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RESUMO

Introdugédo: Produtos naturais tém sido alvo para o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas para o tratamento de doencgas inflamatérias. Em especial o
oleo essencial Pogostemon cablin (OEPc), rico em sesquiterpenos, tradicionalmente
tem sido demostrado produzir efeito anti-inflamatério. No entanto, o mecanismo de
acao envolvido no efeito anti-inflamatério da inalagdo do OEPc, ainda nao foi
investigado. Objetivo: Avaliar o efeito anti-hiperalgésico, anti-inflamatorio e pro-
resolutivo da inalacdo do OEPc em modelos pré-clinicos de inflamagao e analisar a
via AnxA1/FPR2/opioides. Métodos: Inicialmente foi caracterizado o perfil fitoquimico
do OEPc por meio de analise cromatografica (GC-MS). Nos experimentos
comportamentais foram utilizados camundongos Swiss fémeas. Os animais foram
submetidos a injeg&o intraplantar (i.pl.) com adjuvante completo de Freund (CFA). A
hiperalgesia mecéanica foi avaliada pelo teste de von Frey e a espessura da pata
avaliada pelo micrdmetro. Os animais foram tratados com OEPc por até 5 dias. A
avaliacdo do mecanismo anti-hiperalgésico foi realizada por meio da analise do
envolvimento dos receptores receptor 2 para peptideos formilados (FPR2) e opioides.
Administragdes subcutanea (s.c.), i.pl. e intratecal (i.t.) do antagonista para o FPR2 ou
de naloxona foram realizadas no primeiro e quinto dia apds CFA. Citocinas pré e anti-
inflamatorias foram analisadas. Animais nocautes (AnxA17/) foram avaliados a
hiperalgesia mecéanica e a espessura da pata. Na inflamagéo pleural induzida por
carragenina, foram analisadas citocinas, contagem de leucdcito total e diferencial.
Anosmia foi induzida pela injec&o intranasal de zicam, os animais foram avaliados no
teste de discriminagao olfatoria, hiperalgesia mecanica, atividade locomotora e teste
de suspensao da cauda. Resultados: Foram identificados como compostos quimicos
presentes no OEPc: o patchoulol, a-bulneseno, a-guaieno, a-copaeno, B-patchouleno,
B-elemeno, cicloseicheleno, trans-B-cariofileno, seicheleno, a-patchouleno, y-
patchouleno, guai-4,11-dieno e pogostol. A inalagdo do OEPc reduziu a hiperalgesia
mecanica, mas ndo edema. Nao apresentou efeitos sobre as concentracbes de
citocinas pro- e anti-inflamatorias. Os FPR2 (sistémicos e espinais) e opioides
(sistémicos, periféricos e espinais), assim como, a participagdo da AnxA1, participam
do efeito anti-hiperalgésico da inalacdo do OEPc. No modelo de pleurisia, o tratamento

induziu reducado de infiltrados celulares e citocinas inflamatorias. A ativagcédo da via



olfatéria ndo € necessaria para o efeito anti-hiperalgésico da inalagdo do OEPc.
Concluséo: O presente estudo mostrou que a inalagédo do OEPc foi efetiva em reduzir
a hiperalgesia mecanica no modelo de inflamac&o persistente, no qual a via
AnxA1/FPR2/opioides esta envolvida, porém nio reduziu edema e nao apresentou
efeitos sobre as concentragcdes de citocinas pro- e anti-inflamatérias. Além disso, foi
demonstrado que ativagdo da via olfatéria ndo é necessaria para o efeito anti-
hiperalgésico causado pela inalagdo do OEPc. No modelo de pleurisia a inalagdo do

OEPc, apresentou efeito anti-inflamatario.

Descritores: Inflamagao crénica, Mediadores pré-resolutivos, Praticas Integrativas e

complementares, Aromaterapia, Oleo essencial de patchouli



ABSTRACT

Introduction: Natural products have been targeted for the development of novel
therapeutic strategies for the treatment of inflammatory diseases. In particular the
Pogostemon cablin essential oil (PcEO), rich in sesquiterpenes, has traditionally been
shown to produce anti-inflammatory effect. However, the mechanism of action involved
in the anti-inflammatory effect of inhaled PcEO, has not yet been investigated.
Objective: To evaluate the antihyperalgesic, antiinflammatory and pro-resolution effect
of PcEO inhalation in preclinical models of inflammation and to analyze the
AnxA1/FPR2/opioid pathway. Methods: Initially the phytochemical profile of PCEO was
characterized by chromatographic analysis. In the behavioral experiments were used
female Swiss mice. The animals underwent intraplantar (i.pl.) injection with complete
Freund's adjuvant (CFA). The mechanical hyperalgesia was evaluated by the von Frey
test and the paw thickness evaluated by the micrometer. The animals were treated
with PcEO for up to 5 days. The evaluation of the antihyperalgesic mechanism was
performed by analyzing the involvement of formyl-peptide receptor (FPR2) and
opioids. Subcutaneous administration (s.c.), i.pl. and intrathecally (i.t.) of the antagonist
for the FPR2 receptor or naloxone were performed on the first and fifth day after CFA.
Pro- and anti-inflammatory cytokines were analyzed. Animals knockout (AnxA1 /)
were assessed for mechanical hyperalgesia and paw thickness. In pleural
inflammation induced by carrageenan, cytokines were analyzed, total and differential
leukocyte count. Anosmia was induced by the intranasal injection of zicam, the animals
were evaluated in the olfactory discrimination test, mechanical hyperalgesia, locomotor
activity and tail suspension test. Results: The chemical compounds present in the
PcEO were identified as patchoulol, a-bulnesene, a-guaiene, a-copaene, -
patchoulene, [(-elemene, cycloseichelene, trans-B-caryophyllene, seichhelene, a-
patchoulene, guai-4,11-diene and pogostol. The inhalation of PcEO reduced
mechanical hyperalgesia, but not edema. It had no effect on pro-and anti-inflammatory
cytokine concentrations. FPR2 receptors (systemic and spinal) and opioids (systemic,
peripheral and spinal), as well as the participation of AnxA1, participate in the
antihyperalgesic effect of the inhaled PcEO. In the pleurisy model, there was reduction
of cellular infiltrates and inflammatory cytokines. Olfactory pathway activation is not
necessary for the antihyperalgesic effect of PCEO inhalation. Conclusion: The present



study showed that inhalation of PcEO was effective in reducing mechanical
hyperalgesia in the persistent inflammation model, in which the AnxA1/FPR2/opioid
pathway is involved, but did not reduce edema and had no effect on pro-and anti-
inflammatory cytokine concentrations. In addition, it has been demonstrated that
olfactory pathway activation is not required for the antihyperalgesic effect. In the model

of pleurisy, the inhaled PCEO showed an anti-inflammatory effect.

