportados ao longo dos microtubulos intra-axonais
até os terminais periféricos e centrais dos neurbnios sensoriais (Figura 1). A
subsequente inibicdo dos canais i6nicos excitatérios e da liberacao da sP resulta em

efeito antinociceptivo?®.
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Figura 1: Mecanismo periférico da analgesia opidide.

Os leucdcitos circulantes contendo PO extravasam-se apés a ativacdo de moléculas de adesao (por
exemplo ICAM-1; integrina beta2). O CRF, quimiocinas ou NA (liberada de neur6nios simpaticos) pode
induzir a liberag&o de opioides ativando seus respectivos receptores (receptores CRF, receptores AR)
nos leucécitos. Os peptideos opidides enddgenos ligam-se aos RO que séo sintetizados nos GSNE e
transportados ao longo dos microtlbulos intraaxonais até os terminais periféricos (e centrais) dos
neurdnios sensoriais. A subsequente inibigdo dos canais ibnicos excitatorios (por exemplo, TRPV1,
Ca2 +) e da libertacdo da sP resulta em efeitos antinociceptivos. GSNE: ganglio sensorial do nervo
espinal; RO: receptor opioide; sP: substéncia P; NA: noradrenalina; AR: receptor adrenérgico; PO:
peptideo opioide; CRF: fator liberador de corticotrofina; CRFR: receptor do fator liberador de
corticotrofina.

Fonte: Adaptada de Stein et al, 2009129,

No entanto, a administragdo sistémica de medicamentos opioides produzem
efeitos colaterais importantes, visto que o sistema opioides endégeno afeta varios
sistemas fisioldgicos, incluindo sistemas de recompensa, sistema imunolégico,
aprendizagem, fungbes de memodria e resposta ao estresse, demonstrando quéo
complexos os efeitos do tratamento e seus efeitos colaterais podem ser.
Principalmente, aqueles que agem sobre o sistema gastrointestinal e SNC, bem como
a tolerancia desenvolvida e o vicio. Estes sao responsaveis pela descontinuidade dos
tratamentos de 1 a cada 5 individuos, o0 que acarreta em alivio inadequado da dor e
pouca qualidade de vida. Por isso, se fazem necessarias novas estratégias

terapéuticas com poucos ou nenhum efeito colateral.
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1.1.2 Oleo essencial de Lavandula angustifolia

A Lavanda é uma planta florida que pertence a familia Lamiaceae. Ela é
proveniente da regido Mediterranea, mas amplamente cultivada no sul da Europa,
principalmente nas regides da Franca, Italia e Inglaterra. E uma planta arbustiva, de
ciclo perene que pode chegar até 1 metro de altura. Suas flores sdo numerosas e se
agrupam em inflorescéncias, com uma coloragao que varia de tons rosas a azuis. O
OE extraido dela através do processo de destilacdo a vapor é de coloragao verde-
clara com um toque amarelado 34135,

Ela possui mais de 30 espécies e dezenas de subespécies, sendo assim foi
dividida em 4 categorias principais: L. angustifolia, popularmente conhecida como
Lavanda Inglesa, era referida anteriormente como L. vera ou L. officinalis; L. stoechas
€, algumas vezes, chamada de Lavanda Francesa; L. /atifolia e L. intermedia. Esses
diversos tipos de Lavanda possuem propriedades etnobotanicas similares e grandes
quantidades de constituintes quimicos'36.137,

Na aromaterapia, € considerado um dos 6leos mais uteis e versateis. Na
Franca, ndo é raro encontrar um frasco dessa esséncia nas residéncias; uma tintura
composta de Lavanda foi reconhecida pela Farmacopéia Britanica por mais de dois
séculos. Durante a Segunda Guerra Mundial, era aplicado nos machucados dos
feridos como um antisséptico. Foi gragas aos efeitos terapéuticos da Lavanda que
René Maurice Gattefossé comecou a investigar em maior profundidade os OE, apds
queimar-se em um acidente de laboratério e aplicar o 6leo na ferida’34135,

Os principais constituintes do OELa s&o o linalol, acetato de linalila, 1,8-
cineole B-ocimeno, terpinen-4-ol e céanfora'’. Sabe-se que a propor¢gdo dos
compostos quimicos varia de acordo com a regido de producido, do solo e das
condicdes de cultivo das plantas, também ha uma certa variacdo de ano para ano de
acordo com as condicdes climaticas. Normalmente, as espécies de melhor qualidade
crescem em altitudes de 700 a 1400 metros. A qualidade do OELa depende
primeiramente de uma alta quantidade dos principais compostos desejaveis, tais como
o linalol e acetato de linalila, que sao terpenos, mas também depende do toque
aromatico dado por varios compostos secundarios34.135.138

Sua indicacdo na medicina popular é de sedativo suave, supressor da tosse,
antisséptico, antibidtico, antidepressivo e cicatrizante. Acredita-se que atenua a

reagdo do SNC a dor, por isso teria agdo analgésica’>. Os monoterpenos lipofilicos
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contidos na Lavanda agem nas membranas celulares e promovem mudangas na
atividade de canais i6nicos, nos transportadores e nos receptores nervosos. Essa
caracteristica pode explicar os efeitos calmante e antibacteriano do OELa"39,

Diversos estudos tém investigado as propriedades antinociceptivas,
imunomodulatérias e anti-inflamatérias encontradas nos componentes do 6leo.
Quando avaliados em conjuntos, eles evidenciam que a composigéo quimica do OELa
pode exercer uma atividade anti-inflamatéria ou antinociceptiva direta ou
indiretamente39-31,

Os efeitos antioxidantes, anti-inflamatorios e antinociceptivos do OELa foram
mostrados em ratos e camundongos. A atividade anti-inflamatéria foi observada
através de um modelo de indugao de pleurisia por carragenina (0,6 mg/kg, via oral) e
edema de orelha induzido pela aplicagao de 6leo de créton (0,6 mg/kg, via oral ou
tépica 50 pL/orelha) em camundongos. A atividade antinociceptiva foi avaliada
utilizando o modelo da formalina (0,6 mg/kg, via oral) em ratos. Neste estudo, também
foi observado a eficacia do 6leo sem nenhuma evidéncia de efeitos tdxicos
significativo na dose de 0,6 mg/kg, via oral)'4.

Diversos outros experimentos foram realizados para tentar esclarecer os
mecanismos de agado da Lavanda em tecidos neuronais. Também foram observadas
acgao antioxidante e inibigdo colinérgica relativamente fraca causadas pela lavanda e
linalol'#'-145. Tem sido demonstrado que a via colinérgica desempenha um papel
importante na analgesia, ansiedade, depressdo e convulsdo, sugerindo efeitos
potenciais da lavanda'46:147.148,

Em um estudo com humanos, noventa individuos com OA no joelho foram
aleatoriamente distribuidos em trés grupos. O participantes do grupo intervencéo,
massagearam os joelhos durante 20 min com 5 ml de dleo essencial de lavanda
diluido em 6leo de améndoa doce a uma concentracao final de 3%. O procedimento
foi realizado 9 vezes em um periodo de 3 semanas. A escala visual analdgica (EVA)
foi aplicada imediatamente apds a intervencao, na primeira e 42 semana apos o fim
da intervencdo. O estudo concluiu que o grupo que recebeu a massagem com 6leo
essencial de lavanda teve um alivio significativo da dor, logo apds e uma semana apos
a intervengéo9,

Outro estudo avaliando a atividade do linalol no sistema glutamatérgico no
cortex cerebral de ratos relatou um efeito inibitério do linalol sobre a ligagdo ao

glutamato’®. Em outra pesquisa recente, investigou-se os efeitos dos 6leo essenciais
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de Coriandrum sativum e Lavandula angustifolia obtidos por hidrodestilacédo e
analisado por CG e CG-EM, e seu principal constituinte, o linalol, sobre a atividade
elétrica espontanea de células neuronais de ratos. Os resultados demonstraram pela
primeira vez que o linalol ou os dois 6leos essenciais afetam, de maneira dose
dependente, a atividade de disparo neural'®".

