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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo investigar o envolvimento do sistema endocanabinoide
no efeito antihiperalgésico da inalagdo do 6leo essencial Cedrus atlantica (OECa) em um
modelo pré-clinico de dor pds-operatoria. Inicialmente foram caracterizados os constituintes
do OECa pela andlise fitoquimica por meio de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa. Os experimentos comportamentais foram conduzidos apds a
aprovacio pelo Comissio de Etica no Uso de Animais da UNISUL — CEUA/UNISUL
(13.012.4.08.1V). Nestes experimentos foram utilizados camundongos Swiss machos pesando
de 25 a 35 g. Para inducdo da dor pds-operatdria os animais foram submetidos a uma cirurgia
de incisdo plantar (CIP) na pata traseira direita. Vinte e quatro horas apds, os animais
inalaram o OECa por diferentes periodos de tempos (1, 5, 30 e 60 minutos). A hiperalgesia
mecanica foi avaliada utilizando o monofilamento de von Frey (0,4g) até¢ o fim do efeito
antihiperalgésico do OECa. Também foi verificado o efeito da inalagdo diaria, durante 6 dias
e o efeito per se do OECa. Para avaliar o envolvimento do sistema endocanabin6ide foram
utilizadas 2 abordagem diferentes: uma por meio de antagonistas para os receptores CB; e
CB,, administrados em diferentes sitios (intraperitoneal [i.p.], intraplantar [i.pl.] e intratecal
[i.t.]). E outra por meio da avaliagdo do efeito sinérgico de inibidores da degradagdo de
endocanabinoides. Nos resultados da andlise fitoquimica identificou-se vinte e um elementos
constituintes. Dentre os compostos encontrados, os hidrocarbonetos sesquiterpenos o-
himachaleno (16,6%), y-himachaleno (10,4%) e B-himachaleno (46,4%) foram os compostos
majoritarios. Nos testes comportamentais notou-se que a inalagdo do OECa por 30 e 60
minutos induziu efeito antihiperalgésico por até 2 horas. Em contraste, a inalagdo do OECa
por apenas 1 minuto ndo induziu mudancas no limiar sensorial dos animais. A inalagdo diéria
do OECa diminuiu significativamente a hiperalgesia mecanica, até o quinto dia. Na avaliacdo
do efeito per se, ndo houve alteragdes do limiar sensorial. Em relacdo a andlise do
envolvimento do sistema endocanabinodide verificou-se que as administragdes sistémica e
central (i.t.) dos antagonistas AM281 e AM630, para os receptores canabindides CB; e CB,,
respectivamente, preveniram o efeito antihiperalgésico do OECa; a administracdo de uma
dose sub-efetiva dos inibidores da degradacdo de endocanabindides (Amido hidrolase de
acidos graxos [FAAH] que degrada anandamida e da lipase mono acil glicerol [MAGL] que
degrada o 2-araquidonil glicerol) com a subsequente inalagdo do OECa por 1 minuto,
prolongou o efeito antihiperalgésico do OECa por até¢ 7 horas. Assim, pode-se concluir que o

mecanismo pelo qual o OECa exerce seu efeito pode ser por modular a atividade destas



enzimas e assim influenciar na sinalizacdo endocanabinoidérgica. Estes resultados
demonstram pela primeira vez na literatura, o envolvimento do sistema endocanabindide no

efeito antihiperalgésico do OECa, em um modelo pré-clinico de dor pos-operatoria.

Palavras-chave: = Aromaterapia. Cedrus atlantica. Dor poés-operatoria.  Sistema

endocanabinoide.



ABSTRACT

The present study investigated the involvement of the endocannabinoid system in the
antihyperalgesic effect induced by the inhalation of the essential oil Cedrus atlantica (OECa)
in a preclinical model of postoperative pain. Initially, the constituents of the OECa were
phytochemically characterized by Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). The
behavioral experiments were conducted after approval by the Ethics Committee on Animal
Use — CEUA/UNISUL (13.012.4.08.1V). In these experiments Swiss male mice weighing 25
to 35 g were used. For induction of post-operative pain the animals underwent a surgical
plantar incision (CIP) in the right hind paw. Twenty-four hours later, the animals inhaled
OECa for different periods of time (1, 5, 30 and 60 minutes). Mechanical hyperalgesia was
assessed using a von Frey monofilament (0.4g) until the antihyperalgesic effect of OECa was
over. The effect of daily inhalation (for 6 days) and the effect of OECa per se were also
observed. To assess the involvement of the endocannabinoid system 2 different approaches
were used: (1) by administering antagonists for the CB1 and CB2 receptors in different sites
(intraperitoneal [i.p.], intraplantar [i.pl.] and intrathecal [i.t.]) and (2) by assessing the
synergistic effect of the inhibitors of the degradation of endocannabinoids. The results of the
phytochemical analysis identified twenty-one constituents, among which the hydrocarbons a-
himachalene (16,6%), y-himachalene (10,4%) e PB-himachalene (46,4%) were the main
components. The behavioral tests demonstrated that the inhalation of OECa for 30 and 60
minutes induced an antihyperalgesic effect that lasted for up to 2 hours. In contrast, inhalation
of OECa for only 1 minute did not induce changes in the sensory threshold of the animals.
Daily inhalation of OECa significantly reduced mechanical hyperalgesia until the fifth day.
The administration of OECa per se did not induce any changes to the animal’s sensory
threshold. Regarding the involvement of the endocannabinoid system, the results
demonstrated that systemic and central (i.t.) administration of the antagonists AM281 and
AMG630 for the cannabinoid receptors CB1 and CB2, respectively, prevented the
antihyperalgesic effect of OECa; the administration of a sub-effective dose of the inhibitors of
the degradation of endocannabinoids (Fatty acid amide hydrolase [FAAH] which degrades
anandamide and Monoacylglycerol lipase [MAGL] which degrades 2-arachidonoyl glycerol)
with subsequent inhalation of OECa for 1 minute, prolonged the antihyperalgesic effect of
OECa for up to 7 hours. Thus, it was concluded that the mechanism by which OECa exerts its

effect might be by modulating the activity of these enzymes and thus influencing



endocannabinoid signaling. These results demonstrate for the first time the involvement of the
endocannabinoid system in the antihyperalgesic effect of OECa in a preclinical model of

postoperative pain.

Keywords: Aromatherapy. Cedrus atlantica. Postoperative pain. Endocannabinoid system.
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1 INTRODUCAO

Pesquisas realizadas pela Organizagdo Mundial da Satide apontam que por ano,
sdo realizados mais de 234,2 milhdes de procedimentos cirirgicos em todo o mundo. Esses
procedimentos apresentam como consequéncias altas taxas de mortalidade e morbidade,
assim como altos custos no tratamento da dor cronica, gerada a partir da dor aguda. Sendo
assim, a prevencao e o alivio eficaz na dor aguda podem melhorar desfechos clinicos, evitar
complica¢des, economizar recursos de saide e melhorar a qualidade de vida.

Como tratamento convencional sdo utilizados medicamentos analgésicos e
antiinflamatdrios nao-esteroidais (AINEs), no entanto, a utilizacdo desses firmacos muitas
vezes € limitada devido os efeitos colaterais que causam. Sendo assim, se faz necessario o
uso de abordagens analgésicas integrativas para melhor controle da dor pos-operatoria,
objetivando a prevengdo e alivio eficaz, evitando maiores complicagdes com desfechos
clinicos, reduzindo encargos economicos de saide e melhora da qualidade de vida do
paciente.

Com isso, cresce um interesse nas Praticas Integrativas e Complementares, dentre
elas a Aromaterapia. Essas praticas sdo utilizadas desde a antiguidade em tratamentos de
saude, no entanto, possuem poucos estudos que compreendem seus mecanismos de
bioldgicos. O estudo do potencial terapéutico dos dleos essenciais derivados de plantas
medicinais se faz de grande importancia, considerando que apresentam efeitos analgésicos e
antiinflamatdrios com toxicidade e efeitos adversos reduzidos quando comparados com os
efeitos dos analgésicos e antiinflamatorios sintéticos.

Desde a descoberta dos receptores canabindides e seus ligantes enddgenos, o
sistema endocanabinodide ¢ apontado como alvo terapéutico para muitas doengas, tais como:
doengas neurodegenerativas, neuropaticas, inflamatdrias, obesidade e tratamento da dor.
Porém, o uso clinico de agonistas deste sistema ainda ¢ limitado devido os efeitos adversos e
acdo psicotropica. Com isso, estima-se que a utilizagao do efeito sinérgico de substancias que
possam ativar esse sistema, possa ser um novo alvo para o tratamento dessas doengas,
principalmente para quadros de dor.

Neste contexto, tem sido demonstrado por meio de relatos clinicos que o OECa
reduz processos dolorosos e inflamatorios. Na literatura encontra-se somente estudos
fitoquimicos com o OECa. Nosso grupo, recentemente tem demonstrado que o OECa induz
pronunciado efeito antihiperalgésico no modelo animal de dor poés-operatdria que ¢ mediado

pela ativacdo de vias serotoninérgicas, noradrenérgicas e opioidérgicas. Neste sentido, o
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presente estudo visa estender os mecanismos sobre o efeito antihiperalgésico do OECa,

investigando a participa¢ao do sistema endocanabinoide.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 DOR E HIPERALGESIA

A dor atua como um mecanismo de alerta do corpo, “informando” que algo esta
ameacando nosso bem-estar e retém nossa atengao até que a sua causa tenha sido identificada
e afastada, tornando-se assim um dos sistemas responsaveis pelo controle da homeostase. '~
Neste sentido, a dor ¢ um sintoma clinicamente importante para a deteccdo e avaliagdo de
muitas doencas. A associa¢do Internacional para o Estudo da Dor (IASP), definiu dor como
sendo “uma experiéncia emocional e sensorial desagradavel associada com uma lesdo
tecidual real ou potencial ou descrita em termos de tal lesdo”.’ Entretanto, sua percepgdo é
complexa e ndo envolve apenas a transducdo de um estimulo nocivo, mas também de
processos emocionais e cognitivos no encéfalo.*”

A nomenclatura introduzida em 1982 e redefinida pela IASP em 2008, estabelece
que a sensibilizacdo dos nociceptores estdo dispostas em duas categorias: alodinia — descrita
como uma resposta dolorosa a um estimulo que antes ndo era doloroso; e hiperalgesia — uma
resposta dolorosa aumentada a um estimulo previamente doloroso. Essas definicdes foram
elaboradas para serem usadas em humanos, pois a alodinia possui uma caracteristica
fundamental que ¢ induzir também uma mudanca qualitativa na percep¢do da sensacdo
esperada com base nas caracteristicas do estimulo aplicado, ou seja, ocorre uma perda da
especificidade da modalidade sensorial.’

E importante perceber que a alodinia é uma caracteristica das neuropatias, nas
quais ocorrem lesdes neuronais, fazendo com que estimulos de pouca intensidade e pequena
duracdo passem a causar dores ou sensacdes de queimacgdo continua ou mesmo dores
espontaneas intensas sem estimulagdo. Essas caracteristicas de alteragdo patologica das vias
de sensacdo dolorosa ndo podem ser avaliadas nos modelos experimentais usuais de
nocicep¢ao animal, embora o uso improprio desse termo tenha-se generalizado nas descri¢des
do modo de agdo e nas pesquisas para o desenvolvimento de novas terapias. Assim, a IASP
usa “hiperalgesia” como um termo psicofisico que foi proposto como um termo guarda-chuva
para todas condicdes de sensibilidade a dor aumentada. Nesse sentido, a frequéncia de
resposta de retirada aumentada dos animais que ocorre durante a inflamagdo provocada pela
incisdo da pele sera referida, neste texto, como hiperalgesia.>*

Quando se trata do estudo da dor, no que se refere a suas vias € mecanismos, a

dor ¢ influenciada por fatores tanto fisiologicos quanto psicoldgicos, € o componente
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fisioldgico da dor, a codificagdo de processos neurais e processamento dos estimulos nocivos,
¢ denominado de nocicepgio.’

Existem diferentes tipos de dor, sendo que as principais podem ser descritas
como: dor nociceptiva, que se origina devido a estimulacdo excessiva dos nociceptores
localizados na pele, visceras e outros orgdos. Dor neuropatica, que reflete o dano de tecido
neuronal na periferia ou no sistema nervoso central (SNC), e ocorre devido a uma disfung¢ao
ou dano de um nervo ou grupo de nervos. Dor psicogénica, que ndo ¢ oriunda de uma fonte
somatica identificavel e que pode refletir fatores psicolégicos.” Dor disfuncional, que refere-
se a amplificacdo da sinalizagdo nociceptiva na auséncia de qualquer inflamagdo ou lesdes
neurais; e dor inflamatéria, que ocorre em resposta a uma lesdo tecidual, envolve uma
resposta inflamatéria subsequente e liberacdo de mediadores inflamatérios (bradicinina,
prostaglandina, histamina e outros). A dor inflamatdria atua como mecanismo de prote¢do do
organismo contra um estimulo nocivo potencialmente prejudicial e resulta em sensibilizacdo
do sistema nociceptivo.®

Quando a sua duracgio, a dor pode ser classificada em dor aguda ou crénica. A dor
aguda tem funcdo de prote¢do, ocorre em resposta a uma lesdo tecidual e a ativacdo de
nociceptores. A dor cronica pode estar associada a dor aguda e se difere principalmente no
tempo de duragdo, persistindo por dias ou semanas.’