Keywords: Chronic Inflammation, Pro-resolutin Mediators, Integrative and
Complementary Practices, Aromatherapy, Patchouli Essential Oll
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1. INTRODUCAO

A inflamagdo é um processo fisiologico, que envolve a participagdo de uma
complexa cascata biolégica de sinais moleculares e celulares. Inicialmente € um
mecanismo benéfico e protetor, no entanto, quando nao controlada ou n&o-resolvida
pode levar a lesdes teciduais severas, podendo gerar doengas inflamatorias crénicas.
Sua fungédo € manter a homeostase tecidual, promover a cicatrizagéo e regeneragéo
do tecido, evitando potencial dano'?2.

De um modo geral, o processo inflamatorio € caracterizado por duas fases
distintas: a (i) fase precoce, caracterizada pela liberagdo de mediadores pro-
inflamatdrios sobre as células endoteliais, os quais sdo responsaveis pelo aumento
da permeabilidade vascular e vasodilatagdo, faciltando o recrutamento de
polimorfonucleares (PMN), especialmente neutrofilos, seguido de macrofagos. No
foco inflamatorio, os neutréfilos agem como a primeira linha de defesa e
desempenham fungdes fagociticas e microbicidas, removendo o agente agressor.
ApoOs interagcdo entre mediadores pré e anti-inflamatorios, neutrdfilos entram em
apoptose, sinalizando para mondcitos/macréfagos finalizar o processo inflamatorio.
Esse conjunto de eventos, juntamente com a produgdo de mediadores resolutivos,
leva a resolucéo da inflamagéo e restauragéo do tecido inflamado. No entanto, a (ii)
fase crénica se deve ao estimulo inflamatorio persistente, ou a uma falha no processo
resolutivo, onde ocorre um desequilibrio entre mediadores, levando a um acumulo
excessivo de neutrdéfilos e subsequente falha na remogao por meio da eferocitose por
macrofagos’-34.

O processo inflamatério nao resolvido muitas vezes, leva a perda de fungéo do
tecido, por deposigcéo de colageno e cicatrizagao, tornando-se um estimulo prejudicial
e contribuindo para a patofisiologia de muitas doencas inflamatdrias cronicas®, além
disso, o aumento da concentracdo de mediadores, contribuem para a estimulacao de
neurdnios aferentes primarios, aumentando sua sensibilizagado e contribuindo para o
estimulo nociceptivo® ou seja contribuem para dor crénica.

A partir da lesao tecidual, o estimulo nociceptivo é transmitido por fibras do tipo
Ad e do tipo C até o corno posterior da medula espinal, onde ocorre a liberagao de
neurotransmissores, 0s quais sao capazes de modular a resposta nociceptiva. Em

seguida, a resposta nociceptiva € enviada por vias ascendentes para o talamo e
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centros superiores até o cortex somatossensorial, onde ocorre a percepgdo da dor’.
A nocicepgcado € um processo bidirecional de vias neuronais ascendentes e
descendentes, e pode ser modificada por sistemas endogenos inibidores da dor, como
as vias serotoninérgicas, noradrenérgicas e opioidérgicas®'?. Uma importante via
conhecida na modulagéo da dor, € a via opioidérgica. Os peptideos opioides regulam
a transmissao nociceptiva por meio de acgdes inibitérias, aumentando a entrada de
canais de Ca®" e saida K* nos terminais sensoriais, diminuindo a excitabilidade
neuronal'-13,

Além disso, a Anexina A1 (AnxA1), considerado um mediador anti-inflamatorio
e pro-resolutivo, desempenha um importante papel na modulagéo da dor inflamatéria.
Por meio da ativagdo do receptor 2 para peptideos formilados (FPR2) produz uma
atenuacado substancial da resposta nociceptiva a diferentes estimulos nocivos'* 1.
Nesse contexto, ha evidéncias de que a ativacdo do FPR2 pela AnxA1 pode promover
a liberacdo de peptideos opioides pelas células imunes. Neutrofilos, durante a fase
precoce da inflamagéo, e mondcitos/macrofagos na fase mais tardia, migram para o
tecido inflamado transportando peptideos opioides'. Sendo assim, a liberagdo de
opioides por neutréfilos, pela ativagdo da AnxA1 por meio da ativacdo do seu FPR2,
pode ser um importante mecanismo do papel antinociceptivo da AnxA1.

As doengas inflamatodrias associadas a dor crénica, resultam em condigbes
debilitantes. Elas apresentam grande impacto socioeconémico, gerando altos custos
com tratamentos de saude, além de influenciar diretamente sobre a qualidade de vida
da populagdo. As doencas inflamatérias cronicas estdo entre as doencas mais
comuns, sua prevaléncia aumenta com o envelhecimento e estdo associadas a
diversas comorbidades, causando limitagbes de atividades basicas da vida diaria'’-"°.