Além disso, o mecanismo antinociceptivo do linalol tem sido parcialmente
demonstrado nos modelos pré-clinicos de placa quente e formalina. Assim, Peana e
colaboradores (2004)'52 mostrou que a antinocicepgdo produzida pelo linalol
administrado subcutaneamente envolve a ativagdo dos sistemas opioidérgico,
colinérgico (receptores M2-5), dopaminérgico (receptores D2) e canais de K~
sensiveis ao ATP. Estes resultados estdo de acordo com as propriedades
farmacolégicas observadas do linalol, principalmente sua atividade colinérgica,
anestésica local e sua capacidade de bloquear receptores NMDA. Aparentemente, um
mecanismo chave é desempenhado pelos canais K*, cuja abertura pode ser resultado
de uma estimulag&o dos receptores muscarinicos M2, opioides ou dopamina D252,

Mesmo com o grande numero de pesquisas conduzidas na ultima década,
ainda ha falta de dados mais substanciais sobre os efeitos e mecanismo de agdo do

Oleo essencial de Lavanda'0.

1.1.2.1 Via inalatoria

O sistema olfatério é uma rede complexa, composta principalmente pelo epitélio
olfatério, bulbo olfatério e cortex olfatorio. Os elementos periféricos deste sistema
consistem em aproximadamente 6 milhdes de células!®3.

Pode-se pensar no olfato como uma série de transformacdes. As informacgdes
sobre a estrutura de uma molécula odorifera séo transformadas em uma série de
representacées neurais até que se tornam uma percepcao®®.

As moléculas odoriferas, quando inaladas, entram em contato com o epitélio
olfativo, sdo detectadas e interagem com os cilios. Estes séo botdes dendriticos que
constituem as células receptoras olfatérias, inervando a parte superior da cavidade
nasal e a regido da lamina cribiforme do osso etmoide®®. Estas células séo neurdnios
receptores olfatérios (NRO), neurbnios de primeira ordem, cada um pode expressar
um ou mais tipos de receptores®®*. Em conjunto, seus axénios formam o nervo olfatério

I, que atravessam a lamina cribiforme e projetam seus ax6nios diretamente para os
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glomérulos do bulbo olfatério no SNC6. No glomérulo, composto pelos terminais
axonais dos NROs, estes fazem sinapses com os dendritos dos neurénios eferentes
do bulbo olfatério: células mitral e células tufos. Essas células, neurénios de segunda
ordem, transportam a informagao do bulbo olfatério para o cortex olfatério'54157.158,

O coértex olfatorio € dividido em cinco areas de maior importancia: o nucleo
olfatorio anterior, tubérculo olfatorio, cortex piriforme, nucleo amigdaldide, cortex
periamigdaldide e cortex entorrinal'®. Estas areas recebem diversas informagdes que
sao transmitidas por meio de projegdes diretas para as vias limbicas, mediando os
aspectos afetivos da percepcgéo olfativa. Nas regides do talamo, hipotalamo e do
hipocampo, as informacbes do olfato sdo incorporadas a outras informacgdes
sensoriais, memorias de aprendizado, experiéncias prévias e comportamento’®.
Sabe-se também que as projecdes dessas fibras nervosas passam pelo bulbo olfatério
e chegam a regides como a substancia negra, nucleos da rafe e Locus Coeruleus, as
quais fazem parte do processamento e modulacédo da dor€°,

Porém, a inalacdo de moléculas quimicas ndo promove efeitos no organismo
somente pela estimulacdo dos NRO no SNC. Essas mudancas também ocorrem, pois,
apos inaladas, as moléculas chegam as membranas pulmonares através do epitélio
olfatério. Os pulm&es sdo compostos por duas partes funcionais: a regido traqueo-
brébnquica; e a regido alveolar. O trato respiratério € altamente bifurcado e cerca de
95% da superficie total dos pulmdes € composto pela area alveolar e um delgado
epitélio vascular alveolar com uma abundante rede capilart®l. O pulméo serve como
via de administracao e de elimina¢do. Sua grande &rea e o fluxo sanguineo resultam
em troca rapida de elementos, e permite ajustes rapidos na concentracao
plasmatical®?. Por meio dos capilares pulmonares, as moléculas quimicas atingem a
circulacdo sanguinea, podendo assim promover efeitos sistémicos no organismo'®3, A
via inalatéria é umas das vias mais indicadas para administracdo de anestésicos e
tem sido demonstrado que pode mais efetiva que a via intravenosa. Por exemplo, um
estudo em caes que receberam morfina por via inalatéria mostrou o sistema pulmonar
como uma importante via de administragdo para opioides, visto que as moléculas
podem ser absorvidas rapidamente pela elevada permeabilidade dos alvéolos. A
pesquisa também identificou um perfil farmacocinético melhor de liberacdo lenta e
toxicidade menor do que uma injecéo intravenosa®“.

Quando se tem como alvo o SNC, principalmente o tratamento de doencas

neuroldgicas, a via inalatéria € considerada uma importante via de administragao
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terapéutica, também, por em contraste com os medicamentos orais atuais, as
moléculas odoriferas podem atravessar a barreira hematoencefalica, produzindo uma
resposta com mais rapidez, eficiéncia e atingindo a circulagao sistémica'6%166.167 Além
disso, uma revisao sistematica e meta-analise - envolvendo 12 estudos com humanos
em diversas condi¢gdes dolorosas - concluiu que aromaterapia causa redugao
significativa da dor. Outras vantagens destacadas pelo estudo sédo o custo mais baixo
e menos efeitos colaterais que os medicamentos tradicionais para o tratamento da
dor'®_ A via inalatéria também ganhou destaque como uma via de administracédo
promissora para o tratamento de infeccbes pulmonares. Dados publicados indicaram
que a terapia inalatéria como sistema de administracdo de farmacos antibiéticos é
capaz de diminuir a dose de antibidtico administrada, reduzindo assim a toxicidade,
assim como aumentando a ades&o ao tratamento®°.

A dor cronica € um problema se saude publica. Novas opcgbes de tratamento,
acessiveis e praticas, para um alivio eficaz e adequado sdo necessarios para melhora
do prognéstico e qualidade de vida dos individuos afetados por ela. A lavanda é uma
das plantas mais conhecidas no universo da aromaterapia e sua utilizacdo tem sido
disseminada na Europa através dos seculos. Seu OE é utilizado no tratamento das
mais diversas condi¢cdes na medicina popular e estudos cientificos jA demonstram seu
potencial analgésico e antiinflamatério, principalmente devido a um de seus
componentes majoritarios, como o linalol. Dessa forma, esclarecer se a inalacdo do
OELa exerce influéncia sobre a dor inflamatéria e neuropéatica, e fornecer informacdes
adicionais sobre o mecanismo envolvido € de profunda valia para o desenvolvimento
de um tratamento eficaz, que pode ser facilmente aplicado na clinica em conjunto com
0s tratamentos convencionais, bem como para uma abordagem terapéutica mais

adequada.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar os efeitos da inalacdo do OELa em modelos animais de dor crénica

de origem neuropatica e inflamatéria e o envolvimento do sistema opioide neste efeito.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar o volume do OELa, através inalacdo, mais efetivo em reduzir a
hiperalgesia mecéanica nos modelos animais de dor neuropatica e inflamatoria;

Verificar a contribuicdo dos receptores opioides centrais (espinais) e periféricos
no efeito da inalagdo do OELa em um modelo animal de dor inflamatéria;

Verificar efeito da inalagdo do OELa na atividade locomotora em um modelo

animal de dor inflamatéria.
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3. METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Este é um estudo néo clinico experimental, de natureza quantitativa.

3.2 MATERIAL E EQUIPAMENTOS

Na execucdo deste estudo o0s seguintes equipamentos foram utilizados:
cromatdgrafo gasoso da Agilent 5975, Series MSD (Califérnia, EUA); monofilamento
de von Frey (vF) de 0,6g da VFH (Chicago, EUA); e uma caixa de madeira retangular
sem tampa (open field, confeccionado para o laboratério).

As seguintes substancias foram utilizadas: Oleo essencial de Lavandula
angustifolia obtido da Penny Price Aromatherapy® (Hinckley, Inglaterra); CFA,
diclofenaco (DC) e naloxona foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Missouri, EUA);
Tween 80 e hidrato de cloral adquiridos da Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, Brasil);
gabapentina da EMS (Sao Paulo, Brasil); sulfato de morfina da Cristalia (S&o Paulo,
Brasil). Todos os farmacos foram dissolvidos, imediatamente antes do uso, a partir do
sal ou de solucao estoque. O CFA foi diluido em Tween 80 e salina e os demais foram
dissolvidos somente em solucédo salina. As doses de todas as substancias usadas
foram selecionadas e adaptadas com base na literatural’®1’t e em experimentos
prévios, conduzidos em nosso laboratorio. A gabapentina e o DC foram administrados
via intragastrica (i.g.). A morfina foi administrada por via subcutanea (s.c.) e a naloxona
foi administrada por via i.p., em volume de 10ml/kg. A naloxona quando administrada
por via i.pl. e/ou it., volumes constantes de 20ul e 5ul foram injetados,

respectivamente.