A recepcdo do estimulo nociceptivo se d4 em nivel periférico por estruturas
especificas situadas nas terminagdes nervosas livres (TNL), denominadas nociceptores. Os
nociceptores estdo localizados na por¢ao distal dos neurdnios aferentes sensoriais que estdo
amplamente distribuidos na pele, vasos, musculos, articulagdes e visceras. A velocidade de
conducdo dos estimulos nocivos, dependem do didmetro das fibras nervosas e sdo
classificados de acordo com critérios funcionais e anatdmicos, entre eles velocidade de
condugdo, didmetro e grau de mielinizagdo (Figura 1).*

As fibras do tipo AP, sdo neurdnios mielinizados, de maior didmetro e que
apresentam a maior velocidade de condugdo. Essas fibras respondem ao toque ou movimento,
inervam a pele e de forma geral ndo contribuem para a dor. As fibras do tipo Ad e do tipo C,
originam a maioria dos nociceptores, sdo fibras de médio e pequeno didmetro, com
velocidade de condu¢do menor que as fibras do tipo AP, possuem pouco ou ndo possuem
mielina, respectivamente, e sdo responsaveis pela transmissdo do estimulo nocivo da periferia

a medula espinal (Figura 1).*
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Figura 1 — Diferentes tipos de fibras responsaveis pela conducdo do sinal sensorial da
periferia ao SNC

Velocidade Tipo
Mielinizagao Diametro de Conducgao de Sinal
Muita 10um 30-100m/s Propriocepgao
Toque leve
N ‘ Nocicepgao
Pouca 2-6 um 1,2-30m/s (térmica, mecanica
AS : e quimica)
(lel) ‘ ! [l
g Nocicepg¢ao
Ausente 0,4-1,2 um 0,5-2m/s (térmica, mi%émca
C ‘ e quimica)
' u u i L

Fonte: Adaptado a partir de Julius e Basbaum (2001)."

Legenda: Representacdo dos diferentes tipos de fibras sensoriais responsaveis pela condugdo do sinal
nociceptivo da periferia ao SNC. As fibras AP, sdo mielinizadas e de maior diametro e rapida velocidade de
condugdo, responsaveis pela propriocepcdo e toque leve. As fibras Ad e C, possuem menor didmetro e sdo
pouco ou nio mielinizadas, respectivamente e possuem resposta de condugao lenta.

A ativacdo dos nociceptores ocorre principalmente a partir da lesdo no tecido. Os
neurdnios aferentes primdrios geram potenciais de agdo ao longo do axdnio transmitindo a
informagdo até o corno posterior da medula espinal, onde ocorre a liberagdo de
neurotransmissores, como glutamato e substancia P. O sinal ¢ “transduzido” e a informagao ¢
enviada pelo neurdnio de segunda ordem a centro encefalicos superiores, como o talamo,
amigdala, cortex e outras regides que envolvem o sistema limbico. Os tratos
neoespinotaldmico e paleoespinotalamico (Figura 2) sdo as principais vias responsaveis por
levar a informag@o do corno posterior da medula espinal ao cortex somatossensorial, regido a

qual ocorre a percep¢io da dor.*’

2.1.1 Controle descendente inibitorio da dor

Entende-se que a sensacdo dolorosa ¢ uma experiéncia altamente complexa e
subjetiva, ndo esta apenas relacionada com a estimulagdo dos nociceptores, mas envolve
, . L, . . . , . . 5 .
também, fatores psicologicos, emocionais e caracteristicas da personalidade.” Existem

importantes mecanismos responsaveis por mediar a resposta nociceptiva, esses mecanismos
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sd0 os sistemas endogenos de modulacdo que podem atuar tanto como mecanismos de
inibi¢do, quanto de facilitagdo, dessa forma a dor pode ser modulada em nivel periférico,
espinal e supra-espinal, até a sua transmissdo para o cortex somatossensorial."

A ativagdo das vias descendentes juntamente com a interagdo no corno posterior
da medula espinal e estruturas supra-espinais, foram descritas em 1965 por Melzack e Wall
como a teoria da comporta da dor, indicando que a transmissao do sinal nociceptivo para a
medula espinal ¢ modulada por influéncias tanto excitatérias quanto inibitorias. A ativagdo
dessas vias fornece um mecanismo de protegdo bioldgica durante situagdes de emergéncia,
um exemplo ¢ no campo de batalha onde a maioria dos soldados ndo sente dor, mesmo apds
sofrerem ferimentos graves, somente apds retirada para um local seguro e sob cuidados, a dor
passa a ser percebida.'"'?

A nocicep¢ao ¢ um processo bidirecional de vias neuronais ascendentes e
descendentes. Da periferia os sinais dolorosos sdo enviados ao corno posterior da medula
espinal e posteriormente a centros encefalicos.”> Existem varias 4reas do cérebro e vias
neuronais que estdo envolvidos no sistema de modulagdo da dor, destacando: os corteces
cingulado anterior, frontal e parietal, corteces somatossensorial primario e secundario, cortex
insular, hipotdlamo, tdlamo, amigdala, cerebelo,'’ substancia cinzenta periaquedutal (SCP),
nucleo parabraquial, nicleo do trato solitario, bulbo ventromedial rostral (BVMR, incluindo
os nucleos da rafe) e nucleos noradrenérgicos (NA) AS, A6 (locus coeruleus [LC]), A7
(subcoeruleous) (Figura 2)," o corno posterior da medula espinal desempenha um importante
papel, recebe o sinal nociceptivo dos aferentes primarios e das vias supra-espinais.'*

Estudos sugerem que a SCP desempenha um papel central na modulacio
descendente da dor, faz ligacdes reciprocas com coértex frontal, amigdala, hipotalamo, nucleo
parabraquial, LC, niicleo magno da rafe e BVMR. J4 o BVMR ¢ considerado a estac¢do final
de passagem para a maioria das regides supra-espinais, recebe maior aporte de SCP e ¢
identificado como a principal estacdo de retransmissdo entre a SCP e a medula espinal no

controle descendente da dor.”'*'* O eixo SCP-BVMR-corno posterior da medula espinal,

sdo estruturas fundamentais na modulacao descendente da dor (Figura 2)."
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Figura 2 — Vias da dor

Cértex cerebral ENCEFALO
Cortex )
Talamo - Somatossensorial
k’ Amigdala
Fibras para
o hipotalamo
MESENCEFALO
Fibras para a SCP

SCP

Locus coeruleus

Fibras para
a formagéo reticular \/ 1]

BULBO

Nucleo
reticular (NA)

BVMR

Trato

- ; Nucleo magno
neoespinotalamico

da rafe (5-HT)

Trato
paleoespinotalamico

Corno posterior MEDULA ESPINAL
da medula espinal
(Iamina I-VI) Ganglio sensorial do } Vias ascendentes
nervo espinal .
\ Fibras C .
. —— Vias descendente

Fibras Ad

Fonte: Adaptado de Steeds (2009).°

Legenda: As principais vias da dor, vias ascendentes representadas em vermelho e verde; via descendente
representada em azul. Transmitem a informagéo nociceptiva da medula espinal até centros superiores.

Sabe-se que a sensacdo dolorosa pode ser modificada pelos sistemas endogenos
inibidores da dor. Embora existam uma variedades de vias envolvidas, as vias serotonérgicas,
, . g, . o, Co, . . 1, . 14
noradrenérgicas, opioidérgicas, dopaminérgicas, adenosinérgicas e canabinoidérgicas,
constituem os principais componentes dos sistemas de modulacdo descendentes da dor, a
maior parte dos terminais nervosos estdo distribuidos nas laminas I e II do corno posterior da
medula espinal e realizam sinapse com neurdnios de projecdo, interneurdnios e neurénios
aferentes primarios."’

A ativacdo desses sistemas evoca a liberagdio de uma variedade de
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neurotransmissores ou neuromoduladores na medula espinal que bloqueiam os estimulos
nociceptivos por hiperpolarizagdo dos neurdnios de projecao (inibigdo pds-sindptica direta)
ou em terminais centrais de fibras aferentes primarias (inibicdo pré-sinaptica). Em
consequéncia, a liberacdo de glutamato dos aferentes primarios ¢ reduzida e a liberagdo de
acido gama-aminobutirico (GABA) e glicina de interneurdnios ¢ aumentada. Além disso, a
informagdo nociceptiva transmitida para os centros superiores por meio dos neuronios de
projecdo também ¢é reduzida. Como resposta, a percepcio da dor é reduzida.'*"

Estudos relatam que a transmissdo sindptica das vias serotoninérgica e
noradrenérgica produzem antinocicep¢ao no corno posterior da medula espinal. A serotonina
(5-HT) no neurdnio pds-sinaptico hiperpolariza pela interagdo dos receptores 5-HT 4 em
cerca de 50% dos neurdnios substancia gelatinosa, e despolariza por meio de receptores 5-
HTs. A serotonina aumenta pré-sinapticamente devido a inibi¢do de interneurdnios, em
consequéncia, deprime a libertacdo de glutamato para os aferentes primarios. Ja, a via
noradrenérgica hiperpolariza poés-sinapticamente ou despolariza através da ativacdo
receptores o, € oy, respectivamente. A noradrenalina quando aumentada no neurdnio pré-
sinaptico ativa interneurdnios inibitdrios via receptores o, e deprime a liberagao de glutamato
para os aferentes primarios (fibras do tipo Ad e do tipo C), por meio de receptores op-
adrenérgicos (Figura 3).">'®

Porém, dependendo do subtipo de receptor ativado, do sitio de a¢do no corno
posterior da medula espinal (fibras aferentes primarias ou neuronios de projecdo) e da
interacdo entre fibras descendentes na medula espinal, podem ser observados também efeitos
pronociceptivos, ou seja, favorecem o processamento do ativam os estimulos nociceptivos,
fazendo com que haja dor."*

Outros sistemas inibitdrios descendentes que inibem a atividade dos neurdnios
nociceptivos do corno posterior da medula espinal originam-se em neurénios noradrenérgicos
do LC e em outros nucleos do tronco encefalico. Estas proje¢des descendentes bloqueiam os
neurdnios aferentes que entram na medula espinal pelas laminas I e V por meio de agdes
inibitorias diretas e indiretas e pela interagdo com interneur6nios que contém peptideo
opioides."

Estudos apontam que os canabindides ativam as vias descendentes
monoaminérgicas ¢ quando administrados sistemicamente produzem antinocicep¢do por
meio da ativacdo de receptores CB;, mediado pela ativacdo das vias descendentes
serotoninérgicas e noradrenérgicas na medula espinal.'” Assim, posteriormente sera retomado

com mais detalhes a interacdo dos receptores canabinodides, juntamente com as vias
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descendentes serotoninérgicas e noradrenérgicas e seu envolvimento no efeito

antinociceptivo.

Figura 3 — Transmissdo sindptica das vias serotoninérgica e noradrenérgica no corno
posterior da medula espinal

A VIA SEROTONINERGICA B VIA NORADRENERGICA
Sistema descendente Sistema descendente
inibitério da dor inibitério da dor

Fibra A8

Glu
0 Fibra C

Fibra AS

Glu
(0] Fibra C

Fonte: Adaptado de Yoshimura e Furue (2006)."

S5HTIA S-HT3

glcina

Interneurénio
Inibitorio

|
Hiperpolarizagao
Despolarizagao

Neurdnio do
gorno posterior,

|
Hiperpolarizagao
Despolarizagéo

Neurénio do
corno posterlor

Inibitério

Legenda: Inervagdo serotoninérgica (painel A) e noradrenérgica (painel B) na transmiss@o sinaptica no corno
posterior da medula. Hiperpolarizagdo pos-sinaptica e/ou despolarizagdo dos neurdnios por meio da ativagdo de
receptores. Os interneurdnios inibitérios inibem a liberagdo de glutamato das fibras Ad e do tipo C.

2.2 SISTEMA ENDOCANABINOIDE

Registros histoéricos sugerem que a Cannabis sativa foi utilizada ao longo dos
séculos com fins recreativos, artesanal, medicinais e religiosos.”’ Teve sua origem na Asia
Central e se espalhou pelo mundo com os movimentos migratdrios e atividades comerciais.>'
A maconha, como ¢ popularmente conhecida, secreta através de suas flores e folhas uma
resina que contém compostos chamados de canabinéides.*

Conhecida desde a antiguidade, seu uso foi expandido com base nas medicinas
tradicionais Indiana e Chinesa, foram encontrados os primeiros registros dos efeitos
psicofarmacolégicos na farmacopeia chinesa e na India, onde seu uso medicinal era bastante
difundido,” era considerada umas das plantas sagradas e conhecida pelas mais diversas
propriedades, como: tranquilizante, digestivo, hipnotico, antibidtico, afrodisiaco e
analgésico.”* No Brasil, existem registros do inicio de seu uso no século XVI, trazida pelos
escravos africanos.”

Considerada a droga ilegal mais popularmente conhecida, a restri¢do ao uso da
Cannabis foi imposta na Convengdo Internacional de Substancias Psicotropicas, mas devido

seu potencial terapéutico para aliviar diversos sintomas, como estimulante de apetite, no
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tratamento da dor e outros, em alguns paises seu uso ¢ socialmente aceito, o que gera grandes
discussodes sobre a legalizacdo, devido ao desenvolvimento de tolerancia, abuso e efeitos
psicotropicos.