O tratamento convencional das doengas inflamatérias é baseado na utilizagao
de farmacos anti-inflamatérios n&o-esteroides (AINE’s), esteroides e anti-
histaminicos. No entanto a utilizagdo desses medicamentos é muitas vezes, limitada
devido aos efeitos colaterais que podem causar?°. Neste cenario, surge uma urgente
necessidade de pesquisas que busquem novos mecanismos (alvos) para o tratamento
de condic¢bes inflamatodrias. Nesse sentido, produtos naturais podem ser uma forma
mais segura e eficaz, uma vez que apresentam baixa toxicidade e poucos efeitos
colaterais. Sendo assim, sdo fundamentais novas propostas terapéuticas adjuvantes,
gue promovam nao apenas efeitos anti-inflamatérios, mas também pro-resolutivos no

controle dos sinais e sintomas da inflamagao.
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Produtos naturais fornecem uma fonte imensa de matérias-primas para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para o tratamento de doencgas
inflamatdrias. Neste contexto, a aromaterapia, descrita como sendo uma pratica
terapéutica secular, consiste no uso de concentrados volateis extraidos de vegetais,
definidos como Oleos essenciais. A aromaterapia esta inserida na Politica Nacional de
Praticas Integrativas e Complementares (PNPICS)?!, e também ¢ foco de inUmeras
pesquisas cientificas, as quais comprovam acentuado efeito desta pratica em
diferentes desordens fisioldgicas e emocionais??-?4. A aromaterapia faz o uso de 6leos
essenciais (OEs), descritos como misturas complexas de compostos volateis,
produzidos por plantas aromaticas. Sdo compostos principalmente de monoterpenos
e sesquiterpenos, os quais incluem em suas atividades biolégicas agao sobre o
sistema nervoso central (SNC), além de potente efeito anti-inflamatorio?>.

Neste contexto, para estudo nesta tese, foi utilizado o 6leo essencial de
Pogostemon cablin (OEPc), obtido por destilagdo a vapor de uma planta aromatica,
popularmente conhecida como Patchouli. Quimicamente, o OEPc & composto
principalmente por sesquiterpenos como o a e 3-patchuleno, B-cariofileno, a-guaieno
e alcoois sesquiterpénicos como o patchulol e pogostol. Tradicionalmente, o patchouli
¢ utilizado para o tratamento de processos inflamatérios?6-28,

A hipétese de que o OEPc poderia produzir efeitos anti-hiperalgésicos, anti-
inflamatorios e pro-resolutivos da inflamagéo, surgiu da observagao dos resultados de
estudos que tém demonstrado que o tratamento com o OEPc, ou com seus compostos
majoritarios, apresentam: (i) acdo anti-hiperalgésica, em modelos de formalina e
contorgao abdominal por acido acético e envolvimento de receptores opioides neste
efeito?%-31; (ii) agdo anti-inflamatéria por reduzir edema de orelha e de pata, induzidos
por xileno e carragenina, respectivamente; diminuindo permeabilidade vascular;
inibindo vias de mediadores pro-inflamatorios, como citocinas: fator de necrose
tumoral-alfa (TNF-a), interleucina 1-Beta (IL-18), interleucina 6 (IL-6), cicloxigenase
tipo 2 (COX-2), prostaglandina E2 (PGE2), fator nuclear kappa B (NF-kB), interferon
1beta (IFN-y), oxido nitrico (NO), 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS); reduzindo
niveis de enzimas oxidantes e aumentando atividade de enzimas antioxidantes3?-34;
além disso, apresenta caracteristicas na (iii) resolu¢cdo da inflamagao, por aumentar a
atividade fagocitica de PMN, inibindo o recrutamento e quimiotaxia de neutrofilos,

reduz ades&o e rolamento de leucdcitos na microcirculagido3%37. Sendo assim, os
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resultados destes estudos, trazem suporte para que o OEPc possa ser considerado
um agente anti-hiperalgeésico, anti-inflamatdrio e pro-resolutivo.

No entanto, a via oral foi via de administracdo utilizada nos estudos
anteriormente citados. Assim, no presente estudo, questionou-se a efetividade da via
inalatoria nos efeitos (anti-inflamataorio, anti-hiperalgésico e pro-resolutivo) do OEPCc.
Nesse sentido, foram investigados os efeitos da administracdo do OEPc pela via
inalatoria/respiratéria. Considerada uma importante via de administracdo de agentes
terapéuticos com alvo diretamente no SNC?8, além disso, a via inalatéria, é a principal
via utilizada e difundida no meio clinico para a utilizacdo dos OEs.

Na cavidade nasal, ao inalar as moléculas volateis presentes nos OEs, estas
sao rapidamente absorvidas por meio da mucosa, devido a alta vascularizagdo venosa
e linfatica, além disso, parte dessas moléculas, rapidamente s&o absorvidas pelos
pulmdes e distribuidas sistemicamente para a corrente sanguinea. Fazendo com que
a via inalatéria seja um alvo importante para a distribuicdo de agentes terapéuticos,
tanto para tratamento de patologias do SNC como de origem sistémica.

Além disso, a inalacdo dos OEs pode levar a ativagao da via olfatoria, onde os
OEs podem interagir com neurdnios olfatorios que possuem projegdes de fibras para
o bulbo olfatério e entdo a informacéo é distribuida por vias aferentes as estruturas
encefalicas distintas, como nucleos no tronco encefalico envolvidos no processamento
e modulagéo da dor3%-42,

O crescente interesse dos OEs em diferentes areas das ciéncias fisicas,
naturais e da saude impulsionou varias pesquisas a fim de compreender as
propriedades e seus efeitos. Portanto, na busca de um novo agente analgésico e anti-
inflamatorio seguro e eficaz, neste trabalho o OEPc foi avaliado em diferentes modelos
animais de inflamacgao, com a hipétese de que o efeito da inalagdo do OEPc ou de
algum de seus componentes, possa ativar vias resolutivas da inflamacgéo, pela
liberacdo de AnxA1 e assim ativar o FPR2, estimulando a liberagdo de peptideos
opioides, os quais contribuem para o efeito anti-hiperalgésico, anti-inflamatério e pro-
resolutivo do OEPc. Neste sentido, a partir da inalacdo do OEPc, é possivel estimular
vias capazes de produzir um efeito anti-hiperalgésicos, anti-inflamatorios e pro-
resolutivos em modelos inflamacédo persistente? Sendo a via inalatéria uma via
importante para administragcdo de agentes terapéuticos, segura, eficaz, de rapida

absorcao e nao invasiva.
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1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Inflamagao

A inflamagéo € um complexo processo fisiolégico, mediado por uma interagao
entre o sistema imune inato, sistema imune adaptativo e mediadores inflamatérios em
diferentes vias de sinalizagdo*3, frente a alteragdes teciduais que podem ser causadas
por agentes quimicos e térmicos, microrganismos, traumas, toxinas ou de natureza
autoimune. Caracteriza-se por alteragcdes teciduais envolvendo fendmenos
angiogénicos, liberacdo de mediadores inflamatérios e acimulo de leucdcitos'*4. E
um mecanismo benéfico e geralmente protetor ao organismo, sua fungado é manter a
homeostase tecidual, remover fatores agressores com potencial dano celular,
promover reparagao, cicatrizacdo e regeneragdo do tecido e de sua fungado
fisiologica'~.