3.3 ANIMAIS

Para a realizacao do experimento foram utilizados camundongos Swiss fémeas
(25 a 359), obtidos no Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC), aclimatados a 22+2°C, no ciclo 12h-claro/12h-escuro (claro a partir das 6h:00

min), com acesso a racdo e agua ad libitum. Os animais foram distribuidos
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homogeneamente entre os grupos e aclimatados no laboratério por pelo menos 1h
antes dos testes e foram utilizados apenas uma vez em cada experimento.

A previsdo do numero de animais nessa pesquisa foi baseada em Daniel
(2008)'72, que coloca uma equacéo utilizada para a determinacdo do tamanho de uma
amostra sem reposicao, sendo que a utilizacdo do desvio padréo obtido na formula
aponta para n = 8 animais por grupo, utilizando um intervalo de confianca de 95%.

3.4 DELINEAMENTO DO ESTUDO

No primeiro set de experimentos, a fim de avaliar uma possivel acdo da
inalacdo do OELa sob a hiperalgesia mecanica dos animais no modelo animal da
SDRC-I (dor neuropatica), os camundongos foram submetidos a IR da pata direita. No
3°dia ap6s o procedimento, a hiperalgesia mecéanica dos animais foi avaliada
utilizando o teste do monofilamento de vF. Diferentes grupos de animais foram
tratados com DC ou diferentes volumes de OELa (100, 200 e 300ul). Neste
experimento o grupo controle recebeu salina. Do 7° ao 11° dia (fase fria e neuropatica
da SDRC-I) os animais foram tratados com gabapentina e OELA (volume mais efetivo
observado no 3° dia) diariamente e avaliados 30 minutos apos o tratamento (Figura 2-
A).

No segundo set de experimentos, com o intuito de avaliar uma possivel acdo
da inalagdo do OELa na dor inflamatéria, animais foram submetidos a injecéo i.pl. de
CFA na pata traseira direita. Vinte e quatro horas apés a injecao, a hiperalgesia
mecanica também foi avaliada utilizando o teste de vF. Diferentes grupos de animais
foram tratados com o OELa (100, 200 e 300ul). Os animais receberam tratamento
diario com o volume de OELa mais efetivo (observado no 1° dia) por 5 dias
consecutivos, sendo no ultimo dia realizado novamente a avaliacdo do decurso
temporal do efeito anti-hiperalgésico do OELa (Figura 2-B). Animais tratados
diariamente por seis dias consecutivos com OELA (no volume mais efetivo) foram
submetidos ao teste do campo aberto no sexto dia.

No terceiro set de experimentos, se analisou o envolvimento dos receptores
opioides sobre o efeito anti-hiperalgésico do OELa, a fim de determinar a participacao
dos receptores sistémicos, espinais ou periféricos. Para isso, vinte e quatro horas apés
a injecao de CFA, diferentes grupos de animais foram pré-tratados com naloxona por

via i.p., i.t. ou i.pl., respectivamente. Quinze (i.t. e i.pl.) ou vinte (i.p.) minutos apos as
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administracdes os animais inalaram o OELa (100ul). Trinta minutos apos foi avaliada
a hiperalgesia mecéanica. Um grupo controle positivo recebeu uma injecao i.p. de

naloxona e posteriormente foi tratado com morfina por via s.c.

A > T
IR ' .
SDRC-I Basal Dia 3 Dia7 Dia 8 Dia 9 Dia 10 Dia 11
Teste de von Frey L T » « < . . 4 >—
B .
CTA o
CFA | Basal || Diat || Dia2 || Dia3 || Dia4 || Dias || Dias | >
Teste de von Frey « T « « : T
Teste do campo aberta .—

Figura 2 — Fluxograma do delineamento do estudo.

Esquema ilustrativo referente ao protocolo de indugdo dos modelos e avaliagBes comportamentais. Os
circulos vermelhos séo referentes ao dia em que as avaliagdes foram realizadas. A linha pontilhada &
referente aos dias em que o tratamento inalatério com o OELa ou salina foi realizado. SDRC-I=
Sindrome da dor regional complexa do tipo 1; CFA = Adjuvante completo de Freud; IR=
isquemia/reperfusdo; T: time course.

3.5 ENSAIOS/TESTES/TECNICAS
3.5.1 Andlise de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa

A analise cromatogréfica do OELa foi realizada por meio de um cromatografo
gasoso da Agilent 5975, Series MSD (70 eV). Foi utilizada uma coluna HP-5MS (30m
x 0.25 mm x 0.25 pum) com hélio como gas portador a um fluxo de 1 mL/min. As
condi¢cbes da temperatura da coluna do programa foram: 50-280°C (8°C/min) com
isoterma a 280°C durante 20 min; a temperatura do injetor foi de 280°C e do detector
de 280°C. O volume de amostra injetado foi de 1pL.

Os componentes no Oleo foram identificados pela comparacdo dos indices de
retencdo calculados, dos espectros de massa obtidos por CG-EM e da literatural’s.
Os valores dos indices de retencdo dos componentes foram obtidos por injecdo de

uma mistura de séries de n-alcanos (C5-C30) e utilizando a equacéo referida por Van
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den Dool-Kratz (1963)'74. A concentracdo foi calculada utilizando as areas de pico
individuais para cada substancia.

3.5.2 Inducéo da lesdo por IR em camundongos

Para realizacdo da isquemia, os animais foram anestesiados com uma injecao
i.p. de hidrato de cloral (7%, 0,6 ml/kg)*’>. Apés a verificacédo do estado de consciéncia
do animal, foi colocado um anel elastico com 1,2 mm de diametro interno (Elastico
Ligadura 000-1237 marca: Uniden) proximal a articulagao do tornozelo direito de modo
a fazer um torniquete. O animal foi mantido sob anestesia com refor¢os de 20% da
dose inicial por trés horas e entdo o anel foi cortado permitindo a reperfuséo da pata.
ApoOs a isquemia, 0s animais permaneceram proximos a uma lampada até retornarem
a deambular pela caixa, onde foram encaminhados entdo para o biotério do
laboratorio. O procedimento de IR foi incialmente descrito em ratos por Coderre e
colaboradores em 20047° e posteriormente adaptado para camundongos por
Millecamps e colaboradores (2010)'76. Sabe-se devido a experimentos prévios que
cerca de 30% dos animais ndo desenvolvem dor’®, assim 11 animais por grupo foram
submetidos a IR para obtencéo de pelo menos 8 animais que apresentasse a SDRC-
l.

3.5.3 Inducéo da inflamacdao periférica

O modelo de inflamacao periférica persistente foi induzido pelo CFA dissolvido
em solucdo salina e Tween®, resultando em uma concentragdo de 80% de CFA"".
Foram injetados 20pul desta solucdo na pata direita de cada animal. Esse modelo
produz um estado de hiperalgesia mecanica persistente!’’.

3.5.4 Tratamento inalatério com OELa

Para realizar o tratamento por meio da inalagdo do OE foi utilizado uma caixa
moradia de polipropileno dos animais medindo 20 cm x 30 cm x 20 cm. No interior da
caixa foi posicionada uma placa de petri (8cm de diametro) contendo diferentes
quantidades do OELa. A caixa foi totalmente coberta por um plastico filme por um

periodo de 30 minutos antes de receber os animais. Os animais foram colocados
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dentro da caixa (8 por vez) e permaneceram inalando o ar do ambiente interno da
caixa com os vapores do OELa ou de salina durante 30 minutos. Durante o periodo
gue 0s animais permaneceram na caixa inalando, uma pequena abertura de 2 cm foi

feita para a manutencéo da entrada de ar'’®.

3.5.5 Testes comportamentais

Nos experimentos descritos nas proximas secfes 0s animais foram
homogeneamente distribuidos em grupos com 8 animais cada. O grupo Naive (N) foi
composto por camundongos sem manipulacdo (CFA ou IR) e apenas avaliado; o
grupo controle foi composto por camundongos que foram submetidos a IR da pata, ou
injecdo de CFA e que inalaram salina; o grupo controle positivo foi composto por
camundongos que foram submetidos a IR da pata e tratados com gabapentina (30
mg/kg, i.g.) ou DC (10mg/kg, i.g.); € 0S grupos experimentais foram compostos por
camundongos que foram submetidos a IR da pata injecdo de CFA e tratados com

inalacdo do OELa em diferentes volumes (100, 200 e 300 ul) por 30 minutos.