Apesar de séculos de utilizacdo pela humanidade, o conhecimento farmacologico
desta planta ¢ o sistema de sinalizagio endocanabindide ¢ recente.”” Foram identificados,
isolados e sintetizados os principais constituintes da Cannabis, o A -tetrahidrocanabinol (A’-
THC) como componente majoritairio28 e outros, incluindo canabidiol, canabinol, canabigerol
e canabicromeno e¢ mais de 60 outros canabindides.”’ Com a elucidacio dessas estruturas
quimicas, pesquisas cientificas sobre os canabindides foram impulsionadas, cientistas
realizaram testes verificando a sintese, atividade bioldgica, metabolismo e os efeitos
fisiologicos dessas moléculas, até a identificagdo e clonagem dos receptores canabinodides
especificos.”’

No entanto, apesar do reconhecimento do potencial terapéutico no tratamento da
dor, ainda assim, a sua utilizacdo clinica ¢ limitada devido os seus efeitos secundarios,
desenvolvimento de tolerancia e dependéncia fisica, sendo assim, faz-se necessario estudos
clinicos, utilizando novas abordagens terapéuticas com combinag¢des de novos medicamentos
que atuem sobre a acdo endocanabindides (sintese, recapta¢do e degradacdo), com objetivo

.. . . ., . 19
de aumentar o alivio da dor sem os efeitos indesejaveis.

2.2.1 Endocanabinoides

O sistema endocanabindide ¢ um sistema de sinalizagdo endogena com
participagio em varias fungdes do SNC e periférico,”® é constituido pelos receptores
canabindides (mais estudados o CB, e CB;), seus principais ligantes endogenos (anandamida
e 2-araquidonil glicerol) e enzimas de sintese ¢ degradagdo.”’

Os endocanabinoides sdo moléculas de sinalizagdo de acidos graxos insaturados
de cadeia longa, gerados a partir da membrana celular e de precursores de fosfolipideos,
possuem propriedades de se ligar e ativar um ou mais subtipos de receptores de
canabinoides.”’

A etanolamida do 4cido araquidonico, anandamida (AEA) e o 2-araquidonil
glicerol (2- AG), sdo os principais agonistas endogenos dos receptores canabinoides, sdo de
natureza lipidica, derivados de 4cidos graxos poliinsaturados de cadeia longa, principalmente
do acido araquiddnico e se ligam nos receptores canabindide CB; e CB,. Devido o seu maior

envolvimento em varias vias metabolicas os niveis celulares e teciduais do 2-AG sdo mais
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elevados que os da AEA.****?* Apos a identificacio do primeiros endocanabinoides, mais

tarde foram descobertas outras moléculas agonistas dos receptores canabindides o 2-
. . . . . . . . . . 36

araquidonil etanolamina (virodamina),”> o 2-araquidonil gliceril éter (noladina)®® ¢ a N-

araquidonil dopamina (NADA) (Figura 4).*’

Figura 4 — Endocanabindides

o
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= - /\/OH = = | o
NH ~o
— - = = OH
Anandamida 2-Araquidonil-glicerol
i on
T e (T
— - — — OH
2-araquidonil etanolamina 2-araquidonil gliceril éter
bt
I
— P H
OH

N-araquidonil dopamina

Fonte: Adaptado de De Petrocellis (2004).*®

Legenda: Ilustragdo esquematica da estrutura molecular de alguns principais endocanabindides

A sinalizacdo endocanabindide (Figura 5) ¢ regulada pela sintese, liberagdo,
recaptacdo e degradacdo. Com o aumento dos niveis de calcio intracelular e a despolarizagdo
da membrana, o receptor ¢ estimulado e ativa processos enzimaticos que conduzem a sintese
dos endocanabinodides. A sintese da AEA acontece a partir de uma fosfolipase D especifica
para a N-araquidonil fosfatidil etanolamina,” em seguida, ¢ transportada para dentro da
célula por um transportador de membrana para endocanabindides (TME). Por meio do
processo de recaptagdo a AEA ¢ inativada e passa pelo mecanismo de degradagdo, que
acontece pela enzima amido hidrolase de acidos graxos (FAAH) produzindo etanolamina e
acido araquidénico (AA).* Estudos mapearam a distribuicio da FAAH no SNC e encontra-se
maior expressdo nos tratos espinotalamicos,”’ em neurdnios do corno posterior da medula
espinal, nos ganglios sensoriais do nervo espinal e neurdnios pos-sinapticos.”’

O 2-AG ¢ formado a partir da clivagem enzimatica de precursores de fosfolipidos
de membrana a fosfolipase C e pela lipase diacil glicerol (DAGL), é transportado pelo TME
para o espaco intracelular, passa pela recaptacdo e ¢ degradado pela lipase mono acil glicerol

(MAGL) produzindo o AA e glicerol. MAGL esta localizada principalmente em terminais
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pré-sindpticos e em regides onde estdo expressos os receptores CBI, principalmente no
talamo, hipocampo, cortex e cerebelo.”’

Na neurotransmissdo endocanabinoidérgica, os endocanabindides sdo
mensageiros atipicos, a transferéncia de informagdes ¢ feita do terminal pos para o pré-
sinaptico. Acontecendo assim, de forma retrégrada, o estimulo inicia-se no neurénio pos-
sinaptico, a excitagdo neuronal causa a despolarizagio e o influxo de fons de Ca®",
estimulando assim, fosfolipases. Consequentemente os endocanabindides sdo liberados na
fenda sindptica por meio de difusdo livre ou assistida para a estimulacdo dos receptores pré-
sinapticos.”® E importante destacar que os endocanabinéides ndo sio sintetizados e
armazenados em vesiculas, como normalmente acontece com o0s neurotransmissores. Sao
sintetizados e liberados quando estimulados pela célula, tendo assim sua disponibilidade
regulada pela sintese de captagio e degradagio.” Os efeitos dos endocanabinbides podem ser
limitados por internalizagdo onde ocorre passivamente ou por meio de transportadores
especificos e por catabolismo quando sofrem hidrolise enzimatica, a AEA pela FAAH e do 2-
AG pela MAGL, isso faz com que essas duas enzimas sejam alvos com importante potencial
terapéutico.*’

Estudos sugerem que apds a administragdio exdgena dos principais
endocanabinodides a AEA e 2-AG, inibidores da recaptagdo ou degradagdo (enzimas FAAH e

MAGL) produzem efeito antinociceptivo.*
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Figura 5 — Sinalizacdo endocanabindide
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Fonte: Adaptado de Di Marzo e Matias (2005).**

Legenda: Na representagdo esquematica a sinalizagdo endocanabindide é regulada pela sintese, liberagdo,
recaptagdo e degradacdo. (1) — a anandamida (AEA) ¢é sintetizada pela enzima especifica N-araquidonil
fosfatidil etanolamina (NAPE-PDL). O 2-araquidonoil glicerol (2-AG) ¢ sintetizado por meio da lipase diacil
glicerol (DAGL). (2) — ap6s serem sintetizados, a AEA e o 2-AG ligam-se ao transportador de membrana para
endocanabinoides (TME). (3) — os endocanabinodides passam pela recaptacdo. (4) — a AEA ¢é degradada pela
amido hidrolase de acidos graxos (FAAH) produzindo etanolamina e acido araquidénico (AA). O 2-AG ¢
degradado pela lipase mono acil glicerol (MAGL) produzindo glicerol e AA.

2.2.2 Receptores canabinoides

Os receptores canabindides s3o os receptores ligados a proteina G mais
abundantes expressos no cérebro de mamiferos,” o sistema de transdugdio posterior a
ativagdo desses receptores envolve a inibi¢do da adenilato ciclase, levando a reducdo do
AMP ciclico (AMPc) e modulacao da atividade dos canais i6nicos de célcio e potassio que

leva a estimulacdo da proteina quinase (PKA), como consequéncia inibem a liberagdo de
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1294 Dessa forma, constituem uma base

neurotransmissores ¢ excitabilidade neurona
importante para o controle de varios processos de sinalizagdo celular dentro do SNC.*’

A partir destas agdes, o sistema canabindide regula diversas fun¢des
neurobioldgicas relacionadas ao SNC e periférico, fungdes motoras e cognitivas, influencia
no comportamento alimentar, sono, antinocicep¢ao, modula respostas imunes e inflamatorias,
influencia no metabolismo celular, na atividade cardiovascular (alteracdo da frequéncia
cardiaca e vasodilatagdo), respiratéria (hiper ou hipoventilagdo e broncodilatacdo), funcdes
reprodutivas (inibicdo da secre¢do de testosterona e relaxamento uterino) e ocular (diminui a

s 47,48
pressdo intraocular).*”

Devido a ampla distribui¢ao tecidual desses receptores ¢ possivel
explicar boa parte dos efeitos psicotropicos encontrados.>

O marco inicial para os estudos do sistema canabindide foi apds a descoberta de
seus principais receptores, apenas depois de muitos estudos, foi possivel a clonagem e
identificacdo dos receptores canabindides. O primeiro receptor canabindide a ter a sua
estrutura molecular definida foi o receptor CB;, em 1990 por Matsuda e colaboradores e em

49,50
7 Recentemente outros

seguida em 1993, o receptor CB, por Munro e colaboradores.
receptores foram adicionados a familia como o receptor acoplado a proteina G (GPCR) e
receptor acoplado a proteina Gyiy.13 (GPR55).”!

O receptor CB; ¢ considerado o receptor mais abundante encontrado no SNC e
em menor quantidade em tecidos periféricos.”> Os receptores CB; sdo encontrados nos
nucleos da base, cerebelo, amigdala, hipocampo, hipotdlamo, talamo e tronco encefalico,*
em areas relacionadas ao processamento nociceptivo, cortex cerebral, cortex cingulado
anterior (CCA), nucleos da rafe, LC, corno posterior da medula espinal, SCP, BVRM,
medula espinal e fibras aferentes primarias.*"*®
Os receptores CB, sdo expressos principalmente em tecidos periféricos, células

. . o . 53,52,50
do sistema imunonoldgico, bago, amigdalas.”””

e expressos em menor quantidade em
regides SNC,* em células microgliais do cérebro em condi¢es inflamatorias,’” exerce efeito
antinociceptivo em alguns modelos de dor aguda e cronica,™ sdo encontrados também em
regides que modulam o processamento nociceptivo como tronco encefalico,”* SCP,” e
medula espinal.”®

Em geral, a estimulagdo dos receptores canabinoides (CB; e CB,) resulta numa
inibigio das vias de sinalizagdo nociceptivas.” Estd bem definido que os canabindides
produzem efeitos analgésicos por meio da ativagdo de receptores CB), em sitios periféricos,

59,46,43

espinais e supra-espinais. Existem estudos apontando a interagdo dos sistemas

canabindide, serotoninérgico e noradrenérgico por meio da ativacdo de receptores CB; e a
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sinalizagdo ¢ mediada principalmente nas regides da SCP e BVMR com maior liberacdo de
anandamida e 2-AG."

Os endocanabindides (receptores CB1 e CB2, incluindo a anandamida, 2-AG e as
enzimas responsaveis pela sintese e degradacdo), apresentam ampla distribui¢do no eixo da
transmissdo e modulagdo da dor, principalmente em regides da amigdala, SCP, BVMR, LC e
medula espinal.” Sabe-se que os receptores canabindides podem desempenhar fun¢des como
neurotransmissores ou neuromoduladores no SNC, com isso, evidéncias afirmam seu papel
na modulagdo da nocicep¢io® e que este processo acontece pela inibigdo pré-sinaptica de
neuronios GABAérgicos na SCP e BVRM levando a ativagdo das vias descendentes

e er el e 61
inibitorias.

2.3 DOR POS-OPERATORIA

A dor poés-operatdria induzida pela incisdo cirurgica, ¢ entendida como uma
forma de dor aguda, suas caracteristicas fisiologicas tém sido estudadas com bases em
achados experimentais em modelos animais. Assim, um modelo animal de dor pods-
operatéria, o modelo de incisdo plantar, foi desenvolvido por Brennan, Vandermeulen e
Gebhart (1996).°* Os mecanismos de dor pos-operatéria sdo diferentes de outros modelos de
dor induzidos por lesio tecidual convencionalmente utilizado.*>**

Embora no Brasil ndo existam dados epidemioldgicos conclusivos sobre a
prevaléncia da dor pos-operatdria, nos Estados Unidos foram realizados estudos pelo Centro
Nacional para Estatistica de Satde, apontando que até 75% dos pacientes sentem dor apds o
procedimento cirurgico. A dor aguda ndo tratada adequadamente, evolui para um quadro de
dor cronica, com isso, ¢ gerado altos custos para o departamento de saude.”

Um quadro de evolugdo da dor pds-operatoria, atinge cerca de 10 a 50% dos
pacientes e apesar do tratamento com analgésicos, ainda assim 2 a 10% dos pacientes
desenvolvem um quadro de dor cronica. O tratamento clinico ¢ limitado em sua eficacia e
produz efeitos secundérios indesejaveis. E necessario maior compreensio dos mecanismos
pelos quais a dor aguda evolui para dor cronica para que sejam desenvolvidas novas formas
de tratamento mais seguras e mais eficazes.*

Assim, a dor induzida pela incisdo cirirgica tem como resultado lesdes da pele,
fascia, musculos e pequenas inervagdes desses tecidos, tem como mecanismos comuns: lesdo
direta, inflamacdao e liberacdo de mediadores inflamatorios que sensibilizam terminais

. . P , , . N 6 .
nociceptivos periféricos que detectam estimulos térmicos e mecénicos.”” Neste sentido,
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Pogatzki, Gebhart e Brennan (2002)°® mostraram que fibras do tipo A e fibras do tipo C sio
sensibilizadas pela incisdo e que a ativacdo de nociceptores mecanicos tem um papel na
manuten¢do da hiperalgesia apos a incisdo. Os receptores ionotrdpicos para aminoacido
excitatorio  a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole-propionate (AMPA) e cainato
apresentam um importante papel na dor, hiperalgesia e sensibilizagdo central induzidas pela

. e~ 64
IIICISElO.6

Figura 6 — Incisdo Plantar.