Ao longo da historia, estudiosos relataram eventos envolvidos no processo
fisiologico da inflamagé&o, chamados de sinais cardinais, descritos como: rubor, tumor,
calor, dor e perda de fungdo*34°. Estes sinais e sintomas s&o caracterizados por
aumento do fluxo sanguineo local que leva a vasodilatagdo, aumento da
permeabilidade dos vasos, levando ao extravasamento de proteinas e
consequentemente ao aumento da saida de liquido para os espacgos intersticiais,
migrag&o de leucdcitos para o tecido lesionado e sensibilizagdo de nociceptores*6:47.
Estas alteragdes bioquimicas, celulares e vasculares sao influenciadas por diferentes
tipos de células com fungbes especificas, como as células endoteliais, células
residentes do tecido e mediadores inflamatérios*2.

Apds um gatilho inicial, por exemplo: um estimulo nocivo, que leva a lesdo do
epitélio, rapidamente ativadas células residentes no tecido, como os mastocitos que
degranulam liberando mediadores de sinalizagdo rapida que contribuem para o
aumento da permeabilidade vascular*®. Além disso, outras células residentes
(macrofago, células endoteliais e dendriticas) quando ativadas produzem e secretam
mediadores inflamatérios quimioatrativos que facilitam a chegada de neutrdfilos ao
sitio da lesdo, os quais desempenham um papel fagocitico com a subsequente
liberagéo de outros mediadores pro-inflamatérios®®.

A acao desses mediadores pro-inflamatorios sobre as células endoteliais leva
a vasodilagédo, ao aumento do fluxo sanguineo e da permeabilidade vascular. Estes
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eventos vasculares estdo vinculados a liberacdo especificamente de aminas
vasoativas como a histamina e serotonina, produtos da degranulagdo de mastdcitos;
produtos do sistema complemento, moléculas de adesao celular, as quimiocinas e
citocinas, destacando o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) que induz a liberag&o
de outras citocinas como interleucina 1-Beta (IL-13). Além disso, os eicosanoides,
metabalitos do acido araquidénico (AA) como as prostaglandinas (PGs), leucotrienos
(LTs) e fator de ativacéo plaquetaria. Sdo considerados mediadores chaves para o
evento inflamatorio. Outros mediadores como cininas (bradicinina) e neurocininas,
substancia P, oxido nitrico (NO) e radicais livres superdxidos trabalham juntos de
forma organizada e ativa para a modulagéo do processo inflamatério’. Com o aumento
da concentragao de alguns destes mediadores como as PGs, substéncia P e aminas
vasoativas simpatomiméticas como a histamina e serotonina, os neurénios aferentes
primarios sdo estimulados, aumentando sua sensibilizagdo e contribuindo para o
estimulo nociceptivo?S.

Com a vasodilatagdo, aumento do fluxo sanguineo local e extravasamento de
fluidos do sangue para o tecido lesado, o complexo conjunto de substancias
produzidas forma um gradiente de concentragdo na area lesionada produzindo uma
quimioatragcdo de neutrofilos e macréfagos para o local da inflamagdo. A
transmigracao dos leucocitos do vaso para o tecido se da por meio de fases distintas
que levam a marginalizagao, rolamento, ades&o ao endotélio, diapedese e migragéo
do vaso para o tecido por meio de quimiotaxia (Figura 1)31:52,

Durante a marginalizacdo o neutrofilo migra da regido central do vaso
sanguineo para a periferia, apds este processo, as citocinas inflamatoérias (TNF-a, IL-
1B) entre outros mediadores agem levando ao aumento da expressao das moléculas
de adesdo (moléculas de adesao celular vascular [VCAM-1], moléculas de adesé&o
celular plagueta-endotélio e moléculas de aderéncia intracelular [ICAM-1, 2, 3],
selectinas [L, P, E] e integrinas) expressas nas membranas celulares de leucdcitos e
do epitélio. Essas moléculas de adeséo fazem com que os leucécitos figuem aderidos
ao endotélio, permitindo assim, o seu rolamento pela parede do vaso, em seguida
transmigram do vaso para o tecido por meio de jungdes entre as células, caracterizado
como processo de diapedese (Figura 1)%2%3,

Os neutréfilos necessitam de moléculas quimioatraentes para facilitar sua

transmigracao para o tecido lesionado, estas moléculas s&o geralmente subprodutos
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de bactérias, quimiocinas como por exemplo: proteina quimiotatica para monaécitos -1

(MCP-1), leucotrieno ou fator de ativagao plaquetaria®.
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Figura 1 — Transmigragédo de leucécitos. Processo de marginalizagao (), rolamento (ll), adesdo ao
endotélio (lll) e transmigragéo por diapedese (IV). Em resposta a estimulo inflamatério, pela agao de
mediadores inflamatoérios os neutrofilos (I) migra da regiao central do vaso para a periferia, em seguida
(I os neutrdfilos rolam ao longo da parede endotelial vascular através de interagbes mediadas por
selectinas. Apds, (lll) aderem ao endotélio através da ligagao de integrinas na superficie de neutréfilos
a ICAM-1 ou VCAM-1 na superficie de células endoteliais. Apods (IV) transmigram do vaso para o tecido

por meio de jungdo celular.