3.5.6 Avaliacédo do efeito da inalagcdo do OELa na hiperalgesia mecéanica

A hiperalgesia mecanica foi avaliada utilizando monofilamentos de vF. A
frequéncia de retirada da pata para 10 aplica¢cbes do filamento de vF (0,6 g) foram os
valores percentuais utilizados, como indicativo de resposta. O teste foi aplicado
utilizando uma plataforma (70 x 40 cm) que consiste em uma tela de arame com malha
de 6 mm. Para facilitar a aplicacdo do filamento na superficie ventral da pata posterior,
os animais foram colocados individualmente em uma camara de observacgao feita em
acrilico (9 x 7 x 11 cm) sem fundo e coberta com tampa, posicionada sobre a
plataformal’®.

O filamento foi aplicado na pata posterior direita (submetida a IR ou CFA),
atendendo alguns critérios como: aplicacédo feita perpendicularmente a superficie
plantar, com pressao suficiente para proporcionar a curvatura do filamento, obtendo-
se assim presséao total. Os animais foram avaliados quando as quatro patas estavam
acomodadas sobre a tela. A resposta de retirada foi considerada quando o animal
removeu totalmente a pata da tela de apoio. No dia anterior a inducédo dos modelos

0s animais foram submetidos ao teste para caracterizacao da resposta basal. Apenas
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0S animais que apresentaram uma porcentagem de resposta em torno de 20% foram

selecionados?’®.

3.5.7 Envolvimento dos receptores opioides no efeito anti-hiperalgésico da

inalacdo do OELa

A fim de verificar o envolvimento dos receptores opioides (sistémicos,
periféricos e espinais) sobre o efeito anti-hiperalgésico do OELa, diferentes grupos de
animais foram submetidos a injecdo i.pl. de CFA. Vinte quatro horas apos, foi
administrada naloxona por diferentes vias: i.p. (Img/kg), i.pl. (5ug/pata) ou i.t.
(5ug/sitio). Quinze (i.pl. e i.t.) e vinte (i.p.) minutos depois das injecdes 0s animais
foram tratados por inalacdo com o OELa no volume de 100ul por 30 minutos. Trinta
muitos apos a inalacao foi avaliada a hiperalgesia mecanica.

Grupos de animais controles foram tratados com salina ou naloxona pelas
mesmas vias quinze ou vinte minutos antes da inalagdo com salina. Para controle
positivo, um grupo diferente de animais com CFA recebeu uma injecdo i.p. de
naloxona e 20 minutos depois recebeu morfina s.c. (2,5mg/kg). A hiperalgesia

mecénica foi avaliada trinta minutos apés a administragdo de morfina.

3.5.8 Avaliagéo do efeito da inalagdo do OELa na atividade locomotora

A avaliagéo da atividade locomotora foi realizada utilizando o teste do campo
aberto. O teste foi realizado em um aparato que consiste em uma caixa de madeira
medindo 40 x 60 x 50cm. O assoalho da caixa era dividido em 12 quadrados iguais
sendo contabilizado cumulativamente o nimero de cruzamentos com todas as patas
(crossing), durante 6 minutos. Foram realizadas inalagdes diarias (por seis dias
consecutivos) do OELa (100ul) e a avaliacdo da atividade locomotora foi feita trinta

minutos apos a ultima inalacao.



42

3.6 VARIAVEIS DE ESTUDO

Quadro 1 — Variaveis de estudo

Variaveis Tipo Natureza Proposta de
utilizacao

Nocicepcao (dor) — | Dependente | Quantitativa Média e erro-

namero de retirada da continua de | padrdo da média

pata frente ao estimulo razao

mecanico (%)

Atividade locomotora — | Dependente | Quantitativa Média e erro-

namero de cruzamentos continua de | padrdo da média
razao

Tratamentos — OELa — | Independente | Dicotbmica Sim ou nao

tempo (min)

Tratamentos - Independente | Dicotdémica Sim ou nao

Naloxona, Morfina,

Diclofenaco,

Gabapentina — massa

(kg)

3.7 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

Inicialmente foi avaliada a distribuicdo dos dados por meio do teste de Shapiro
Wilk. Os dados paramétricos foram comparados usando analise de variancia
(ANOVA) de uma ou duas vias, seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls ou
Bonferroni, respectivamente. Em todas as analises, valores de p menores que 0,05
foram considerados estatisticamente significativos. Os resultados foram analisados no

programa Graph Pad Prism® (v. 5.0).

3.8 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

Esta pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais —
(CEUA) da Universidade do Sul de Santa Catarina (UNISUL) sob os protocolos
16.006.2.07.1V e 16.042.2.07.1V. Os experimentos foram realizados de acordo com o
guia de cuidados de animais de laboratério e guia ético para investigacoes
experimentais da dor em animais conscientes®. O nimero de animais utilizados e a
intensidade dos estimulos nocivos foram o minimo necessario para demonstrar o

consistente efeito ao tratamento recebido.
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Para realizar o método de morte indolor assistida apds os experimentos foram
obedecidas as disposi¢cbes da resolucdo numero 1000 do Conselho Federal de
Medicina Veterinaria de 11 de maio de 2012, bem como da Instrucdo Normativa
namero 13 — Diretrizes da Pratica de Eutanasia do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacédo Animal de 20 de setembro de 201382, O procedimento foi realizado
pelo Médico Veterinario responsavel pelo Biotério Experimental do Laboratorio de
Neurociéncia Experimental, Geraldo Jorge Severgnini Bernardes, Matricula na
UNISUL-7068 e CRMV 0452-SC, por sobredose anestésica de (Pentobarbital, 80

mg/kg, i.p.).
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A composicao quimica do OELa e os indices de retencao sédo apresentados na

Tabela 2 e na Figura 3. Sessenta e cinco componentes, representando 90,56% do

Oleo foram identificados. Os compostos principais foram linalol (30,61%) e acetato de

linalila (20,36%). Outros compostos presentes em quantidades significativas foram
acetato de geranil (3,97%), mirceno (3,64%), 1,8 cineol (3,59%), canfora (3,24%), (E)-
B-ocimeno (2,95%), borneol (2,56%), acetato de nerilo (2,43%), E-cariofileno (1,75%),
acetato de lavandulilo (1,69%), terpinen-4-ol (1,67%) e a-Terpineol (1,54%).

Tabela 1. Componentes identificados no 6leo essencial de Lavandula angustifolia.

(continua)
Componentes TR* (min) IR** (Co/(;)ncentragao
(2)-3-hexanol (1) 4.313 875 0.06
Hexanol (2) 4.472 884 0.11
Tricicleno (3) 5.373 933 0.03
a-Pineno (4) 5.517 941 0.11
Camfeno (5) 5.820 958 0.12
Octen-3-ol (6) 6.249 981 0.16
B-pineno (7) 6.297 984 0.16
3-Octanona (8) 6.393 989 0.50
Mirceno (9) 6.490 995 3.64
0-3-careno (10) 6.817 1012 0.28
o-cimeno (11) 7.010 1023 0.04
p-cimeno (12) 7.116 1029 0.17
Limoneno (13) 7.202 1034  0.46
B-felandreno (14) 7.246 1036  0.43
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(continuacéao)

Componentes TR* (min) IR** (Co/cg)ncentra(;éo
1,8-cineol (15) 7.328 1041 3.59
(2)-B-ocimeno (16) 7.477 1049 0.70
(E)-B-ocimeno (17) 7.501 1050 2.95
y-terpineno (18) 7.737 1063  0.06
Oxido de cis-linalol (19) 7.982 1076  0.74
Terpinoleno (20) 8.286 1093 0.52
Linalol (21) 8.710 1116 30.61
Acetato de octen-3-ilo (22) 8.893 1126  0.13
alo-ocimeno (23) 9.071 1136 0.81
neo-alo-ocimeno (24) 9.254 1146  0.30
Canfora (25) 9.586 1164  3.24
Borneol (26) 9.995 1187 2.56
Terpinen-4-ol (27) 10.106 1193 1.67
Butirato de hexilo (28) 10.125 1194  0.26
a-Terpineol (29) 10.342 1206 1.54
Nerol (30) 10.751 1229  0.08
Neral (31) 10.876 1236  0.37
Geraniol (32) 11.079 1248 0.05
Acetato de linalila (33) 11.334 1262  20.36
Geranial (34) 11.551 1274 0.11
Oxido de trans-carvona (35) 11.613 1278  0.09
Acetato de isobornila (36) 11.676 1281  0.05
Acetato de lavandulila (37) 11.767 1287 1.69
Acetato de 3-tuijil (38) 11.820 1290 0.08
Hexil tiglato (39) 12.509 1330 0.18
Acetato de a-Terpinila (40) 12.860 1351 0.07
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(continuacéao)