Fonte: Adaptado de Brennan (2011).%

Legenda: Os diferentes estagios do procedimento cirtirgico de incisdo plantar. Em A: incisdo longitudinal de 5
mm feita através da pele e fascia iniciando a 0,5 cm da extremidade proximal do calcanhar se estendendo pela
linha média do pé; B: Depois da homeostase a incisdo ¢é suturada; Cicatrizagdo, 5 dias depois da incisgo.

Tratando-se da fisiopatologia da dor pos-operatdria alguns estudos demonstraram
o envolvimento da AEA e 2-AG atuando sobre os receptores CB; e CB; na modulacido do
processamento nociceptivo (DI MARZO, 2008),” é sugerido que baixos niveis de AEA
encontrados na medula espinal podem contribuir para a alodinia da pata induzida pela
incisdo, juntamente com niveis mais elevados de 2-AG contribuem para uma resolucdo
espontanea da hipersensibilidade, propdem-se, que a administragdo cronica dos receptores
CB; e CB; resultam em alodinia mecanica sugerindo que a sinalizagdo dos receptores

canabindides é necesséria para a melhora da dor pés-operatéria (ALKAITIS et al., 2010).”"
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2.4 TERAPIAS INTEGRATIVAS

As terapias e praticas integrativas em saude crescem fortemente no ambito
mundial, de acordo com o National Center for Research on Complementary and Integrative
Health (NCRCI) dos Estados Unidos, o termo medicina complementar e integrativa ¢ o
conjunto de praticas que nao sdo consideradas como parte da medicina convencional e que
dedicam a aten¢do a saude. Medicina complementar ¢ considerada uma pratica terapéutica
utilizada juntamente com a terapia alopatica; e medicina Integrativa, inclui como forma de
tratamento e cuidados a saude uma abordagem que trds ndo s6 o uso das medicinas
tradicionais. As medicinas complementares e integrativas, segundo o NCRCI, estdo divididas
em: homeopatia ¢ medicina ayurvédica, como praticas alternativas; praticas baseados em
produtos naturais ndo reconhecidos cientificamente, como terapias bioldgicas; massagens e
exercicios, como terapias de manipulagdo corporal e reiki, Liang Gong, como terapias
energéticas.””

No Brasil, o Ministério da Saude (MS), utiliza o termo Praticas Integrativas e
Complementares (PIC), e com aprovagao da portaria 971, de 3 de maio de 2006, incorpora a
Politica Nacional de Praticas Integrativas ¢ Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de
Satde (SUS), que regulamenta o uso de plantas medicinais em suas diferentes formas
farmacéuticas, incluindo assim, o uso dos 6leos essenciais para tratamentos de saude. Esta
medida do MS faz diminuir os gastos com medicamentos no setor publico, além de incentivar
a populacio a buscar tratamentos naturais de cura.”

A utilizagdo de plantas medicinais ¢ uma das mais antigas praticas terapéuticas
utilizadas pela humanidade, a Organizagdo Mundial da Satde (OMS) observou que a maior
parte da populagdo mundial depende da medicina tradicional para cuidados primarios de
satde.” As plantas medicinais e aromaticas sio amplamente utilizadas como medicamentos e
constituem uma fonte importante de compostos organicos biologicamente ativos, os 6leos
essenciais apresentam uma variedade de propriedades terap€uticas as quais eles podem ser
empregados, como: Cedrus atlantica, antibactericida;” Lavandula hybrida, antinociceptivo e

6 . . 8
gastroprotetor; ® Cedrus deodara, antioxidante’””’

e Melaleuca alternifolia, Cinnamomum
verum, Origanum compactum ¢ Lavandula angustifolia, antimicrobiano.” Existe um
crescente numero de estudos pré-clinicos e clinicos que relatam os beneficios dos 6leos
essenciais, seu uso € cada vez mais comum dentro do sistema de saude, sendo assim, € de
fundamental importancia o conhecimento cientifico do uso terapéutico das plantas medicinais

. . . J ~ 80
e seus derivados, ampliando o conhecimento e formas de utilizacao.



30

2.4.1 Aromaterapia

A historia da aromaterapia ¢ bastante antiga, foi conhecida e utilizada por
diferentes povos devido ao seu potencial terapéutico. Na China, encontram-se registros dos
beneficios de ervas aromadticas e sua utilizagdo datados de 4.500 anos atrés, sendo ainda hoje
as mesmas propriedades medicinais empregadas em diversos tratamentos.®’ Os egipcios
utilizavam as plantas aromadticas em rituais de embalsamamento e através da maceragdo
obtinham substancias aromaticas, as quais eram utilizadas em massagens e no cuidado da
saude em geral. Os gregos conheciam as propriedades medicinais e aplicavam seu
conhecimento em suas casas de banho e em prol da satde. Sabe-se hoje, que a maior parte
dos estudos sobre ervas e fitoterapicos, suas propriedades medicinais e utilizacdo, foram
preservados ao longo da histéria por esses povos e transmitidos pelas medicinas
tradicionais.™

Os estudos sobre a extragdo dos 6leos essenciais foi iniciado no século XVI por
Paracelso, conhecido como o pai da Farmaquimica, no entanto, apenas em 1927 o termo
aromathérapie foi criado pelo quimico franc€s René-Maurice Gatefossé que durante
pesquisas em seu laboratdrio, sofreu uma queimadura no brago e instintivamente mergulhou
o ferimento em um pote com oleo essencial (OE) de lavanda, observando assim, a rapida
analgesia e recuperacdo. A partir disso intensificou suas pesquisas sobre os 0leos essenciais,
observando seus efeitos no combate de doengas, infeccdes, queimaduras e na cicatrizagao.
Mais tarde na Europa, por volta de 1950, a enfermeira Marquerite Maury, conhecida como a
mae da aromaterapia moderna, demostrou através de pesquisas os efeitos terapéutico dos
6leos essenciais por meio de inalagio e absorgdo da pele.”!

A partir disso, a aromaterapia ficou conhecida como o uso terapéutico dos dleos
essenciais, que sdo substancias complexas, de propriedade volatil, com odor e coloragdo
variaveis, soliiveis em lipideos e em solventes organicos, com uma densidade geralmente
menor do que a da agua. Sdo produzidos como metabolitos secunddrios e extraidos de
diversas partes da planta, como folhas, flores, frutos, sementes, raizes e galhos.83 Sdo obtidos
por meio de destilacdo a vapor, prensagem a frio e extragdo por meio de solvente, métodos
que sdo capazes de extrair as substancias quimicas,* contendo uma variedade de moléculas
aromaticas com fung¢des organicas derivadas dos dalcoois, aldeidos, ésteres, fendis e
hidrocarbonetos.* Os monoterpenos e sesquiterpenos representam umas das mais diversas

classes de metabolitos secundarios de plantas, os quais contém propriedades farmacologicas
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que influenciam diretamente no funcionamento do corpo, modificando aspectos somaticos,
psiquicos (emogdes, aprendizado e memoéria) e auxiliando na melhora da satde.*

Os oleos essenciais, sao empregados de acordo com o potencial terapéutico e
utilizados como forma de medicamentos complementares no tratamento de disfuncdes
organicas.*® De acordo com sua composi¢io quimica podem apresentar uma variedade de
efeitos, tais como: ansiolitico,”” ™ hipertensivo,” antidepressivo,” analgésico na dor pos-

. . . .. , - 93 . ;1. 94 . 95
91,92 antinociceptivo ¢ antiinflamatorio, antlespasmodlco, antiestresse,

operatoria,
antiulcerogénico e gastroprotetor.”®

A aromaterapia ¢ uma pratica terapéutica, dentro das terapias integrativas e
complementares e ¢ considerada uma terapia adjuvante em muitos paises. O uso dos 6leos
essenciais utilizados por meio de aplicacdo dérmica ou inalacdo, sdo capazes de apresentar
uma variedade de respostas farmacologicas e fisiologicas.*® Atualmente, sio conhecidos
cerca de 3.000 diferentes 6leos essenciais, sendo que dentre eles aproximadamente 300 sdo

comercialmente utilizados pela industria farmacéutica, agronomica, alimenticia, sanitaria e

cosmética.®
2.4.2 Oleo essencial Cedrus atlantica

O Cedro, como ¢ popularmente conhecido, pertence a classe das Gimnospermas
(gminos - nu e sperma - semente), plantas vasculares que possuem sementes, mas nao
produzem frutos, sdo plantas nativas particularmente de clima temperado ou frio e faz parte
do filo das coniferas (Coniferophyta, conus - cone, do latim e phoros - portador, do grego),
arvores e arbustos que possuem sua estrutura reprodutiva em forma de cones. E considerado
uma conifera de grande porte, possui caule lenhoso e pode atingir até 50 metros de altura.”’

O Cedro ¢ nativo das montanhas do Atlas da regido mediterranea do Marrocos e
Argélia, sua arvore possui uma madeira de qualidade com alto teor de OE, possui
importancia histérica e socioecondmica, seu OE ¢ aplicado de forma terapéutica, conhecido
como agente aromatizante na perfumaria e cosmetologia e ¢ utilizado pela industria
farmacéutica.”®”'”” O OECa ¢ empregado para fins terapéuticos. Na literatura recebe
indicagdes clinicas, como: antiséptico, diurético, adstringente, sedativo, estimulante,'”!
fungicida'* e antibactericida.”

Estudos realizados com cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de

massa, demonstram que o OE de cedro é composto principalmente por hidrocarbonetos

monoterpenos € sesquiterpenos, em particular o-pineno, B-pineno, himachalol, -
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himachaleno, y-himachaleno e o-himachaleno entre outros grupos expressos em menor

quantidade.”'"

Esses compostos quimicos derivados dos terpenos, representam um grupo de
compostos organicos com estrutura molecular constituido de isopentenil difosfato (IPP) e
seu isomero dimetilalil difosfato (DMAPP) formando uma base de 5 carbonos (C5), essas
moléculas possuem uma grande variedade, cerca de 20.000 metabolitos diferentes'” e estdo
presentes em 90% dos 6leos essenciais.* Estudos evidenciam que os monoterpenos e
sesquiterpenos, presente em muitos Oleos essenciais, sdo excelentes candidatos para o
desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de processos patologicos e produzem
efeito antinociceptivo em modelos inflamatérios agudos.'*

O género vegetal Cedrus possui uma variedade de espécies, como: C. atlantica,
C. brevifolia, C. libani e C. deodara,'™ que apresentam uma similaridade em sua composi¢io
quimica, na literatura encontra-se estudos realizados com a espécie C. deodara que
comprovam o potencial antiinflamatorio de fases proliferativa e cronica da inflamagdo, na

> na atividade antimicrobiana e

atividade analgésica mediada central e perifericamente,'
antioxidante.”” No entanto, referente a0 OECa, sdo poucos estudos cientificos publicados

com indicacdes clinicas e ndo existem estudos sobre seu mecanismo de agao.

2.5 SISTEMA OLFATIVO — VIA INALATORIA

O olfato ¢ o sentido que permite reconhecer e discriminar sinais quimicos no
ambiente, esta relacionado a deteccio ou auséncia de substincias volateis, fornece
informagdes essenciais para a sobrevivéncia e influencia no comportamento das espécies. O
sistema olfativo discrimina uma variedade de moléculas odoriferas, de diferentes formas e
tamanhos, que possam estar presentes em pequenas quantidades no ambiente.'”® A anatomia
basica desse sistema ¢ bem conhecida, contudo, a capacidade discriminatoria ocorre em
estruturas anatémicas distintas e depende de receptores olfativos.'”” Os neurdnios receptores
olfativos (NRO) detectam moléculas de odor por meio do epitélio olfativo (EO) que reveste
toda a cavidade nasal, regido da lamina crivosa, septo dorsal, cornetos superior ¢ médio.'*®

O conjunto de axonios dos NRO formam o nervo olfativo (I par de nervo
craniano), suas conexodes aferentes do epitélio olfativo, atravessam a placa cribiforme, e
transmitem a informacgdo para os glomérulos que estao dispostos sobre a camada glomerular
do bulbo olfativo.'” Os glomérulos, sio compostos de axdnios sensoriais dos NRO e fazem
sinapses com as células mitrais (M) e em tufo (T), as quais constituem os neuronios eferentes

do bulbo e transmitem informagdes para o cortex olfativo. O processamento olfativo ocorre
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no bulbo olfativo, recebe projecdes de neurdnios e codifica as informagdes sensoriais que sao
processadas e refinadas antes de serem transmitidas para o cortex olfativo.'**'

O cortex olfativo ¢ dividido em cinco areas principais: o nucleo olfativo anterior,
tubérculo olfativo, cortex piriforme, nicleo amigdaldide, cortex periamigdaloide e cortex
entorrinal.''! As informagdes transmitidas para essas areas ocorrem através de projecdes
diretas para as vias limbicas mediando os aspectos afetivos da percepcao olfativa. Em regides
do talamo, responsavel pela percepcao consciente e discrimina¢ao de odores, no hipotalamo,
importante no comportamento alimentar ¢ no hipocampo relacionado a comportamento e
aprendizagem, nestas regides, as informacdes do olfato sdo integradas com outras
informagdes  sensoriais, aprendizagens anteriores, experiéncias do passado e
comportarnento.112

Sabe-se que a via inalatéria ¢ uma importante via de administragdo terapéutica
com alvo o SNC. Os botdes dendriticos presentes nos cilios das células receptoras olfativas
inervam toda a cavidade nasal, estas células sdo neurdnios de primeira ordem e formam os

' no qual o bulbo olfativo

nervos olfativos que projetam seus axonios diretamente para SNC,
¢ o primeiro rele de informagéo olfativa.''* Estudos demonstram (Figura 7) que as projecdes
das fibras nervosas passam pelo bulbo olfativo e chegam a regides como a substancia nigra
(SN), nucleos da rafe (NR) e LC, nucleos estes, envolvidos com o processamento e

modulacdo da dor.'”
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Figura 7 — Projecdes da via olfativa no sistema nervoso central
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Fonte: Adaptado de Doty (2008).""