Fonte: Adaptado de Yuan et al., 201 5.58

Uma vez no foco inflamatorio, os neutrofilos agem como a principal linha de
defesa do sistema imune inato e desempenham fungbes fagociticas e microbicidas.
Os neutrofilos sédo leucécitos polimorfonucleares e possuem granulos citoplasmaticos
gue se inserem na membrana plasmatica liberando enzimas proteoliticas no meio
extracelular capazes de lisar microrganismos. Nos granulos estao presentes enzimas
como fosfolipase A2 (PLA2), perdxido de hidrogénio (H202), mieloperoxidase (MPO),
acido hipocloroso (HCIO), entre outras. Apés a liberagdo destas enzimas, o neutréfilo
finaliza seu ciclo entrando em processo de apoptose (morte celular programada)®4-%6.

Ja os mondocitos e macrofagos, estdo circulantes no sangue e também
presentes no tecido, esses ultimos, quando chegam ao tecido tornam-se células
maduras capazes de fagocitar quantidades maiores de células necroticas, passando
a ser chamados de macrofagos. Sua principal fungéo é fagocitar detritos e neutrofilos
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apoptoticos, no entanto, quando existe uma incapacidade de remover estas células
apoptoticas produz-se um acumulo no sitio da lesdao podendo levar ao dano do
tecido®’.

As PGs possuem um importante papel como mediadores proé-inflamatorios,
agem em diversos receptores especificos, aumentam a permeabilidade vascular por
meio de agado sinérgica com mediadores como a histamina e a bradicinina e
potencializam suas a¢des promovendo a estimulagdo dos nociceptores?%’. As PGs
sdo mediadores lipidicos sintetizados a partir do AA, e s&o produzidas pela
esterificagdo dos fosfolipidios de membrana pela enzima PLA2. O AA pode dar origem
aos leucotrienos quando sofre acao da enzima lipoxigenase (LOX) ou as PGs (PG12,
PGE. e PGDz), prostaciclinas (Pls) e tromboxanos (TXs), quando sofre agdo da
enzima cicloxigenase (COX). A COX é formada de duas isoformas, a cicloxigenase
tipo 1 (COX-1), caracterizada como constitutiva, e esta presente em quase todos os
tipos de células, geralmente relacionadas com fungdes fisioldgicas do organismo. A
cicloxigenase tipo 2 (COX-2), chamada de induzida, esta relacionada com estimulos
inflamatorios, algésicos ou térmicos e é estimulada pela migragéo de células no tecido
lesionado, presenca de citocinas, fatores de crescimento e estimulantes tumorais?. No
sitio da lesdo a COX-2 é induzida pelas citocinas pro-inflamatorias como TNF-q, IL-
1B, interleucina 2 (IL-2), e outros mediadores. Por outro lado, citocinas anti-
inflamatodrias como a interleucina 4 (IL-4), interleucina 10 (IL-10), interleucina 13 (IL-
13) e glicocorticoides inibem a sua expressao.

As citocinas sdo importantes mediadores pro-inflamatérios, estas
glicoproteinas s&o produzidas por diferentes tipos de células em resposta a estimulos
imunologicos ou inflamatérios, modulam fungdes celulares e sua secregao é regulada
e transitéria. No processo inflamatério, as citocinas sao liberadas a partir da ativagao
de células dendriticas, macréfagos, linfocitos e mastécitos no tecido, que apos
reconhecerem o estimulo inflamatdrio, liberam uma cascata de citocinas as quais
contribuem para o desenvolvimento e manutengdo dos sinais e sintomas envolvidos
na inflamag&o®-%°.

De um modo geral, as citocinas sao classificadas em pro ou anti-inflamatorias,
de acordo com a fungcdo que desempenham. Assim, as citocinas pro-inflamatdrias,
incluem TNF-q, IL-183, IL-2, interleucina 6 (IL-6), interleucina 7 (IL-7), interleucina 8 (IL-
8) e entre as citocinas anti-inflamatorias estdo a IL-4, IL-10, IL-13 e o fator de
crescimento transformante beta (TGF-B)%06'. Apds lesdo tecidual, as citocinas pro-
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inflamatdrias TNF-a e IL-1B sdo as primeiras moléculas a serem produzidas para o
foco inflamatorio, agem sobre receptores especificos dos neurbnios sensoriais e
induzem a sintese de outros mediadores. Estas citocinas sdo mediadores essenciais
no desenvolvimento da dor inflamatoria®®. Dentre as citocinas pro-inflamatoérias, o
TNF-a é sintetizado principalmente por macréfagos e linfocitos T apos o estimulo
inflamatorio. Interage por meio de receptores 1 para o TNF-a (R1TNF-a) e receptores
2 para o TNF-a (R2TNF-a)®2.

A IL-1B age por meio do receptor para IL-1 (IL-1R), apds ligar-se, induz
expressdo de outras citocinas, quimiocinas e moléculas de adesdo em células
endoteliais, sinalizando para células inflamatérias. A IL-18 contribui para o
desenvolvimento de lesdo vascular por meio de estimulagdo da proliferagdo e
diferenciagdo celular e a liberagdo de enzimas degradantes®. Apos o trauma, a
liberacdo de TNF-a induz a liberagao IL-1B e IL-8, que promovem a induc&o da enzima
COX responsavel pela producdo das PGs, e atua na liberacdo local de aminas
simpatomiméticas?.

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatéria que possui atividade inibitoria em
diferentes fungdes imunologicas com efeitos anti-inflamatorios bem estudados em
macréfagos. Quase todas as células imunes, incluindo células T, células B, mondcitos,
macrofagos, mastécitos, granuldcitos, células dendriticas e queratindcitos, produzem
IL-10. A estimulacdo de células dendriticas, bem como a diminuigdo da producéo de
citocinas pré-inflamatérias como o TNF-a, IL-1B3 e IL-6, € um efeito observado na IL-
10. Com isso, desempenha um importante papel inibitério que limita e previne danos
teciduais®3-9°.

A MCP-1 tem um importante papel no recrutamento de mondcitos e
macrofagos. Membro da subfamilia de quimiocinas CC, esta quimiocina é sintetizada
por mondcitos, células endoteliais, musculares lisas, epiteliais, osteoblastos e
osteoclastos. MCP-1 exerce seus efeitos por meio de ligagao a receptores acoplados
a proteina G na superficie de leucdcitos direcionados para ativagdo e migragédo. O
papel da MCP-1 e do seu receptor CCR2 no recrutamento de mondcitos durante a
infecgéo ou sob outras condigdes inflamatorias é bem conhecido®®.