Componentes TR* (min) IR** (Co/cg)ncentra(;éo
Acetato de Nerilo (41) 13.043 1362 2.43
Linalol isobutirato (42) 13.246 1374  0.04
Acetato de Geranil (43) 13.400 1383  3.97
Hexanoato de hexilo (44) 13.472 1387 0.20
B-Bourboneno (45) 13.592 1395 0.06
B-Cedreno (46) 13.799 1407 0.10
a-cis-bergamoteno (47) 14.016 1421  0.06
E-cariofileno (48) 14.233 1435 1.75
a-trans-bergamoteno (49) 14.319 1440 0.19
(2)-B-farneseno (50) 14.565 1455  0.75
(E)-B-farneseno (51) 14.628 1459  0.09
y-Curcumeno (52) 15.008 1483  0.05
ar-curcumeno (53) 15.051 1486  0.05
Biciclogermacreno (54) 15.143 1492  0.07
Isovalerato de lavandulil (55) 15.297 1501 0.32
Lavandulil 2-metil butirato (56) 15.470 1513 0.20
0-Cadineno (57) 15.624 1523 0.22
trans-calameneno (58) 15.725 1530 0.07
Longipinanol (59) 16.318 1569 0.09
Dendrolasin (60) 16.371 1572 0.05
Globulol (61) 16.578 1586  0.10
1-epi-cubenol (62) 17.165 1626  0.06
a-Muurolol (63) 17.526 1651 0.17
14-hidroxi-9-epi- (E) -caryofileno 17.748 1667  0.19
(64)

epi-a-Bisabolol (65) 18.104 1692 0.22
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Figura 3 - Perfil fitoquimico do 6leo essencial Lavandula angustifolia
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4.2 EFICACIA DA INALACAO DO OELA NA HIPERALGESIA MECANICA INDUZIDA
POR IR

Os resultados apresentados na figura 4 (painel A) mostram que o procedimento
de IR - um modelo animal da SDRC-I - induziu hiperalgesia mecéanica de maneira
significativa até o décimo primeiro dia de experimentacdo. A figura 4 (painel C)
demonstra que no terceiro dia apos o procedimento (fase inflamatéria da sindrome) a
inalacdo do OELa (100ul) reduziu de maneira significativa (p < 0,05) a hiperalgesia
mecanica induzida pela IR da pata dos camundongos. No entanto, na analise da area
sob a curva (ASC) também se observou uma reducéo significativa (p < 0,05) da
hiperalgesia mecanica do grupo DC (figura 4D). O tratamento dos animais na fase
neuropatica (sete dias apos a IR) da SDRC-I mostrou um efeito anti-hiperalgésico
muito breve e transiente (somente no nono dia, figura 4E), apesar da analise da ASC

demonstrar grande diferencga estatistica (p < 0,001, figura 4F).
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Figura 4 — Efeito da inalacdo do OELa sobre a hiperalgesia mecanica induzida por IR
Inalagdo do OELa no volume de 100ul diminui a hiperalgesia mecénica em um modelo animal de
SDRC-I em camundongos no terceiro e nono dia apés IR. Assim como a gabapentina no sétimo e
décimo dia. Cada ponto representa a média dos valores obtidos em 8 animais e as linhas verticais
indicam o erro padrdo da média (E.P.M.) Os simbolos determinam um diferenca significativa de *p =
0,05 quando comparado ao grupo controle (IR+Salina). Foi utilizado ANOVA de duas vias seguida do
teste de Bonferroni. Na ASC, painel D, os volumes de 100 e 200 pl, assim como o grupo que recebeu
DC diminuiram a hiperalgesia mecénica. No painel F, os grupos gabapentina e OELa 100 ul
apresentaram diminuicdo da hiperalgesia mecénica. Cada coluna representa a média dos valores
obtidos em 8 animais e as linhas verticais indicam E.P.M. *p = 0,05 quando comparado com 0 grupo
controle (IR + Salina). Os dados da ASC foram analizados utilizando ANOVA de uma via seguido pelo
teste de Studen-Newman-Keuls. OELa = 6leo essencial de Lavandula angustifolia; SDRC-1 = Sindrome
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da dor regional complexa tipo 1; IR = isquemia/reperfusao; E.P.M = erro padrdo da média; ASC = area
sob a curva; DC = diclofenaco; Gaba = Gabapentina; D = dia; C = controle; B = basal.

4.3 EFICACIA DA INALACAO DO OELA NA HIPERALGESIA MECANICA INDUZIDA
POR CFA

Os resultados apresentados na figura 5 (painéis A, C e E) mostram que o
procedimento de injecéo i.pl. de CFA - um modelo animal de dor inflamatéria crénica
- induziu hiperalgesia mecéanica de maneira significativa, que se estende até o quinto
dia apo6s a inducédo do modelo. Também é possivel observar que a inalacdo do OELa
(100 pl) durante 30 minutos reduziu de maneira significativa (p < 0,05) a hiperalgesia
mecéanica induzida pelo CFA até 2h apds o tratamento com OELa (figura 5A).
Conforme ilustrado na figura 5C e 5D se observa que houve uma reducgao significativa
da hiperalgesia mecanica induzida pelo CFA no primeiro (p < 0,05), segundo (p <
0,05), terceiro (p < 0,05) e quinto (p < 0,05) dia de tratamento. No 5° dia apés a injecao
i.pl de CFA a inalacédo do OELa (100 pl) reduziu de maneira significativa (p < 0,05) a
hiperalgesia mecéanica induzida pelo CFA até 2h ap6s o tratamento com OELa, nédo

apresentando efeito cumulativo (figuras 5E).
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Figura 5 — Efeito da inalagcdo do OELa sobre a hiperalgesia mecanica induzida por

CFA.

Inalacdo do OELa no volume de 100ul diminui a hiperalgesia mecénica em um modelo animal de
inflamacéo periférica cronica em camundongos induzida por CFA. Cada ponto representa a média dos
valores obtidos em 8 animais e as linhas verticais indicam E.P.M. Os simbolos determinam um
diferenca significativa de *p = 0,05 quando comparado ao grupo controle (CFA+Salina). Foi utilizado
ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni. O mesmo é observado na analise da ASC,
painel B e D. Cada coluna representa a média dos valores obtidos em 8 animais e as linhas verticais
indicam E.P.M. *p = 0,05 quando comparado com o grupo controle (CFA + Salina). Os dados da ASC
foram analizados utilizando ANOVA de uma via seguido pelo teste de Studen-Newman-Keuls. OELa=
Oleo essencial de Lavandula angustifolia; CFA = adjuvante completo de Freund; D = dia; E.P.M= erro
padrdo da média; ASC = &rea sob a curva; C = controle; B = basal.
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4.4 RECEPTORES OPIOIDES PERLFERICOS E ESPINAIS MEDEIAM O EFEITO
ANTI-HIPERALGESICO DA INALACAO DO OELA

Como pode-se observar na figura 6A, a administracdo i.p. de salina ou
naloxona, bem como a inalacao de salina ndo influenciaram na hiperalgesia mecanica
(frequéncia de resposta de retirada da pata). No entanto, a figura mostra que o pré-
tratamento i.p. dos animais com naloxona (1mg/kg, i.p.), foi capaz de prevenir de forma
significativa (p < 0,05) a reducéo da hiperalgesia mecanica causada pela morfina (2,5
mg/kg, s.c.- painel A) ou pela inalagédo do OELa (volume de 100 pl) (painel B).

Como pode-se observar na figura 6 (painéis C e D), a administragéo i.t. e i.pl.
de salina ou naloxona, bem como a inalacdo de salina n&o influenciaram na
hiperalgesia mecanica (frequéncia de resposta). Porém, é possivel observar que o
pré-tratamento i.t. e i.pl. dos animais com naloxona, foi capaz de prevenir de forma
significativa (p < 0,05) a reducéo da hiperalgesia mecanica causada pela inalacéo do
OELa (volume de 100ul).
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Figura 6 - Receptores opioides periféricos e centrais estdo envolvidos no efeito anti-
hiperalgésico produzido pelo OELa no modelo de inflamacdo periférica crbénica
induzida pelo CFA.