Legenda: Ilustragdo esquematica mostrando as projegdes da via olfativa no SNC. A cavidade nasal esta
revestida pelo epitélio olfativo. No bulbo olfativo, os neurdnios receptores olfativos enviam seus axonios para
os glomérulos. O processamento ocorre através de sinapses excitatorias entre células periglomerulares (PG),
células mitrais (M) e em tufo, que formam o trato olfativo e fazem sinapses diretamente em neurdnios
piramidais no cortex olfativo. As projecdes das fibras nervosas fazem conexdes com regides como a substancia
nigra (SN), nucleos da rafe (NR) e locus coeruleus (LC), regides que estdo envolvidas com o processamento e
modulagdo da dor.

Ap6s a inalagdo (Figura 8), as moléculas quimicas sdo transportadas através do
epitélio olfativo, por meio do nervo olfativo, penetram nos espacos perineurais e
perivasculares diretamente ligados ao tecido cerebral, ao liquido cefalorraquidiano,
preenchendo o espago subaracnoide, chegando a circulagdo sistémica.''® Pesquisas recentes
demonstraram que os efeitos da administragio de morfina pela via inalatéria, indicam o
sistema pulmonar como uma importante via de administragdo para opidides, baseado no fato
que as pequenas moléculas podem ser absorvidas rapidamente devido a elevada
permeabilidade dos alvéolos.''” A administragdio por meio da via intranasal apresenta
vantagens para o tratamento de diversas doengas, principalmente as neuroldgicas. Estudos
demonstram que esta forma administragdo tem alcance através da barreira hemato-encefalica,
age de forma ndo invasiva, apresenta o efeito desejado em curto espaco de tempo, age de

. . o) . 113
forma segura, baixo custo e efeitos secundarios reduzidos.
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Figura 8 — Possiveis vias de passagem apos a administragdo intranasal.
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Fonte: Adaptado de Prediger e colaboradores (2012).''

Legenda: Ilustracdo esquematica das possiveis vias de passagem ap6s a administragdo intranasal. Apos a
inalagdo a informagdo pode percorrer diferentes vias até a eliminagdo. 1 — Via central — a molécula odorifica,
por meio de projecdes de neurdnios olfativos, ativa regides a partir bulbo olfativo até o SNC, envolvendo
regides do sistema limbico. 2 — Via sistémica — apds a inalagdo, a molécula odorifica pode ser levada através da
via pulmonar para a corrente sanguinea.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o envolvimento do sistema endocanabindide no efeito antihiperalgésico

induzido pela inalagdo do OECa.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar o perfil fitoquimico do OECa;

Identificar qual tempo de inalacdo do OECa que induz efeito antihiperalgésico
mais prolongado no modelo de dor pds-operatoria em camundongos;

Verificar o envolvimento de receptores canabindides CB; e CB, sistémicos,
periféricos e centrais (espinais) no efeito antihiperalgésico da inalagdo do OECa em
camundongos;

Avaliar o envolvimento do sistema endocanabindide no efeito antihiperalgésico
do OECa por meio da verificagdo de um possivel efeito sinérgico entre a inalacdo do OECa

com inibidores de enzimas de degradacdo dos endocanabindides.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 TIPO DE PESQUISA

A pesquisa caracteriza-se por experimental de natureza quantitativa.''™'" Os
experimentos deste estudo terdo a finalidade de observar e interpretar, sob um controle
adequado, o comportamento dos camundongos nos testes para verificar a participagdo dos

receptores canabinoides no efeito antihiperalgésico e os possiveis sitios de agdo deste 6leo.

4.2 EXPERIMENTO 1: ANALISE DE CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSA

A andlise cromatografica do OECa foi realizada por meio de um cromatografo
gasoso da Agilent 5975 com detector por espectrometria de massa (CG-EM). Foi utilizada
uma coluna DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). As condi¢cdes da analise foram: gés
carreador: He, (1 mL/min.); temperatura da coluna programada de 60-290 °C (3 °C/min) com
isoterma a 290 °C por 5/min; temperatura do injetor em 260 °C e temperatura do detector em
280 °C. Razdo de split de 1:10. Para a detecgao foi aplicada a técnica de impacto eletronico a
70 eV. As amostras foram diluidas em cloroférmio. A concentragdo dos componentes do OE
foram calculadas utilizando as areas individuais dos picos de cada componente que foram
identificados pela comparagdo dos espectros de massas obtidos com os dados descritos na
literatura.'* Os indices de retengdo (IR) foram calculados por meio da co-injegdo de uma

mistura de n-alcanos de série (C5 - C30), usando a equacdo descrita por Vandendool e Kratz
(1963)."!

4.3 EXPERIMENTOS COMPORTAMENTAIS

4.3.1 Animais

Os experimentos foram conduzidos apds a aprovagio pelo Comité de Etica no
Uso de Animais — CEUA da Universidade do Sul de Santa Catarina — UNISUL com o
protocolo nimero 13.012.4.08.IV. Foram utilizados camundongos Swiss machos (25 a 35 g),
obtidos do Biotério Central da UFSC, aclimatados a 22+2 °C, no ciclo 12h-claro/12h-escuro

(claro a partir das 6:00 h.), com acesso a racdo e agua ad libitum. Os animais foram
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homogeneamente distribuidos entre os grupos e aclimatizados no laboratorio por pelo menos
1 hora antes dos testes. Todos os experimentos foram realizados de acordo com o guia de
cuidados de animais de laboratorio e guia ético para investigagdes experimentais da dor em

animais conscientes. >

4.3.2 Drogas e reagentes

As seguintes substancias foram utilizadas neste trabalho: NaCl (Sigma, Brasil),

AM281, AM630, URB937 e JZL 184 obtidos de Cayman (Ann Arbor, Michigan, US).

4.3.3 Cirurgia de incisao plantar

A cirurgia de incisdo plantar (CIP) foi realizada em camundongos como descrito
previamente por Pogatzki e Raja (2003).'> Os animais foram anestesiados com 1-2% de
isoflurano a 100% de O,5. Ap0s a preparagdo estéril da pata traseira direita, foi realizada uma
incisdo de 5 mm longitudinal na pele e fascia da parte plantar, utilizando um bisturi de ldmina
namero 11. A incisdo iniciou a 2 mm da extremidade proximal do calcanhar em direcdo aos
dedos dos pés. Apds a incisdo, a pele foi suturada com um fio de nylon 6.0 mm e a sutura foi
coberta com 10% de solucdo povidine-iodo®. O grupo controle foi submetido a um falso
procedimento cirdrgico, que consistiu na aplicagdo da anestesia pelo mesmo periodo. Para a
recuperagdo, 0s animais permaneceram em suas caixas moradias apos o procedimento. Os

o . , . . soi o 124,125,126
animais foram avaliados 24 horas apds quanto a hiperalgesia mecéanica. =

4.3.4 Tratamento inalatorio com oleo essencial

Para inalagdo do OECa, foi utilizado uma caixa plastica semelhante a caixa
moradia dos animais (20 cm de altura, 30 cm de largura e 20 cm de profundidade), no seu
interior foi posicionado um béquer contendo 200 pl do OE, a caixa foi coberta totalmente por
um plastico por um periodo de 30 minutos antes de receber os animais, afim de saturar o
ambiente. Os animais foram colocados dentro da caixa e permaneceram inalando o ar do
ambiente interno da caixa saturado com os vapores do 6leo ou de salina durante diferentes
periodos de tempos (1, 5, 30 e 60 minutos). Durante o periodo que os animais permaneceram
na caixa inalando, uma pequena abertura de 2 cm foi feita para a manutencao da entrada de ar.

Os animais do grupo controle foram colocados na caixa nas mesmas condi¢des, mas com 200
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ul de salina.”® O OECa utilizado nesta pesquisa é comercialmente processado por destilagio a

vapor e disponibilizado por Penny Price Aromatherapy®.

4.3.5 Avaliacio da hiperalgesia mecanica

A hiperalgesia mecanica foi avaliada utilizando o monofilamento de von Frey
como descrito previamente.'” Para aplicagio do teste, os animais foram colocados
individualmente em uma camara de observacao de acrilico (9 x 7 x 11 cm), sem fundo e
coberta com tampa, posicionada sobre uma plataforma de tela de arame com malha de 6mm
(70 x 40 cm). O teste foi aplicado utilizando um filamento de von Frey (0,4 g) (VFH,
Stoelting, Chicago, USA), foram realizadas aplicagdes do filamento na superficie ventral da
pata posterior direita do animal (pata operada), atendendo alguns critérios como: aplicagao
feita perpendicularmente a superficie plantar, com pressdo suficiente para proporcionar a
curvatura do filamento, obtendo-se assim pressao total; os animais foram avaliados quando as
quatro patas estiverem acomodadas sobre a tela; a resposta de retirada foi considerada quando
o animal remover totalmente a pata da tela de apoio. Como indicativo de resposta foram
utilizados os valores percentuais da frequéncia de retirada da pata para 10 aplicagdes do
filamento. No dia anterior a cirurgia os animais foram submetidos ao teste para obtencao da
resposta basal. Apenas os animais que apresentaram uma porcentagem de resposta por volta

de 20% foram selecionados.'?’

4.3.6 Avaliacio do efeito antihiperalgésico da inalacio do OECa

4.3.6.1 Experimento 2: determinagdo do tempo de inalacio

Com o objetivo de definir qual o tempo de inalagdo do OECa que induz o maior e
mais duradouro efeito antihiperalgésico, diferentes grupos de animais foram submetidos
primeiramente a um modelo de dor pos operatoria, por meio da CIP e ap6s 24 horas, os
animais foram colocados nas caixas saturadas com salina ou OECa onde permaneceram
inalando por 1, 5, 30 ou 60 minutos. A hiperalgesia mecanica foi avaliada em 0, 0,5, 1,2 ¢ 3
horas apds os diferentes tempos de tratamento (TTO). Para este experimento foram utilizados
os seguintes grupos (n = 8) (Figura 9): 1) CIP + Inala¢do Salina; CIP + Inalagdo OECa 1
minuto; 2) CIP + Inalagdo OECa 5 minutos; 3) CIP + Inalacio OECa 30 minutos e; 4) CIP +
Inalagdo OECa 60 minutos.
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Figura 9 — Desenho experimental — tempo de inala¢do

avaliagdes apds TTO

BASAL CIP 24h TTO 0,5h 1h 2h 3h
CIP 1"
5'
30"
60’
Cip cIP CIP CIP cIP
INALZCJ\O . . y y
ECa1' ECa 5' E ' E '
SALINA OECa OECa5 OECa 30 OECa 60

Fonte: Elaborado pela autora (2014).

4.3.6.2 Experimento 3: andlise do efeito da inalag¢do diaria do OECa

Em outro experimento, para verificar o efeito de inala¢des didrias (cronico) do
OECa, os animais submetidos ou ndo a CIP, a partir do primeiro dia pds operatorio foram
submetidos a inalacdo diaria do OECa durante 6 dias consecutivos. A hiperalgesia mecanica
foi avaliada sempre 30 minutos ap6s a inalagdo. Os seguintes grupos foram utilizados (n = 8)
(Figura 10 — painel A): 1) CIP + Inalagdo Salina; 2) CIP + Inalagdo OECa 30 minutos. Para
verificar o efeito per se do OECa (Figura 10 — painel B): 1) Inalagdo Salina e, 2) Inalagdo

OECa 30 minutos.
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Figura 10 — Desenho experimental — inalagdo didria e efeito per se

A B
1,2,3,4,5, 6das 1,2,3,4,5, 6 dias
| \
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I T 1 T 1 I T 1
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* + INALACAO INALACAO
INALAGAO INALAGAO SALINA OECa
SALINA OECa d
30’

Fonte: Elaborado pela autora (2014).

4.3.7 Analise do mecanismo endogeno do efeito antihiperalgésico do OECa

4.3.7.1 Procedimento para realizagdo da inje¢ao intraperitoneal

Para estudar o efeito sistémico dos antagonistas CB; ou CB, sobre a
antihiperalgesia induzida pelo OECa, os animais foram contidos com a mao e receberam uma
injecdo intraperitoneal (i.p.) no quadrante inferior direito do abdome, a agulha foi introduzida
com uma inclinacdo aproximada de 45° para evitar a perfuracdo de visceras ou vasos. Em
seguida o volume de 10 ml/kg foi injetado lentamente com uma seringa de 1 ml com agulha

longa calibre 12,7 x 0,3 mm.'?