O TGF-g € uma importante citocina com propriedades imunossupressoras e
anti-inflamatdrias. Sob condigbdes fisiologicas, o TGF-f tem um papel bem
documentado na embriogénese, proliferagao celular, diferenciagéo, apoptose, adeséo
cicatrizagdo de feridas e inflamag&o®”.
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De um modo geral, o processo inflamatorio € caracterizado por duas fases
distintas, uma fase inicial que geralmente permanece por um curto periodo de tempo,
caracterizada pela liberagdo de mediadores pro-inflamatérios com o objetivo de
eliminar o agente agressor, durante este processo ocorre um balango entre a
producao de mediadores pré e anti-inflamatérios, esta fase € chamada de inflamacéao
aguda. No entanto, quando o dano tecidual persiste por um periodo prolongado,
ocorre acumulo excessivo de neutrofilos ou processo inflamatério ndo apresenta uma
resolucdo adequada, evolui para uma fase crénica, onde ocorre uma deposi¢ao de
colageno e cicatrizagao, muitas vezes levando a perda de fungéo do tecido tornando-
se um estimulo prejudicial e contribuindo para a patofisiologia de muitas doencgas
cronicas. As células mononucleares (linfocitos, mondcitos e macrofagos) sao as
principais células presentes no infiltrado inflamatério na fase cronica®'.6869,

Com o final do estimulo nocivo, a demanda de mediadores pré-inflamatérios é
diminuida, somado a este evento, ocorre um aumento de mediadores denominados
pré-resolutivos, os quais induzem o aumento de macréfagos responsaveis por
fagocitar microrganismos e células apoptoticas e ao aumento da drenagem dos
fagocitos pelos vasos linfaticos’®. Os restos celulares dos neutréfilos apoptoticos sdo
removidos por macrofagos, e apds a fagocitose, estes macréfagos mudam seu
fendtipo de M1 para M2 ampliando sua capacidade fagocitica impedindo o
recrutamento de neutréfilos adicionais, este processo torna-se essencial na resolugao
da inflamacg&o. Em seguida os macréfagos M2 mudam seu fendétipo novamente para
macrofago resolutivo, passando a apresentar um perfil mais anti-inflamatorio
produzindo IL-10 e aumentando a produg¢ao de outros mediadores anti-inflamatdrios,

antifibroticos como arginase-1 e pro-resolutivos’.

1.1.2 Resolugéao da inflamagao

A resolugcdo da inflamacdo € considerada um processo diferenciado do
processo anti-inflamatoério, onde, anti-inflamatorio refere-se principalmente a uma
acgao inibitoria ou bloqueio da agdo, como a inibicdo do extravasamento de leucocitos
para o sitio da lesdo, ja pro-resolutivo indica uma estimulagéo e ativagdo de processos
especificos como apoptose ou eferocitose’?73. Assim como se descreve os pilares
indicadores do processo inflamatorio, no processo resolutivo tem se descrito “os cinco

pilares da resolugado" como a remogéo de microrganismos, células mortas e detritos;
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restauracédo da integridade vascular e perfusao; regeneracéo tecidual; remissdo da
febre e alivio da dor inflamataria’™.

Inicialmente a resolucéo era considerada um fenédmeno passivo, associado a
finalizacdo do estimulo inflamatoério, reducdo de moléculas quimioatraentes, do
gradiente de quimiocinas e prevengao do recrutamento de leucocitos. Mais tarde, foi
relatado a existéncia de mecanismos endogenos, tais como mediadores
quimioatraentes e moléculas de adesdo, atuando na inibicdo da migracdo de
leucocitos para o sitio da lesdo. Portanto, a resolucdo € um processo altamente
coordenado e ativo, caracterizado por eventos celulares e moleculares®#70.75,

Evidéncias indicam que os mediadores pro-inflamatérios contribuem para o
inicio da resposta pro-resolutiva. Com isso, o processo de resolugao inicia-se logo
apos o inicio da resposta inflamatdria. Mediadores anti-inflamatorios e pro-resolutivos
sdo produzidos endogenamente para mediar os eventos inflamatérios®.

O mecanismo para a resolugdo do processo inflamatério € mediado pela
ativacdo de mediadores enddgenos pré-resolutivos e anti-inflamatoérios, dentre eles
estdo as lipoxinas, resolvinas, protectinas, maresinas e anexinas (Figura 2)6. A
resolucdo quando bem-sucedida, finaliza o processo inflamatério, limitando a lesdo
excessiva do tecido, garante a recuperagao da fungao fisioldgica e restabelece a
homeostase tecidual, impedindo assim, o desenvolvimento de um quadro inflamatorio
cronico®. Esse mecanismo ativo estimula vias especificas (regulagdo de citocinas e
quimiocinas), conduzindo a inibigho do recrutamento de leucdcitos
polimorfonucleares; promove apoptose celular programada e remogao dessas células
por macrofagos por meio de um processo nao-flogistico3-551.77

A inflamagao aguda caracteriza-se principalmente pela infiltragdo de neutroéfilos
no tecido lesionado, embora este evento seja essencial, o influxo exagerado torna-se
nocivo ao organismo. Portanto, a caracteristica histologica chave na resolugéo da
inflamacédo aguda € a finalizagdo do extravasamento dessas células para o local
inflamado e subsequente remog&o por meio de eferocitose por macréfagos™34.