O pré-tratamento com naloxona i.p., i.t. e i.pl. foi capaz de prevenir o efeito anti-hiperalgésico
proporcionado pelo tratamento com OELa. Cada coluna representa a média dos valores obtidos em 8
animais e as linhas verticais indicam E.P.M. *p = 0,05 quando comparado com o grupo controle (Veiculo
+ Inalacd@o Salina). #p =0,05 quando comparado com o grupo que inalou o OE (Veiculo + OELa 30
minutos). A andlise estatistica foi realizada pela ANOVA de uma via seguido pelo teste de Student-

Newman-Keuls. Naloxona = antagonista de receptores opioides; OELa = 6leo essencial de Lavandula
angustifélia.

4.5 EFEITO DA INALACAO DO OELA SOBRE A ATIVIDADE LOCOMOTORA.

No teste do campo aberto, realizado no 6°dia apés a injecao i.pl. de CFA (figura

7), ndo houve diferenca significativa da atividade locomotora entre os grupos.
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Figura 7 — Efeito da inalacdo do OELa sobre a atividade locomotora em um modelo
de inflamacéao periférica cronica.

A inalag&o do OELa no volume de 100pl ndo exerceu nenhum efeito sobre a atividade locomotora dos
animais, avaliada através do numero de cruzamentos no teste do campo aberto. Cada coluna
representa a média dos valores obtidos em 8 animais e as linhas verticais indicam E.P.M. A andlise
estatistica foi realizada pela ANOVA de uma via seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls. N =
naive; OELa = 6leo essencial de Lavandula angustifdlia; CFA = adjuvante completo de Freund; C =
contole (CFA+Salina); E.P.M = erro padrdo da média; N = naive.
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5. DISCUSSAO

Véarios estudos clinicos e nédo clinicos tém demonstrado efeito
analgésico/antinociceptivo produzido pelo OELa e por seus compostos majoritarios
(linalol e acetato de linalila) administrado por diferentes vias, como: uso tdpico em
massagens (estudo clinico), banhos de assento (estudo clinico), por via oral ou
mesmo injetado i.p.183184.140.30 No entanto, o efeito analgésico causado pela inalacdo
do OELa tem sido pouco investigado. Assim, o presente estudo analisou o efeito anti-
hiperalgésico da inalagdo do OELa em modelos animais de dor crénica (neuropatica
e inflamatoria) e demonstrou fortes evidéncias para o envolvimento de receptores
opioides neste efeito. Neste sentido, foi demonstrado pela primeira vez na literatura
que a inalacdo do OELa produziu: i) efeito anti-hiperalgésico na fase quente
(inflamatoria) e fria (neuropética) da SDRC-I, ii) efeito anti-hiperalgésico na dor
inflamatoria induzida por CFA e, iii) ativacdo de receptores opioide periféricos e
espinais.

A primeira e importante analise do presente estudo foi a caracterizagéo do perfil
fitoquimico do OELa realizada por meio de andlise cromatogréafica. Com os dados
obtidos a partir da andlise CG-EM, 65 compostos quimicos foram encontrados, sendo
os principais: o linalol (30,61%) e acetato de linalila (20,36%). Outros compostos
também presentes em quantidades significativas foram: acetato de geranil (3,97%),
mirceno (3,64%), 1,8 cineol (3,59%), canfora (3,24%), (E)-B-ocimeno (2,95%), borneol
(2,56%), acetato de nerilo (2,43%), E-cariofileno (1,75%), acetato de lavandulilo
(1,69%), terpinen-4-ol (1,67%) e a-Terpineol (1,54%). Estes resultados foram
consistentes com dados previamente relatados por Verma e colaboradores (2010)
gue identificaram o acetato de linalila, linalol, acetato de lavandulil, a-terpineol, acetato
de geranilo, 6xido de cariofileno e 1,8 cineol como compostos majoritarios da lavanda
angustifélia'®®. Singh e co-autores (2015)!%® estudaram OELa, e os resultados
mostraram que o Oleo era rico em linalol, acetato de linalila, a-terpineol, trans-
cariofileno, o6xido de trans-cariofileno, acetato de geranil e acetato de nerilo. Os
autores também descreveram a presenca de outros compostos como hidrato de trans-
sabineno, limoneno, acetato de 1-octeno-3-yil e lavandulol®®,

Esta bem estabelecido na literatura que a IR da pata de roedores por trés horas

mimetiza grande parte dos sinais e sintomas evidenciados em seres humanos com a
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SDRC-I#", A exposi¢édo prolongada a IR da pata produz hiperemia e extravasamento
plasmético na pata isquémica, agudamente, e sintomas do tipo dor neuropatica,
incluindo hiperalgesia a estimulacdo mecanica e alodinia ao frio, cronicamente®. Um
importante argumento a se discutir em favor da utilizacdo desse modelo em detrimento
de outros descritos na literatura, tais como: a estimulacao tetanica (10min) do nervo
isquiatico de ratos'818 ou a infusdo intra-arterial continua de um doador de radical
livre1®0.191.192 & que os sintomas do tipo-SDRC-I séo induzidos por uma leséo fisica,
semelhante a aquelas observadas na clinica!®’. A SDRC-I comumente é seguidas de:
fraturas, torcGes, contusdes, esmagamentos entre outros93194,

Millecamps e Coderre (2008)*°° sugerem que trés condicdes dolorosas distintas
podem ser geradas ap6s uma leséo de IR de 3h. Inicialmente, ocorre uma inflamacéo
aguda (2-3 dias ap6s o procedimento, sensivel a morfina, dexametasona e
pregabalina) quando os tecidos apresentam lesdo oxidativa'®® e uma producéo local
de mediadores inflamatérios'®’. Apds isso, ocorre uma condicdo isquémica
persistente, em consequéncia direta do insulto a IR nos vasos sanguineos, sendo
evidenciada pela reducéo fluxo sanguineo'®®; e finalmente, uma lesdo neuropatica
secundéria devida a degeneracao das fibras nervosas como consequéncia do fraco
fluxo sanguineo nos nervos!®. A fase mais tardia da dor pds-isquemia crénica (7 dias
pés IR) é provavelmente uma combinacao dessas trés condi¢cfes dolorosas. O Unico
farmaco efetivo nessas 3 condicbes dolorosas, foi a pregabalina (andloga da
gabapentina)!°®,

Em relacéo a fase inflamatoria, apesar de Millecamps e Coderre (2008)1% n&o
observarem efeito da administracao sistémica de farmacos anti-inflamatérios na
hiperalgesia mecanica em nenhum momento (2 ou 7 dias apos IR), exceto com a
dexametasona, na dose mais alta e durante a fase quente (isto €, 10 mg/kg aos 2 dias
pés IR). Estudos prévios demonstraram consistentemente que o tratamento sistémico
com AINEs (indometacina, diclofenaco, ibuprofeno, dipirona e acetaminofeno)
atenuou a hiperalgesia durante a primeira hora apés IR em ratos!®.

Estudos clinicos em diferentes condigbes dolorosas apontam para um efetivo
efeito analgésico da inalagdo do OELa. A exemplo, Olapour e colegas (2013)2%
demonstraram que a inalagdo do OELa foi efetiva em reduzir a dor pos-operatdria em
mulheres submetidas a cesariana. Os autores observaram que os individuos do grupo
gue inalou o OELa tiveram menos dor em quatro, oito e doze horas apos a primeira

medicacdo hospitalar e ainda apresentaram menor frequéncia cardiaca e maior nivel
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de satisfacdo com a analgesia. Além disso, o uso de DC para complementar a
analgesia foi significativamente maior no grupo placebo?®.

Outro estudo publicado mostrou que apenas a inalacdo do aroma de lavanda
foi efetivo em aliviar os sintomas primarios de dismenorreia em universitarias. O
tratamento foi realizado por 5 min a cada 6 horas pelos 3 primeiros dias da
menstruacdo?°!. Soltani e colegas (2013)?°2 concluiu que a inalacdo de OELa foi capaz
de reduzir a frequéncia diaria do uso de acetaminofeno por pacientes pediatricos nos
trés primeiros dias ap0s a cirurgia para retirada das amigdalas. Porém estes pacientes
nao apresentaram reducdo da intensidade da dor e ndo houve mudanca na
frequéncias de vezes que os pacientes acordaram durante a noite2%2,

Nossos primeiros resultados demonstraram que a inalacdo do OELa exerceu
uma reducéo significativa da hiperalgesia mecanica dos animais trés dias apos IR da
pata - fase inflamatéria da SDRC-I. Em paralelo a esses resultados, também se
observou o efeito positivo da administracéo oral de DC sobre a hiperalgesia mecéanica,
resultado que corrobora os dados da literatura. O efeito analgésico e anti-inflamatorio
do OELa e de seus compostos tem sido mostrado. Silva e colaboradores (2015)14°
demonstraram que o tratamento por via i.g. com o OELa foi capaz de reduzir a
resposta inflamatéria (edema e migracdo celular) na pleurisia induzida pela
carragenina, e edema de orelha induzido pelo 6leo de créton. Ainda no mesmo estudo
foi demonstrado que o OELa foi capaz de reduzir a nocicepc¢ao induzida pela formalina
de maneira muito semelhante ao tramadol (agonista opioide).