4.3.7.1.1 Experimento 4: andlise do envolvimento dos receptores canabindides CB,

sistémicos na antihiperalgesia induzida pelo OECa

Afim de evidenciar a participacdo dos receptores CB; sistémicos sobre a atividade
antihiperalgésica do OECa, os animais foram submetidos a CIP e 24 horas apds, foram pré-
tratados pela via i.p. com AM281 (antagonista seletivo para receptores canabindides CB;, 0,5
mg/kg, i.p.) ou salina (10 ml/kg, i.p.). Apds 20 minutos os animais foram submetidos a
inalagdo do OECa durante 30 minutos. A hiperalgesia mecanica foi avaliada 30 minutos apds
o término da inalagdo.'” Neste experimento foram utilizados os seguintes grupos (n = 8)

(Figura 11): 1) Salina (10 ml/kg, i.p.) + Inalagdo Salina; 2) Salina (10 ml/kg, i.p.) + OECa 30
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minutos; 3) AM281 (0,5 mg/kg, i.p.) + Inalagdo Salina; 4) AM281 (0,5 mg/kg, i.p.) + OECa

30 minutos.

4.3.7.1.2 Experimento 5: andalise do envolvimento dos receptores canabindides CB;

sistémicos na antihiperalgesia induzida pelo OECa

Com o intuito de verificar o envolvimento dos receptores CB, sobre a atividade
antihiperalgésica do OECa, os animais foram submetidos a CIP e 24 horas apds, foram pré-
tratados pela via i.p. com AM630 (antagonista seletivo para receptores canabindides CB,, 3
mg/kg, i.p.) ou salina (10 ml/kg, i.p.). Apds 20 minutos os animais foram submetidos a
inalagdo do OECa durante 30 minutos. A hiperalgesia mecanica foi avaliada 30 minutos apds
o término da inalagdo.'” Neste experimento foram utilizados os seguintes grupos (n = 8)
(Figura 11): 1) Salina (10 ml/kg, i.p.) + Inalag¢do Salina; 2) Salina (10 ml/kg, i.p.) + OECa 30
minutos; 3) AM630 (3 mg/kg, i.p.) + Inalacdo Salina; 4) AM630 (3 mg/kg, i.p.) + OECa 30

minutos.

Figura 11 — Desenho experimental — envolvimento dos receptores canabinoides sistémicos

24h apoés VIA 30" apos
| | INTRAPERITONEAL | |
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SALINA

SALINA +
+ OECa
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SALINA

|
)
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AM 281

i
J 1

SALINA

AM 630

Fonte: Elaborado pela autora (2014).
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4.3.7.2 Procedimento para realizagdo da inje¢do intraplantar

Para estudar o efeito local (periférico) dos antagonistas CB; ou CB,, sobre a
atividade antihiperalgésica do OECa, foi realizada uma administragdo local (periférica) dos
antagonistas, os animais foram colocados em tubos de contengdo e receberam uma injecao
intraplantar (i.pl.) com volume de 20 pl por pata, na superficie ventral da pata traseira direita.

Foi utilizado uma seringa de 0,5 ml com agulha curta calibre 8,0 x 0,3 mm.'?

4.3.7.2.1 Experimento 6: andlise do envolvimento dos receptores canabindides CB,

periféricos na antihiperalgesia induzida pelo OECa

Para verificar o envolvimento dos receptores CB; periféricos sobre a atividade
antihiperalgésica do OECa, os animais foram submetidos a CIP e 24 horas apds, foram pré-
tratados pela via i.pl. com AM281 (10 ng/i.pl.) ou salina (20 pl/i.pl.). Apds 15 minutos os
animais foram submetidos a inalacdo do OECa durante 30 minutos. A hiperalgesia mecanica
foi avaliada 30 minutos apds o término da inalagdo.'*> Neste experimento foram utilizados os
seguintes grupos (n = 8) (Figura 12): 1) Salina (20 pl/i.pl.) + Inalagdo Salina; 2) Salina (20
pl/ipl)) + OECa 30 minutos; 3) AM281 (10 pg/i.pl.) + Inalagdo Salina; 4) AM281 (10
pg/i.pl.) + OECa 30 minutos.

4.3.7.2.2 Experimento 7: andlise do envolvimento dos receptores canabindides CB;

periféricos na antihiperalgesia induzida pelo OECa

Para avaliar o envolvimento dos receptores CB, periféricos sobre a atividade
antihiperalgésica do OECa, os animais foram submetidos a CIP e 24 horas apds, foram pré-
tratados pela via i.pl. com AM630 (4 pg/i.pl.) ou salina (20 ul/i.pl.). Apds 15 minutos os
animais foram submetidos a inalacdo do OECa durante 30 minutos. A hiperalgesia mecanica
foi avaliada 30 minutos ap6s o término da inalagdo.'** Para este experimento foram utilizados
os seguintes grupos (n = 8) (Figura 12): 1) Salina (20 pl/i.pl.) + Inalacdo Salina; 2) Salina (20
ul/i.pl.) + OECa 30 minutos; 3) AM630 (4 pg/i.pl.) + Inalagdo Salina; 4) AM630 (4 pg/i.pl.)
+ OECa 30 minutos.



Figura 12 — Desenho experimental — envolvimento dos receptores canabindides periféricos
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Fonte: Elaborado pela autora (2014).

4.3.7.3 Procedimento para realiza¢do da injecdo intratecal

44

A administracdo central foi realizada pela via intratecal (i.t.), como descrita

previamente por Hylden e Wilcox (1980).

129

Os animais foram mantidos conscientes e a pele

do dorso foi raspada, para a aplica¢do da inje¢do eles foram contidos com a mao, deixando a

coluna vertebral arqueada, e uma agulha de calibre 30 foi introduzida no espago subaracnodide

entre as vértebras L4 e L5. A aplicagdo correta da injecdo i.t. ¢ verificada apds

posicionamento da ponta de agulha e confirmada por uma resposta de retirada da cauda

caracteristica no animal. O volume de 5 pl da solucdo foi injetado lentamente com uma

micro-seringa Hamilton de 25 pl (Hamilton, Birmingham, Reino Unido). A injec¢do i.t. foi

administrada por um periodo de 5 segundos.
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4.3.7.3.1 Experimento 8: andlise do envolvimento dos receptores canabinoides CB; espinais

na antihiperalgesia induzida pelo OECa

Para determinar o envolvimento dos receptores CB; centrais (espinais) sobre a
atividade antihiperalgésica do OECa, os animais foram submetidos a CIP e 24 horas ap0s,
foram pré-tratados pela via i.t. com AM281 (2 pg/i.t.) ou salina (20 pl/i.t.). Apds 15 minutos
os animais foram submetidos a inalagdo do OECa durante 30 minutos. A hiperalgesia
mecanica foi avaliada 30 minutos apds o término da inalagdo.'” Neste experimento foram
utilizados os seguintes grupos (n = 8) (Figura 13): 1) Salina (20 pl/i.t.) + Inalacdo Salina; 2)
Salina (20 pl/i.t.) + OECa 30 minutos; 3) AM281 (10 pg/i.t.) + Inalacdo Salina; 4) AM281
(10 pg/i.t.) + OECa 30 minutos.

4.3.7.3.2 Experimento 9: andlise do envolvimento dos receptores canabinoides CB; espinais

na antihiperalgesia induzida pelo OECa

Para avaliar o envolvimento dos receptores CB, centrais (espinais) sobre a
atividade antihiperalgésica do OECa, os animais foram submetidos a CIP e 24 horas ap0s,
foram pré-tratados pela via i.t. com AM630 (2 pg/i.t.) ou salina (20 pl/i.t.). Apds 15 minutos
os animais foram submetidos a inalagdo do OECa durante 30 minutos. A hiperalgesia
mecanica foi avaliada 30 minutos apds o término da inalagdo.'” Neste experimento foram
utilizados os seguintes grupos (n = 8) (Figura 13): 1) Salina (20 pl/i.t.) + Inalagdo Salina; 2)
Salina (20 pl/i.t.) + OECa 30 minutos; 3) AM630 (2 pg/i.t) + Inalacdo Salina; 4) AM630 (2
pg/i.t) + OECa 30 minutos.
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Figura 13 — Desenho experimental — envolvimento dos receptores canabindides espinais
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Fonte: Elaborado pela autora (2014).

4.3.7.4 Experimento 10: avaliagdo do efeito sinérgico do OECa com o inibidor da amido

hidrolase de acidos graxos

Com o objetivo de verificar o efeito do sinergismo entre um inibidor da enzima
FAAH e do OECa sobre a dor pos operatoria, os animais foram submetidos a CIP, 24 horas
apos foram pré-tratados com uma dose subefetiva de URB937 (0,1 mg/kg, i.p.) ou veiculo (10
mL/kg, i.p.), 1,5 horas apds receberam tratamento com OECa de 1 minuto, um tempo
subefetivo do OECa. A hiperalgesia mecanica foi avaliada em 0, 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 horas
apos o tratamento com o OECa.'** Neste experimento foram utilizados os seguintes grupos (n
= 8) (Figura 14): 1) CIP + Veiculo (10 mg/kg, i.p.); 2) CIP + Inalagdo OECa 1 minuto; 3) CIP
+ URB937 (0,1 mg/kg, i.p.) e 4) CIP + URB937 (0,1 mg/kg, i.p.) + Inalacio OECa 1 minuto.



47

4.3.7.5 Experimento 11: avaliagdo do efeito sinérgico do OECa com o inibidor da lipase

mono acil glicerol

Com o intuito de avaliar o efeito do sinergismo entre uma dose subefetiva de
inibidor da enzima MAGL e do OECa sobre a dor pés operatéria, os animais foram
submetidos a CIP e 24 horas apods foram pré-tratados com uma dose subefetiva de um inibidor
da enzima MAGL o JZL184 (1,6 mg/kg) ou veiculo (10 ml/kg, i.p.), 1,5 horas apds receberam
tratamento por via inalatéria com OECa por 1 minuto. A hiperalgesia mecanica foi avaliada

12 Neste experimento

em 0, 0,5, 1, 2, 3, 4,5, 6 e 7 horas ap6s o tratamento com o OECa.
foram utilizados os seguintes grupos (n = 8) (Figura 14): 1) CIP + Veiculo (10 mg/kg, i.p.);
2) CIP + Inalagao OECa 1 minuto; 3) CIP + JZL184 (1,6 mg/kg, i.p.) e 4) CIP + JZL.184 (1,6

mg/kg, i.p.) + Inalagdo OECa 1 minuto.

Figura 14 — Desenho experimental — efeito sinérgico
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Fonte: Elaborado pela autora (2014).
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4.3.8 Morte Indolor Assistida dos animais

Para realizar o método de Morte Indolor Assistida (MIA) apds os experimentos
foram obedecidas as disposi¢des da resolu¢ao nimero 1000 do Conselho Federal de Medicina
Veterinaria (CFMV) de 12 de maio de 2012, bem como da Instru¢do Normativa nimero 13 —
Diretrizes da Préatica de Eutanasia do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo
Animal (CONCEA) de 20 de setembro de 2013, sendo o procedimento realizado pelo Médico
Veterinario responsavel pelo Biotério Experimental do Laboratorio Sandro Melim Sgrott,
CRMV/ SC 03844, por sobredose anestésica (cloridrato de xilazina 30 mg/kg associado a
cloridrato de dextrocetamina 150mg/kg IM) seguida de aplicagdo de solugdo eutandsica

T61®, por via intraperitoneal.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da média (E.P.M.).
Apenas na analise do efeito diario (0 a 6 dias) da inalagdo com o OECa foi realizada analise
de variancia (ANOVA) de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni, para multiplas
comparagdes. Para os demais resultados foi utilizado a ANOVA de uma via, seguido pelo
teste de Student-Newman-Keuls. Em todas as anélises, valores de p menores que 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. Para o calculo estatistico, foi utilizado o

software GraphPad Prism 5.0.
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S RESULTADOS

5.1 EXPERIMENTO 1 — ANALISE DOS COMPONENTES VOLATEIS DO OLEO
ESSENCIAL Cedrus atlantica

A analise dos componentes do OECa foi obtida por meio da comparagdao dos
dados de espectros de massa obtidos por GC-MS, de indices de retengdo (IR) calculados e
dados da literatura.'* As substancias identificadas com a anélise estdo apresentadas na Tabela
1 e os dados espectrais na Figura 15. No total, foram identificados vinte e um elementos
constituintes (90,2%), sendo considerados doze hidrocarbonetos sesquiterpenos (83,6%) e
nove sesquiterpenos oxigenados (6,6%). Dentre os compostos encontrados, 0s
hidrocarbonetos sesquiterpenos a-himachaleno (16,6%), y-himachaleno (10,4%) e pB-
himachaleno (46,4%) s@o os compostos majoritarios, em que o componente -himachaleno ¢

o mais abundante e representa praticamente a metade da percentagem da composi¢ao de dleo.

Figura 15 — Perfil fitoquimico do 6leo essencial Cedrus atlantica.
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Fonte: Elaborado pela autora (2014).