As lipoxinas (LXs) sdo conhecidas como mediadores anti-inflamatérios e
também pela sua capacidade em acelerar o processo de resolucdo por diferentes

mecanismos*’8. A LXA4 possui seus efeitos mediados pela agdo em receptores
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acoplados a proteina G que pertencem a familia dos FPR. Em humanos, sao
conhecidos trés receptores diferentes, o FPR1, FPR2 e FPR379:80,
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Figura 2 — Processo inflamatério e resolutivo. A partir da les&o tecidual inicia uma cascata inflamatoria
que consiste em ativacao de células residentes e subsequente liberacdo de mediadores inflamatoérios:
citocinas e quimiocinas pré e anti-inflamatorias. Estes mediadores aumentam a permeabilidade
vascular, extravasamento e infiltragdo de leucdcitos (macrégafos e neutréfilos), cuja fungéo fagocitica.
As respostas anti-inflamatérias e pro-resolutivas sdo caracterizadas pelo aumento da sintese de
mediadores lipidicos incluindo lipoxinas (LXs), resolvinas (Rvs), protectins (Prots) e maresins (Mars).
Estes mediadores promovem a resolugdo do processo inflamatério.

Fonte: Adaptado de Crean e Godson, 2015.8

O FPR2 é expresso em diferentes células, principalmente em células do
sistema imune como macrofagos, neutréfilos e microglia, e exerce importantes
fungdes regulatorias do processo inflamatério’®8283. Sua expressdo é induzida tanto
por mediadores pro-inflamatorios (TNF-a) quanto anti-inflamatérios, como os
glicocorticoides®’.

A AnxA1 também conhecida como lipocortina 184, € uma proteina de 37 kDa,
membro da superfamilia das anexinas ligadas a fosfolipidios dependentes de calcio.
A AnxA1 é constituida por pelo menos 13 proteinas identificadas em mamiferos,
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estruturalmente semelhantes, porém com fung¢des bioldgicas especificas, nomeadas
de Anexinas A1 — A138586,

Estruturalmente, as anexinas sao constituidas por dois dominios, um N-
terminal que interage com os diferentes ligantes destas proteinas e um central C-
central responsavel pela afinidade com calcio e consequente ligagdo aos
fosfolipidios®”-88. A AnxA1 é constitutivamente expressa em abundéancia no citoplasma
de neutroéfilos, mondocitos e macréfagos. Durante o processo inflamatério sdo ativadas
intracelularmente e rapidamente mobilizadas e externalizadas ou secretadas do
citoplasma para a membrana®®.

Ap0s a ativacgao celular, a AnxA1 é entdo externalizada e/ou secretada através
trés diferentes mecanismos: (a) ativagdo do transportador ABC (ATP-binding
cassette); (b) fosforilagdo do residuo de serina no dominio N-terminal, (c) ou através
da fus&o de granulos de gelatinase contendo AnxA1 com a membrana plasmatica. Na
presenca de ions Ca®*, a AnxA1 extracelular sofre uma alteragdo conformacional que
leva a exposicao da regido N-terminal e a ligagédo ao seu FPR2. Esta sinalizagdo pode
ser de forma autdcrina, paracrina ou justacrina. A interagdo justacrina envolve
interacdo entre a AnxA1 na superficie da célula secretora e o FPR2 da célula alvo.
Este parece ser o mecanismo de acdo mais plausivel em condigdes inflamatérias
(Figura 3).
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Figura 3 — Mobilizagdo de AnxA1 em células ativadas e seu mecanismo de ac¢ado. Apos ativagao celular,
a AnxA1 intracelular € mobilizada para a membrana plasmatica e externalizada pela (a) ativagdo do
transportador ABC; (b) fosforilagdo do residuo de serina e (c) fusdo do granulo com a membrana

plasmatica.

Fonte: Adaptado de Perretti e D'acquisto, 2009.%0
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O efeito desta proteina na resolucdo da inflamagao, se deve a inibicado do
extravasamento de leucdcitos para o local da inflamag&o®-!, devido a inibigdo da
atividade das moléculas de adesao nas interagdes leucocito-endotélio, principalmente
as integrinas e selectinas®.

A AnxA1 também desempenha um papel importante na modulagdo da dor
inflamatdria por meio da ativagdao do FPR2. A AnxA1 pode exerce sua agao por
diferentes formas, incluindo a inibigado de citocinas envolvidas na transmissao da dor;
por meio da ativagdo do FPR2; inibir o acumulo de neutrdfilos através da prevengao
da migracao transendotelial; facilitar a liberagéo tdnica de opioides dos neutréfilos no
sitio inflamatdrio. Além disso, interromper a transmissédo nociceptiva periférica pela

supressao da excitabilidade neuronal (Figura 4)%2.
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Figura 4 — A AnxA1 desempenha papel na modulagao da dor inflamatéria por meio da ativagéo do
FPR2. Apds a lesao tecidual, mastocitos se degranulam e células do sistema imune migram para o
tecido inflamado. Neutréfilos e macrofagos transportam peptideos opioides. AnxA1 por meio da
ativacdo do receptor FPR2, inibe citocinas envolvidas na transmissdo da dor; além disso, inibe o

acumulo de neutrofilos através da prevengao da migragao transendotelial.

Fonte: Adaptado de Chen; Lv; Pei, 2014.%2

Foi identificado que tanto a AnxA1 como o FPR2 estdo expressos em estruturas
do sistema nervoso periférico e central de roedores, envolvidas na transmissao
nociceptiva. Especialmente, a AnxA1 foi encontrada no génglio sensorial do nervo
espinal®®, na medula espinal e encéfalo. A AnxA1 é expressa em altas concentragdes
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em neurdnios e em menor concentragao nas células gliais, células endoteliais, células
musculares lisas dos vasos sanguineos e nas células ependimarias®. A distribui¢éo
anatédmica da AnxA1 e de seu FPR2 suportam um papel essencial dessa proteina na
modulag¢ao nociceptiva.

O aumento da AnxA1 pode exercer seus efeitos anti-hiperalgésicos por meio
da inibigdo de citocinas envolvidas na transmissao da dor, seguida da inibicdo da
inducdo da COX-2, enzima responsavel pela produgao de PG que contribuem para a
hiperalgesia inflamatoria®.

Evidéncias indicam que a ativacdo do FPR2 pela AnxA1 poderia induzir a
liberacao de opioides pelos neutrdéfilos. Os peptideos opioides regulam a transmissao
nociceptiva através de agdes inibitérias pos-sinaptica, produzida parcialmente pelo
aumento da condutancia do K* e pela inibicao pré-sinaptica, que reduz a liberagcéao de
glutamato, substéncia P e outros neurotransmissores dos terminais centrais dos
neurdnios sensoriais’?.