Peana e co-autores (2002)3° analisaram o efeito da administragéo i.p. de linalol
e de acetato de linalila no modelo de edema de orelha induzido pela carragenina. Os
resultados mostraram que tanto o linalol quanto o acetato de linalila foram efetivos em
reduzir o edema, sugerindo assim potencial anti-inflamatorio desses compostos. Nao
foram encontrados estudos nao clinicos na literatura que avaliaram o efeito da
inalacdo do OELa na dor ou inflamacgéo crbnica. Assim, os resultados do presente
estudo fortalecem a literatura, por novamente demonstrar o efeito analgésico do
OELa, e ao mesmo tempo estendem os dados da literatura por utilizar um modelo
animal e via de administragéo que ainda nao tinham sido estudados.

Outro interessante achado do presente estudo, foi a demonstracdo que no
sétimo dia apos IR da pata ja na fase fria (neuropatica) da SDRC-I também se
observou uma reducdo da hiperalgesia mecéanica, porém transiente. Também em

paralelo a esses resultados, observou-se efeito positivo da administracdo oral de
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gabapentina na hiperalgesia mecéanica, resultado que também corrobora os dados da
literatura®°2,

Embora ndo se encontra na literatura estudos nao clinicos com a inalacéo do
OELa em modelos de dor neuropatica, tem sido evidenciado que o linalol reduz a dor
neuropatica apés sua administracéo s.c.?* ou i.p.?%° em camundongos.

Berliocchi e colaboradores (2009)2°4 mostraram que foi necessaria a
administracéo s.c. de linalol 1h antes do procedimento cirdrgico de ligadura do nervo
espinal, ou o tratamento diario por sete dias consecutivos para reduzir a alodinia
mecanica em camundongos. O tratamento por 14 dias mostrou resultado similar e nao
houve efeito cumulativo. Os autores sugerem e concluem que o linalol pode reduzir a
hipersensibilidade mecanica apenas na fase inicial da sensibilizacéo central?®*. Batista
e colegas (2010)?% observaram em camundongos que a administracéo i.p. de linalol
(50 ou 200mg/kg) a cada 12h por cinco dias consecutivos, foi capaz de reduzir a
hiperalgesia mecénica em um modelo animal de dor neuropatica induzida pela
ligadura parcial do nervo isquiatico. Os pesquisadores também mostraram que este
efeito anti-hiperalgésico do linalol pode ser mediado, pelo menos em parte, pela
capacidade do linalol em reduzir a acédo de IL-1B e TNF-a na medula espinal®®®,

Acredita-se que no presente estudo os efeitos foram mais transiente em funcéo
da via administracao (inalatéria) usada, uma vez que pelas administracdes i.p. e s.c.
as concentracdes de linalol na corrente sanguinea podem ser maiores.

ApGs a realizagdo do primeiro set de experimentos utilizando o modelo da
SDRC-I ficou evidente que o potencial analgésico da inalacdo do OELa é na
hiperalgesia inflamatéria, neste sentido, o passo seguinte foi testar os efeitos da
inalacdo do OELa sobre a hiperalgesia mecéanica de origem inflamatéria induzida pelo
CFA, gue é um modelo animal de hiperalgesia inflamatdria crénica bem estabelecido
na literatura.

Conforme observado na figura 5, a inalagcdo do OELa produziu efetivo efeito
sobre a hiperalgesia mecanica inflamatéria por até duas horas apés os tratamentos.
Também se observou que o tratamento diario ndo causou efeito cumulativo sobre a
analgesia. Corroborando com esses achados, Batista e co-autores (2010)2°° também
mostraram que o tratamento diario com linalol reduziu significativamente a
hiperalgesia mecéanica e alodinia ao frio em camundongos injetados com CFA. Peana
e colaboradores (2003)2°® mostraram que a administracdo s.c. de linalol diminuiu as

contor¢des abdominais induzida por &cido acético em camundongos. Por fim, OE de
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bergamota (6leo com grande quantidade de linalol e acetato de linalila) ou linalol
administrado na pata ipsilateral reduziu a resposta nociceptiva induzida pela formalina
em camundongos?®’. Juntos, estes estudos fortalecem a hip6tese de que o efeito anti-
hiperalgésico observado no presente estudo possa ser em funcédo da presenca do
linalol na constituicdo do OELa. No entanto, para esclarecer se o efeito observado é
apenas do linalol ou se é um efeito sinérgico de todos constituintes do OELa, futuros
estudos com a inalacdo apenas do linalol e com outros constituintes também
majoritarios do OELa poderéo ser realizados afim de responder estas questdes.

Tem sido demonstrado que a analgesia enddégena opioide € mediada pela
modulacdo das vias ascendente e descendente da dor!l8208209  Além disso, a
expressdo de ROM, ROD e ROK foram confirmadas nos GSNE, na medula espinal e
no nucleo trigeminal da via ascendente da dor, bem como nos nucleos da substancia
cinzenta periaquedutal, com predominéncia da expressdo de ROM e ROK nos nucleos
da rafel'®. Além dos sitios espinais e supra-espinais que produzem a analgesia
opioide, receptores opioides expressos em neurdnios periféricos também podem
contribuir para a antinocicepcao periférica opioide.

No presente trabalho, o envolvimento dos receptores opioides no efeito anti-
hiperalgésico da inalagdo do OELa foi investigado pelo fato de que na literatura
encontrou-se que o pré-tratamento s.c. com naloxona preveniu o efeito antinociceptivo
do linalol administrado pela mesma via s.c.'2. Além disso, o pré-tratamento i.pl. com
naloxona metiodida, a qual se liga preferencialmente a ROM também preveniu o efeito
antinociceptivo do linalol injetado na pata de camundongos?®’. Aqui, foi demonstrado
que os receptores opiodes periféricos e espinais estdo envolvidos no efeito anti-
hiperalgésico da inalacdo do OELa. Esta conclusdo deriva do fato que o pré-
tratamento dos animais com a naloxona administrado em diferentes sitios (i.p., i.t. ou
i.pl.), em uma dose na qual ndo produziu nenhum efeito per se no modelo de
inflamacé&o periférica induzida por CFA, mas que preveniu significantemente a anti-
hiperalgesia causada pela morfina, também preveniu significativamente a atividade
anti-hiperalgésica da inalagdo do OELa. Pode-se concluir parcialmente que, assim
como o efeito anti-hiperalgésico do linalol administrado por via i.p., o efeito anti-
hiperalgésico da inalagdo do OELa também é mediado por receptores opioides
centrais e periféricos.

Estudos prévios mostraram que a inalagdo do OELa ou de linalol produz efeito

sedativo em camundongos?'?2!l, Neste sentido, no presente estudo foi realizado o
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teste do campo aberto, afim de descartar o possivel efeito sedativo do volume de
OELa mais efetivo utilizado. Por n&o apresentar diferenga entre o volume que melhor
produziu efeito anti-hiperalgésico (OELa 100ul) e os grupos de animais naive e
controle, se descartou a possibilidade de um possivel efeito sedativo da inalagdo do
OELa que poderia causar uma ma interpretacdo na avaliacdo da hiperalgesia
mecanica.