Tabela 1. Composi¢ao quimica do 6leo essencial Cedrus atlantica

Componentes TR* (min) IR** COHC(G(;:)I‘aGflO
Iso-longifoleno (1) 18,826 1387 0,6
B-cubebeno (2) 18,944 1390 0,6
a-cedreno (3) 19,109 1409 0,5
a-himachaleno (4) 20,098 1447 16,6
y-Gurjuneno (5) 20,593 1470 0,5
y-himachaleno (6) 20,798 1480 10,4
ar-curcumeno (7) 20,860 1483 23
B-himachaleno (8) 21,442 1510 46,4
a-dehydro-ar-himachaleno (9) 21,615 1518 1,2
J-cadineno (10) 21,819 1527 23
y-dehydro-ar-himachaleno (11) 21,976 1532 1.4
a-calacoreno (12) 22,298 1548 0,8
6xido de himachaleno (13) 23,076 1582 0,6
Boxido de himachaleno (14) 23,602 1605 0,2
a-acorenol (15) 24,227 1631 0,8
himachalol (16) 24,757 1648 0,7
bulnesol (17) 25,055 1660 0,9
Z-y-atlantona (18) 25,660 1682 0,6
deodarona (19) 25,801 1687 1,5
E-y-atlantona (20) 25,927 1692 0,9
Z-a-atlantona (21) 26,155 1701 0,4
Total 90,2

*TR, tempo de reten¢ao

** IR, indice de retengao
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5.2 EFEITO ANTIHIPERALGESICO DA INALACAO DO OECA

5.2.1 Experimento 2 e 3: determinacio do tempo de inalacio e efeito da inalacio diaria

Os resultados apresentados na figura 16A demonstram que o tratamento dos
animais com Inalacdo Salina (200 pl) ou OECa por 1 minuto ndo apresentaram diferenca
estatistica em todos os tempos avaliados apoOs os tratamentos. A figura 16B mostra que os
animais que permaneceram inalando o OECa por 5 minutos (OECa 5 minutos) apresentaram
um efeito antihiperalgésico (p < 0,05) somente 30 minutos apds a inalagdo quando
comparado com o grupo controle (Inalagdo Salina). No entanto, nas Figuras 16C e 16D foi
possivel verificar que quando os animais inalaram por 30 (OECa 30 minutos) ou 60 minutos
(OECa 60 minutos), respectivamente, observou-se uma redu¢do (p < 0,05) da hiperalgesia
mecanica em até 2 horas apds o tratamento quando comparado com o grupo controle.

Na andlise do efeito da inalacdo diaria do OECa, verifica-se na figura 16F que o
protocolo de exposi¢do por 6 dias por 30 minutos didrios, diminuiu significativamente a
hiperalgesia mecanica, até o quinto dia, onde os animais ainda apresentavam dor. No sexto
dia o limiar dos animais voltaram a valores basais. Além disso, foi verificado que os animais
que ndo foram submetidos ao procedimento cirurgico mas inalaram o OE durante 6 dias

consecutivos ndo apresentaram altera¢des dos seus limiares sensoriais (figura 16E).
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Figura 16 — Efeito antihiperalgésico do OECa
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Fonte: Elaborado pela autora (2014).

Legenda: Avaliagdo do efeito de diferentes tempos de inalagdo do OECa na hiperalgesia mecanica (painéis A-
D). Efeito per se do OECa (painel E). Efeito da inalag@o diaria do OECa por 6 dias consecutivos (painel F).
Cada ponto representa a média dos valores obtidos de 8 animais e as linhas verticais indicam E.P.M. *p = 0,05
quando comparado com o grupo controle. #p = 0,05 quando comparado com a avaliagdo no tempo 0. A
diferenca estatisticamente significativa foi determinada pela ANOVA de duas vias seguido pelo teste de
Bonferroni. CIP: cirurgia de incisdo plantar. D: dia. 0: limiar sensorial basal.
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53 ENVOLVIMENTO DO SISTEMA CANABINOIDE NO  EFEITO
ANTIHIPERALGESICO DO OECA

5.3.1 Experimento 4 e 5 — Avaliacdo do envolvimento dos receptores canabinoides CB; e

CB; sistémicos

Os resultados apresentados nas figuras 17 demonstram que a pré administragao de
salina i.p. e a Inalacdo Salina ndo reduzem a hiperalgesia mecanica. Além disso, o pré-
tratamento dos animais com AM281 (painel A) ou AM630 (painel B) e Inalagdo Salina
também ndo alteraram os limiares nociceptivos dos animais. No entanto, a inala¢do por 30
minutos (OECa 30 minutos) produziu um pronunciado efeito antihiperalgésico (p < 0,05) no
qual foi prevenido pelos pré-tratamentos dos animais com AM281 (painel A) ou AM630
(painel B).

Figura 17 — Avaliacdo do envolvimento dos receptores canabindides sistémicos

A [1 Salina (10 ml/kg, i.p.) B [ salina (10 mlkg, i.p.)
- Il AM281 (0,5 mg/kg, i.p.) . I AM630 (3 mg/kg, i.p.)
£ 100- £ 100-
S L
g 80+ § 80
(7]
S 60- ®  60-
[} Q
o o
S 40+ S 40+
(%] (%]
= c
S 20- S 201
o o
e [}
s 0 r 0
Salina OECa Salina OECa
(200 ul) (200 ul) (200 w) (200 w)

Fonte: Elaborado pela autora (2014).

Legenda: Avaliagdo do envolvimento dos receptores CB; (painel A) e CB, (painel B) sistémicos no efeito
antihiperalgésico do OECa. 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 (Salina + Inala¢do Salina). #p =
0,05 quando comparado com o grupo que inalou o OE (Salina + OECa 30 minutos). A analise estatistica foi
realizada pela ANOVA de uma via seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls. AM281: antagonista de
receptores CB;. AM630: antagonista de receptores CB,. OECa: 6leo essencial Cedrus atlantica.
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5.3.2 Experimento 6 e 7 — Avaliacdo do envolvimento dos receptores canabinoides CB; e

CB; periféricos

Os resultados apresentados na Figura 18 demonstram que a pré administracao de
salina i.p. e a Inalagdo Salina ndo reduzem a hiperalgesia mecéanica. O pré-tratamento dos
animais com AM281 (painel A) ou AM630 (painel B) e Inalacdo Salina também nao
alteraram os limiares nociceptivos dos animais. No entanto, a inalagdo por 30 minutos (OECa
30 minutos) produziu um pronunciado efeito antihiperalgésico (p < 0,05), o qual ndo foi

prevenido pelos pré-tratamentos dos animais com AM281 (painel A) ou AM630 (painel B).

Figura 18 — Avaliacdo do envolvimento dos receptores canabindides periféricos

A [] salina (20 uli.pl.) B [ Salina (20 pli.pl.)
Bl AM281 (10 pglipl.) Bl AM630 (4 uglipl)
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Fonte: Elaborado pela autora (2014).

Legenda: Avaliagdo do envolvimento dos receptores CB; (painel A) e CB, (painel B) periféricos no efeito
antihiperalgésico do OECa. 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 (Salina + Inalagdo Salina). #p =
0,05 quando comparado com o grupo que inalou o OE (Salina + OECa 30 minutos). A analise estatistica foi
realizada pela ANOVA de uma via seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls. AM281: antagonista de
receptores CB;. AM630: antagonista de receptores CB,. OECa: 6leo essencial Cedrus atlantica.

5.3.3 Experimento 8 e 9 — Avaliacdo do envolvimento dos receptores canabinoides CB; e

CB; centrais (espinais)

Os resultados apresentados na Figura 19 demonstram que a pré administracao de
salina i.p. e a Inalacdo Salina ndo reduzem a hiperalgesia mecanica. Além disso, o pré-
tratamento dos animais com AM281 (painel A) ou AM630 (painel B) e Inalagdo Salina

também ndo alteraram os limiares nociceptivos dos animais. No entanto, a inala¢do por 30
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minutos (OECa 30 minutos) produziu um pronunciado efeito antihiperalgésico (p < 0,05) no

qual foi prevenido pelos pré-tratamentos dos animais com AM281 (painel A) ou AM630
(painel B).

Figura 19 — Avaliacdo do envolvimento dos receptores canabinodides espinais
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Fonte: Elaborado pela autora (2014).

Legenda: Avaliacdo do envolvimento dos receptores CB; (painel A) e CB, (painel B) espinais no efeito
antihiperalgésico do OECa. 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 (Salina + Inalagdo Salina). #p =
0,05 quando comparado com o grupo que inalou o OE (Salina + OECa 30 minutos). A analise estatistica foi
realizada pela ANOVA de uma via seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls. AM281: antagonista de
receptores CB;. AM630: antagonista de receptores CB,. OECa: 6leo essencial Cedrus atlantica.

5.4 SINERGISMO DO EFEITO DA INALACAO DO OECA COM INIBIDORES DA
DEGRADACAO DE ENDOCANABINOIDES

5.4.1 Experimento 10 — Avalia¢do do efeito sinérgico do OECa com o inibidor da FAAH

Para verificar se existe sinergismo entre o efeito da inalacdo do OECa e o efeito
de inibidor das enzimas de degradacdo de endocanabindides, foi realizada a administragdo de
uma dose subefetiva de um inibidor seguida pela inalagdo do OECa por um tempo que
apresenta um efeito subefetivo (1 minuto).

Na Figura 20 (painel A) é possivel observar que o pré-tratamento com uma dose
subefetiva do inibidor URB937 (0,1 mg/kg, i.p.) ndo apresentou efeito antihiperalgésico
quando comparado com o grupo controle (CIP + Veiculo [10 ml/kg, i.p.]). O OECa quando

inalado por 1 minuto (CIP + Inalacio OECa 1 minuto) também ndo apresentou alteragdo do
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limiar hiperalgésico dos animais quando comparado ao grupo controle. No entanto, quando os
animais receberam o pré-tratamento com URB937 (0,1 mg/kg, i.p.) e apds 1,5 horas inalaram
OECa por 1 minutos (CIP + URB937 [0,1 mg/kg, i.p.] + Inalagio OECa 1 minuto)
apresentaram um efeito antihiperalgésico de até 7 horas apos inalagdo. Estes resultados

mostram que existe um sinergismo entre os tratamentos realizados.

5.4.2 Experimento 11 — Avaliacio do efeito sinérgico do OECa com o inibidor da MAGL

Para avaliar se existe sinergismo entre o efeito da inalagdo do OECa e o efeito de
inibidor das enzimas de degradacdo de endocanabinodides, foi utilizado a unido dos seguintes
tratamentos: a administragdo de uma dose subefetiva de um inibidor seguida pela inalagdo do
OECa por um tempo que apresenta um efeito subefetivo (1 minuto).

Na Figura 20 (painel B) ¢ possivel observar que o pré-tratamento com uma dose
subefetiva do inibidor JZL184 (1,6 mg/kg,i.p.) ndo apresentou efeito antihiperalgésico quando
comparado com o grupo controle (CIP + Veiculo [10 ml/kg, i.p.]). O OECa quando inalado
por 1 minuto (CIP + Inalagdo OECa 1 minuto) também ndo apresentou alteracdo do limiar
hiperalgésico dos animais quando comparado ao grupo controle. No entanto, quando os
animais receberam o pré-tratamento com JZL184 (1,6 mg/kg,i.p.) e apds 1,5 horas inalaram
OECa por 1 minutos (CIP + JZL184 [1,6 mg/kg,i.p.] + Inalagdo OECa 1’) apresentaram um
efeito antihiperalgésico de até 6 horas apds inalagdo. Estes resultados mostram que existe um

sinergismo entre os tratamentos realizados.
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Figura 20 — Sinergismo do efeito da inalacdo do OECa com inibidores da degradagdo de

endocanabinodides
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Fonte: Elaborado pela autora (2014).

Legenda: Avaliacdo do envolvimento sinergismo do efeito da inalagdo do OECa com inibidores da degradagdo
de endocanabindides. Cada ponto 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 (CIP + Veiculo [10 ml/kg, i.p.]). #p = 0,05
quando comparado com o grupo que inalou o OE (CIP + Inalagdo OECa 1 minuto). A analise estatistica foi
realizada pela ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni. CIP: cirurgia de incisdo plantar. 0: limiar
basal de retirada da pata. h: horas apds o tratamento. FAAH: amido hidrolase de acidos graxos. MAGL: lipase
mono acil glycerol. URB937: inibidor da enzima FAAH. JZL184: inibidor da enzima MAGL. OECa: d6leo

essencial Cedrus atlantica.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo demonstrou-se que a inalagdo do OECa produz efeito
antihiperalgésico em um modelo pré-clinico de dor pods-operatoria. No qual, foi também
verificado pelo nosso grupo, que este efeito ¢ mediado pela ativagdo do sistema descendente
inibitorio da dor, envolvendo os sistemas opioidérgico, serotoninérgico e noradrenérgico.'’
Aqui, demonstrou-se que este efeito ¢ também dependente da ativagdo do sistema
endocanabindide. O envolvimento do sistema endocanabindide ¢ suportado neste estudo
pelas seguintes evidéncias: 1) as administragdes sistémica e central (espinal) dos antagonistas
para os receptores canabindides preveniram o efeito antihiperalgésico do OECa; e ii) o pré-
tratamentos dos animais com dose sub-efetiva dos inibidores da degradagdo de
endocanabinoides induziu um efeito duradouro do OECa, por um tempo de inalagdo que
antes ndo produzia efeito antihiperalgésico.

O controle da dor envolve ativagdo ou inibi¢do de uma série de complexos
sistemas enddgenos que culminam principalmente em inibir a atividades de fibras
ascendentes nociceptivas.” Tem sido demonstrado, que varios sistemas participam desta
regulacdo, destacando os sistemas opioidérgico, serotoninérgico, noradrenérgico e mais
recentemente o sistema endocanabinoide.’®! Dentro do SNC, existem sistemas descendentes
que participam da modula¢do enddgena da percep¢do da dor. De interesse particular, estes
sistemas (vias) projetam-se para a SCP e para o BVMR que consequentemente inibe a
neurotrasmissio nociceptiva no corno posterior da medula espinal.'*?