Woronuk e colaboradores (2011)?1? descreveram que a absorcdo dos 6leos
essenciais através do sistema respiratério pode ocorrer de duas maneiras: (i)
absorcdo pelos pulmbes e mucosa nasal na corrente sanguinea, levando os
compostos ativos ao SNC e atuando diretamente na neurotransmissao e (ii) olfatorio,
em que a administracdo intranasal ultrapassa a barreira hemato-encefélica, e as
substancias atingem o SNC através de vias neuronais olfatérias!®6.213214,
Alternativamente, o 6leo essencial de lavanda pode ativar células olfatérias,
provocando sinalizagcdo no SNC através do sistema olfatério e causando alteracdes
comportamentais?t3-217, O sistema olfatério estd anatomicamente préximo de regides
cerebrais associadas ao processamento da informacao afetiva, como o talamo, o
hipotalamo, a amigdala, o hipocampo, o cortex orbitofrontal e o cortex insular, que
também sdo estruturas envolvidas na emogéo e no processamento de odores?8 e que
também fazem parte do circuito modulatério da dor. Porém, um interessante estudo
realizado por Chioca e colaboradores (2013)%%°, demonstrou que a estimulagdo do
sistema olfatério ndo é necessaria para o efeito ansiolitico produzido pela inalacdo do
OELa, pois este efeito ainda foi observado (preservado) em camundongos com
anosmia?!®, Como ainda néo foram realizados estudos para testar se isso também
ocorre no tratamento da dor, futuros estudos sdo necessérios afim de determinar a
principal via de absorcdo (pulmonar ou olfatéria) que medeia o efeito anti-
hiperalgésico da inalacdo do OELa.

O presente trabalho serve como mais uma evidéncia de que os Oleos
essenciais e a aromaterapia podem vir a ser utilizados no futuro como um recurso
importante no manejo da dor. Espera-se que novas pesquisas sejam realizadas,
buscando desenvolver e aprofundar este conhecimento, para que esta pratica seja
utilizada amplamente e com todo seu pontencial. Com a Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares, diversas terapias complementares foram
institucionalizados no SUS, e a aromaterapia € um dos recursos utilizados dentro da

fitoterapia. Estas novas politicas séo criadas com a perspectiva de prevenir agravos,
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promover e recuperar a saude. Tendo como foco a Atengdo Basica, por este nivel
estar voltado para o cuidado continuado, humanizado e integral em saude. Além disso,
também tém o propdsito de ampliar o acesso da populacdo a mais opcdes de
tratamento. Perante isso, testar estas terapias como opcdo de tratamento em
pesquisas cientificas se tornam de profunda valia para sustentacdo e ampliagdo

destas novas politicas.
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6. CONCLUSAO

Em suma, o presente estudo conclui que:

e Dos sessenta e cinco compostos quimicos identificados no OELa utilizado
nesta pesquisa, os principais foram o linalol (30,61%) e acetato de linalila
(20,36%).

e Dos trés volumes testados, a inalagdo do OELa no volume de 100pl por 30 min
foi a mais efetiva em reduzir a hiperalgesia mecanica dos animais no modelo
de SDRC-1 e de inflamacéao croénica periférica;

e O efeito anti-hiperalgésico da inalacdo do OELa parece ser mediado por
receptores opioides periféricos e centrais;

e O volume do OELa, bem como o tempo de inalacado que foi mais efetivo em

reduzir a hiperalgesia mecéanica nao alterou a locomocao dos animais.

6.1 PERSPECTIVAS FUTURAS

O OELa ja é indicado dentro das praticas integrativas e complementares.
Com base nestes achados ele pode vir a ser utilizado como um tratamento
complementar para promover analgesia em casos de dor cronica, sendo uma opcéo
de baixo custo e viavel para auxiliar nos tratamentos convencionais, como
consequéncia espera-se a melhora da qualidade de vida dos individuos acometidos
por essas condicdes. Atraves de testes adicionais, no futuro, pode-se considerar uma
interacdo com medicacBes opioides, podendoquem sabe levar a uma reducao na
necessidade desses medicamentos e por consequéncia seus efeitos colaterais.

Dando sequéncia a este trabalho proximos estudos poderiam investigar o
efeito da inalacdo do OELa sobre 0 EO e mediadores inflamatorios. Também pode ser
investigada a participacdo de outros sistemas no efeito anti-hiperalgésico do OELa.
Seria interessante e relevante a quantificacdo do quanto de OE esta sendo inalado e
absorvido pelos animais, bem como um estudo induzindo anosmia, para determinar a

principal via de absor¢cédo que medeia o efeito anti-hiperalgésico da inalagdo do OELa.
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CERTIFICADO

Em consonancia a Orientagcdo Técnica n° 08, de 16 de margo de 2016, do
CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DA EXPERIMENTACAO ANIMAL (CONCEA),
certificamos que a proposta de estudo e/ou projeto de pesquisa intitulada “Avaliagéo do
efeito dos sistemas opioide e canabioide pela inalagdo do 6leo essencial de lavandula
angustifolia em um modelo animal de inflamacéo cronica periférica”, registrada com o no
16.042.2.07.1V, sob a responsabilidade de Daniel Fernandes Martins - que envolve a
manutencdo ou utilizacdo de modelos animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se
de acordo com os preceitos da Lei Federal n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, com as normas editadas pelo CONCEA, e foi
aprovado pela COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA), desta Instituigao,
em reunido de 13/12/2016.

Finalidadle =~ | O Ensino Pesqaiéé‘(':iemiﬁca |
_— S = o . I 1‘
\ v15cu\,14 ua auLuuLayau 10/12/20163 10/12/’7018 i
R e e = = e B ’,
Espécie/linhagem/raga Camundongos Swiss mus muscullus |
i = e s e = =]
No de animais 336 \
Peso/Idade 25.35g / 45-60 dias
SR e ea | A - RS |
SEHg | Fémea
Origem Bloteno Central da Universidade
- - ‘ Federal de Santa Catarina - UFSC
\/ "‘/

Prof. S_a@Me/tm Sgroit

CoordenadoF da Comiss&o
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o ;m Palhoca, 12 de maio de 2018

,}/ Registro na CEUA (cédigo): 16.006.2.07.1V
<).€

Ao Pesquisador/Professor(a): Daniel Fernandes Martins

Prezado(a),

Viemos por meio deste, certificar que a proposta de estudo e/ou projeto de pesquisa
intitulada “Avaliacgo dos efeitos da inalacdo do Oleo essencial de Lavandula angustifolia
em um modelo pré-clinico de Sindrome da dor regional complexa do tipo I”, registrada
com o n° 16.006.2.07.1V, sob a responsabilidade de Daniel Fernandes Mariins - que
envolve a manutengdo ou utilizagdo de modelos animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei Federal n° 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovado
pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) desta Instituicao, em reunigo
de 12/05/2016.

A CEUA/UNISUL tem por finalidade cumprir e fazer cumprir, no ambito da UNISUL
e nos limites de suas atribuicbes, os dispostos na legislacdo Federal aplicavel a criacéao,
manutencao e a utilizagdo de animais em atividades de ensino e de pesquisa, realizadas
pelos corpos docente, discente e técnico-administrativo da UNISUL e pesquisadores de
ouiras instituicoes, caracterizando-se a sua atuacdo como educativa, consultiva, de
assessoria e fiscalizagdo nas questdes relativas a matéria, sob os aspectos: | - Etico; Il -
Legal: enquadramento na legislagao vigenie.

Gostariamos de salientar que, embora aprovado, gqualquer alteracdao dos
procedimentos e metodologias que houver durante a realizagdo do projeto em questao,
devera ser informada imediatamente a Comisséo.

Prof 8apdro Melim Sgrott
7 > P
Coorde Comisséo
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CERTIFICADO

Em consonancia a Orientacdo Técnica n° 08, de 16 de margo de 2016, do CONSELHO
NACIONAL DE CONTROLE DA EXPERIMENTAGAO ANIMAL (CONCEA), certificamos
que a proposta de estudo e/ou projeto de pesquisa intitulada “Avaliagéo dos efeitos da
inalacao do Oleo essencial de Lavandula angustifolia em um modelo pré-clinico de
Sindrome da dor regionai compiexa do tipo i”, iegistiada coim o n° 16.006.2.07.1V, scb a
responsabilidade de Daniel Fernandes Martins - que envolve a manutengéo ou utilizagao
de modelos animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos),
para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da
Lei Federal n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de
2009, com as normas editadas pelo CONCEA, e foi aprovado pela COMISSAQO DE
ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA), desta Instituicdo, em reuniao de12/05/2016.

TS—— O Ensino ¥ Pesquisa R
| Gientifica i
.

Vigenei gla l Marco de 2016 a margo de |
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Espécie/linhagem/raca | gyiss famea, Mus muscullus |

No de animais 272
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PEXO Fémea
o | Biotério Central da

Origem Universidade Federal de

_| Santa Catarina.

Comisséo

| Campus Floriandpolis - Unidade Pedra Branca - Avenida Pedra Branca, 25 - Cidade Universitéria Pedra
Branca - CEP 88137-270 - Palhoca - SC - Fone 55-48-3279-1036 - ceua@unisul.br

83