Estudos prévios tem mostrado, que a ativagdo de vias descendentes inibitérias
resultam em analgesia apos cirurgias. Em estudos pré-clinicos, utilizando o modelo de
incisdo plantar em ratos, foi observado que a atividade tonica do sistema descendente
noradrenérgico, estd aparentemente mais ativa no periodo pos operatorio.”® Corroborando
com esses achados, foi demonstrado que ratos submetidos a incisdo plantar, apresentam
hiperalgesia mais intensa quando submetidos a lesdo ou bloqueio neural do nucleo pré tectal
anterior, uma estrutura do mesencéfalo, envolvida nas vias descendentes que age no controle

1.B*1% Finalmente, tem sido

das entradas nociceptivas no corno posterior da medula espina
extensamente mostrado que estes centros modulatérios da dor no tronco encefélico, podem
reduzir a dor (hiperalgesia) por intermédio de fibras de proje¢des serotoninérgicas e
, . . . ~ , . 14
noradrenérgicas que agem por meio da ativagdo de seus receptores a nivel espinal.
. ) . 130
Neste sentido, estudos prévios do nosso grupo de pesquisa, ~ demonstrou que o

efeito antihiperalgésico do OECa, no modelo pré-clinico de dor pds-operatéria ¢ mediado
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pelos sistemas serotoninérgico e noradrenérgico. Esta afirmacdo estd baseada no fato que o
pré-tratamento dos animais com p-clorofenilalanina (PCPA) — um inibidor da sintese de
serotonina ou com Alfa-metilparatirosina (AMPT) — inibidor da sintese de noradrenalina,
preveniram o tratamento antihiperalgésico da inalacdo do OECa. Assim estes, dados sugerem
que a inalacdo do OECa ¢ capaz de ativar vias descendentes serotonérgica e noradrenérgica
inibitorias da dor, vias estas, consideradas principais na modulagio descendente da dor.'*"
Por outro lado, tem sido constatado que os principais endocanabindides como a
AEA e o 2-AG, produzem potente efeito antihiperalgésico em modelos pré-clinicos de dor,
incluindo dores agudas, inflamatdrias e neuropéticas.****'*” O mesmo efeito também foi

138 A s
Recentes evidéncias

observado em estudos em humanos saudaveis e pacientes com dores.
apontam para uma intera¢do entre os sistemas endocanabindide, serotoninérgico e
noradrenérgico no controle descendente inibitorio da dor."

No presente estudo, foi constatado o envolvimento do sistema endocanabindide
no controle da dor pos-operatdria induzido pela inalagdo do OECa. Esta afirmacdo se dé pelo
fato que inicialmente a administragdo sist€émica dos antagonistas para os receptores CB; e
CB,, AM281 ou AM630 respectivamente, preveniram o efeito antihiperalgésico do OECa.
Outro interessante achado do presente estudo foi que quando os animais receberam pré-
tratamento pela via intratecal com os antagonistas dos receptores CB; e CB,, o efeito
antihiperalgésico produzido pelo OECa foi prevenido. Com isso, confirma-se o envolvimento
dos receptores canabindides sist€émicos e especificamente o0s espinais no efeito
antihiperalgésico causado pelo OECa no controle da dor pos-operatdria. No entanto, o pré-
tratamento deste animais por meio da administragcdo periférica desses mesmos antagonistas,
ndo preveniu o efeito do OECa, desse modo, exclui-se o envolvimento dos receptores
periféricos no efeito causado pelo 6leo essencial.

Esses resultados também sdo suportados por evidéncias na literatura que
demonstram a expressao de receptores canabinoides principalmente em estruturas do SNC
(medula espinal, incluindo nucleos do tronco encefalico) envolvidas na modulagao da dor. Os
efeitos analgésicos produzido pelos canabinoides, podem ocorrer principalmente por meio da
ativagdo de receptores CB; no cérebro, medula espinal, mas também em alguns sitios
periféricos.” %

Estudos tem lancado a hipotese de que a analgesia endocanabindide ¢ mediada
indiretamente por meio de receptores canabindide CB; que inibem interneurénios

GABA¢érgicos nas terminagdes nervosas que modulam a atividade dos neurdnios

glutamatérgicos na SCP e no BVMR. Isso faz, com que haja uma liberagdo tonica de
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neurotransmissores glutamatérgicos que consequentemente ativa o circuito descendente SCP-
BVMR-corno posterior da medula espinal. Assim entende-se que a desinibicio GABAérgica
mediada por canabinéides, inibe a transmissdo nociceptiva ao nivel da medular.'*?

Os endocanabinoides AEA e 2-AG, sdo considerados agonista dos receptores CB,

139,140 .
1.7 Neste sentido

e CB,, no entanto, a AEA ¢ agonista parcial e 2-AG, agonista tota
inibidores da degradagdo tais como o inibidor da enzima FAAH que degrada a AEA e da
MAGL que degrada o 2-AG, sdo potenciais terapéuticos comprovados em modelos pré-

43,125 : ’ . . ~
> Nesse sentido, no presente estudo ap6s a identificagdo do

clinicos de dor pds-operatoria.
possivel envolvimento dos receptores canabindides CB; e CB; sistémicos e centrais no efeito
antihiperalgésico do OECa, os esfor¢os se direcionaram em analisar o possivel efeito do
OECa sobre estas enzimas de degradacdo. Para tal objetivo foi verificado se existe
sinergismo entre a inalacdo do OECa com inibidores da degradagdo de endocanabindides.
Observou-se que a administracdo de uma dose sub-efetiva dos inibidores da degradacao de
endocanabinoides induziu um efeito duradouro do OECa por um tempo de inalagdo que antes
ndo produzia efeito antihiperalgésico. Assim sugere-se, que uma das maneiras pelas quais o
OECa produz seu efeito por ativar receptores canabinodides, seja inibir a atividade dessas
enzimas de degradacdo. Consequentemente, este fendmeno favoreca a permanéncia destes
endocanabinoides por mais tempo na fenda sinaptica e promova ativagao dos receptores CB;
€ CB2.

As plantas medicinais e seus metabolitos secundarios disponibilizam uma diversa
fonte de compostos considerados alvo para produtos terapéuticos e desenvolvimento de

141,142 . . L.
" Dentre os metabolitos, os 0leos essenciais sao uma classe

medicamentos analgésicos.
importante e apresentam efeitos farmacologicos que podem ser explicados devido a
diversidade da composi¢do quimica estrutural em sua composi¢do. Pertencem a diferentes
classes quimicas e dentre elas destaca-se os terpenos.'* Os monoterpenos e sesquiterpenos,
estio presentes em 90% dos 6leos essenciais™ e geralmente sdo responsaveis pelo efeito
analgésico.'*'*

Nesse sentido, foi pertinente no presente estudo verificar o perfil fitoquimico do
OECa. Com os dados obtidos a partir da analise GC-MS, foram encontrados hidrocarbonetos
sesquiterpenos oa-himachaleno (16,6%), y-himachaleno (10,4%) e B-himachaleno (46,4%)
como compostos majoritarios, em que o componente B-himachaleno ¢ o mais abundante e
representa praticamente a metade da percentagem da composi¢do de 6leo. Esses dados estdo

de acordo com os resultados encontrados na literatura, que descrevem a composi¢do quimica

do OECa identificando como compostos majoritarios a-himachaleno (7,4 - 16,4%), v-
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himachaleno (5,1 - 8,6%), p-himachaleno (23,4 - 40,4%) e (E)-o- atlantona (5,2 -
29,59).120:14675.147
Na literatura, a aromaterapia ¢ extensamente estudada para o tratamento da dor,

6,148,149 , . 91,150,151,152 y ..
76.148.149 - omo em estudos clinicos.” %1152 Og ¢leos essenciais

tanto em estudos pré-clinicos
sdo substancias muito complexas, podem conter entre 20 a 60 componentes distintos em
diferentes concentragdes. Geralmente sdo caracterizados por apenas dois ou trés componentes
principais presentes em concentragdes elevadas (20-70%) em comparagdo com os outros
componentes presentes em quantidades menores. Acredita-se que os efeitos produzidos pelos
6leos essenciais sdo devido a sinergia e interagdo de todas as moléculas.*

Na literatura estd bem estabelecido que a percepc¢ao de dor pode ser alterada por

1'% Neste sentido, como a utilizagio de odores agradaveis ou

um componente emociona
desagradaveis podem modular o estado emocional, consequentemente podem alteram também
a percepcdo da dor. Assim neste contexto, a aromaterapia pode induzir efeito analgésico
indireto.”*'>> A aromaterapia ¢ indicada como um dos possiveis métodos de redugdo da dor
peri-operatoria.'”>® Um ensaio clinico randomizado realizado com pacientes pediatricos,
avaliou o efeito do dleo essencial de lavanda na dor pds-operatoria, os autores observaram
que nos pacientes que inalaram o 6leo essencial a quantidade de analgésicos solicitados no
periodo pos operatério foi menor do que nos controles.'”’ Pelo fato da aromaterapia ser uma
forma de terapia geralmente segura, ndo invasiva e ndo apresentar efeitos colaterais, torna-se
uma ferramenta interessante no tratamento da dor.

No presente estudou-se os efeitos antihiperalgésico do OECa. Um aspecto
interessante dos efeitos dos 6leos essenciais € a via pela qual eles exercem seus efeitos sobre
um sistema biologico. A via inalatoria tem sido recentemente estudada como uma nova e
potente abordagem de medicamentos analgésicos.''” Pelo fato da fossa nasal possuir
neurdnios (olfativos) os quais fazem conexdes diretas com estruturas importantes (centrais)
no controle das emogdes e dor,**'"* faz da via inalatoria um alvo importante no tratamento da
dor. Tem sido postulado que as moléculas odorificas exaladas pelos 6leos essenciais sdo
transformados em sinais quimicos e ativam os neuronios olfativos, que conduzem as
informagdes ao SNC.'” A informagio ¢ transmitida por meio de neurdnios de primeira ordem
para o bulbo olfativo que, por sua vez, projeta as informagdes para regides como o tdlamo e
cortex, e possivelmente, para outras regides do sistema limbico, interagindo com essas
estruturas produzindo respostas fisiologicas.'”’

No entanto, o efeito observado pela inalacdo ndo deve somente a estimulagdo de

neurdnios olfativos conectados com estruturas do SNC, pode ser também pelo fato que apos a
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inalacdo, as moléculas podem ser transportadas a partir do epitélio olfativo chegam as
membranas pulmonares e por meio dos capilares pulmonares atingem a circulagdo sanguinea
sistémica, produzindo assim, um efeito sistémico, que podem exercer efeitos tanto periféricos
como centrais.'>

Um estudo demonstrou que a administracdo de morfina por meio da via inalatoria
apresentou efeito analgésico eficiente em pacientes em pos-operatorio.'’” Este efeito pode ser
explicado devido as moléculas ao serem inaladas sdo absorvidas rapidamente devido a grande
area de superficie e elevada permeabilidade da membrana alveolar. Considerando assim, que
esta via de administracdo de medicamentos ¢ uma forma de tratamento simples, rapida, ndo
invasiva, segura e eficaz no alivio da dor.'®”'" A via inalatéria ¢ a forma de administragio
mais indicada para a utilizacdo dos dleos essenciais. E uma das explicagdes para o mecanismo
neurobioldgico que envolve esta via, pode ser baseado na absor¢do de moléculas volateis
através da mucosa nasal.'”

Com base no exposto acima, ainda continua a questdo acerca de como o OECa
induz seus efeitos. Pode-se sugerir que os efeitos do OECa podem ser mediados pela ativacao
de neurdnios olfativos que consequentemente ativam regides especificas no encéfalo
responsaveis pela modulagdo da dor. Assim, futuros estudos sdo necessarios para estabelecer
a predominancia dos efeitos dos dleos essenciais, seja por via direta sobre o SNC por meio do

bulbo olfativo ou via sistémica por meio das membranas pulmonares.
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7 CONCLUSAO

Com a avaliagdo dos resultados obtidos no presente estudo, conclui-se que:

- Hidrocarbonetos sesquiterpenos B-himachaleno (46,4%), a-himachaleno (16,6%) e y-
himachaleno (10,4%) sdo os compostos majoritarios presentes no OECa utilizado no
presente estudo;

- A inalagdo do OECa por 30 minutos foi o tempo de inalagdo que produziu maior
duracdo do efeito antihiperalgésico;

- A hipotese inicial de que o sistema endocanabinoide (receptores canabindides CB; e
CB; sistémicos e espinais) estd envolvido no efeito antihiperalgésico do OECa foi
corroborada;

- O efeito sinérgico observado entre o OECa e os inibidores da degradagdo de
endocanabinodides, confirmam o envolvimento da participagdo do sistema
endocanabinoide no efeito antihiperalgésico do OECa.

Dessa forma, os resultados apresentados nesta dissertacdo demonstram, que o
OECa apresenta grande potencial terapéutico no tratamento da dor, sugerindo nova aplicacdo
terapéutica para o OECa. Esta afirmacao se justifica pelo evidente efeito do OECa em reduzir
a dor e principalmente pela demonstracdo do mecanismo neurobiologico que medeia este
efeito. Assim, a partir desse estudo pré-clinico sugere-se que sejam realizados estudos clinicos
a fim de corroborar os presentes resultados e principalmente estabelecer uma nova abordagem

no tratamento da dor para a sociedade.
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