Estudos prévios tém demonstrado que dentre os eventos celulares presentes
na inflamagdo, em 24h apds injecdo de CFA, considerada a fase precoce e
reconhecida pela infiltragcdo de neutrofilos, a liberagao ténica de peptideos opioides
destas células leva ativacdo de receptores opioides expressos nas terminacdes
nervosas periféricas, enquanto os mondcitos/macrofagos sdo predominantes na fase
tardia da inflamacgdo que também liberam opioides’®.

Além disso, a AnxA1 possui um importante papel na agcdo anti-inflamatoria
produzida por glicocorticoides, acredita-se que esta acdo acontega devido a AnxA1
inibir a atividade da enzima PLA2%, a inibicdo da atividade desta enzima
consequentemente inibe a ativagdo do AA e bloqueia da sintese de mediadores
inflamatorios e pro-resolutivos como PGs, leucotrienos e fator de agregacao
plaquetaria®®. AnxA1 inibe a sintese de COX-2 e a enzima &xido nitrico sintase
induzida (iNOS) e estimula a liberagdo de IL-10 em fagocitos®”. A modulagédo da
AnxA1, portanto, pode ter potenciais terapéuticos importantes em doenga associada
a dor inflamatdria®.

O processo inflamatoério descontrolado ou ndo resolvido adequadamente, pode
conduzir a danos teciduais, com eventual perda de fungao do 6rgéo, contribuindo para
0 mecanismo fisiopatologico de doengas inflamatorias cronicas, incluindo sindromes

metabodlicas e patologias de natureza autoimune, como osteoartrite, artrite,
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aterosclerose, doencas cardiovasculares, cancer, doengas intestinais, osteoporose

obesidade, Alzheimer e sepse*399-101,

1.1.3 Uma breve visao sobre dor

A dor, constitui uma experiéncia inerente ao ser humano, um mecanismo de
alerta do organismo, informando que algo estd ameagando o bem-estar. Uma
experiéncia complexa, subjetiva e multifatorial, também associada a uma diversidade
de condigdes clinicas que afeta grande parte da populagédo®'92. Aproximadamente
20% da populagéo adulta europeia apresenta algum tipo de dor crénica'?. No Brasil,
a dor lombar é a principal causa de anos vividos com incapacidade'®®. A Organizagéo
Mundial da Saude (OMS) estima que até 2030, a dor crbnica sera o sintoma comum
associada as principais doengas globais e quando associada a processos
inflamatdrios, torna-se uma das principais causas de incapacidade em todo o
mundo104,105_

A dor é definida pela Associagdo Internacional para Estudo da Dor (IASP),
como “uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada com uma les&o
tecidual real ou potencial ou descrita em termos de tal lesdo"'%. A sensagéo dolorosa
nao envolve apenas a transdug¢ao de um estimulo nocivo, mas também de processos
emocionais e cognitivos®. Importantes mecanismos endégenos sdo responsaveis pela
modulagdo da resposta nociceptiva e podem atuar tanto como mecanismos de
inibicdo, quanto de facilitagdo'"”.

A nocicepgao refere-se a transdugédo do estimulo nocivo do sistema nervoso
periférico (SNP) ao sistema nervoso central (SNC). O estimulo nociceptivo ocorre em
nivel periférico pela estimulacdo de terminagcbes nervosas livres presentes nos
nociceptores, que estdo localizadas na porgao distal dos neurbnios aferentes. Os
nociceptores podem ser ativados por diferentes sinais nocivos, incluindo estimulos
fisicos/mecanicos ou quimicos e mediadores inflamatérios, como bradicinina e
prostaglandina E2 (PGE2)%'°"1% Em seguida, o impulso elétrico é transmitido por
fibras do tipo Ad e do tipo C, da periferia @ medula espinal, seguido da liberagao de
neurotransmissores, os quais podem modular a resposta nociceptiva por vias
ascendentes para o talamo e centros superiores no cértex somatossensorial, regido

onde ocorre a percepgao da dor (Figura 5)".
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Figura 5 — A nocicepgéo € um processo bidirecional de vias neuronais ascendentes e descendentes, e
pode ser modificada pelos sistemas enddgenos inibidores da dor. A ativagdo destas vias estimula a
liberacdo de neurotransmissores como serotonina, noradrenalina e opioides, que bloqueiam os
estimulos nociceptivos. Esta modulagdo pode ocorrer a nivel periférico, espinal e supra-espinal, em
consequéncia, a liberagdo de glutamato é reduzida e a liberagéo de acido gama-aminobutirico (GABA)
e glicina € aumentada e a percepgao da dor é reduzida.

Fonte: Adaptado de Ossipov, Dussor e Porreca, 2010.1%8

A nocicepgdo é um processo bidirecional de vias neuronais ascendentes e
descendentes, e pode ser modificada pelos sistemas enddgenos inibidores da dor,
como as vias serotoninérgicas, noradrenérgicas, opioidérgicas, dopaminérgicas,
adenosinérgicas e canabinoidérgicas. A ativagao destas vias estimula a liberagao de
neurotransmissores que bloqueiam os estimulos nociceptivos por inibigdo poés-
sinaptica direta ou inibigdo pré-sinaptica. Em consequéncia, a liberagcédo de glutamato
é reduzida e a liberagdo de acido gama-aminobutirico (GABA) e glicina é aumentada.
Com isso, a percepgéo da dor é reduzida®®1°,

Os peptideos opioides s&o capazes de regular a transmissdo nociceptiva por
meio de agdes inibitdrias, por inibicdo pds-sinaptica, produzida parcialmente pelo
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aumento da condutancia do K* ou por inibigdo pré-sinaptica da liberagéo de glutamato,
substancia P e outros neurotransmissores dos terminais dos neurdnios sensoriais. A
diminuicdo da liberacdo de neurotransmissores das fibras aferentes primarias,
causada pelo opioide, € resultado de mecanismos efetores que influenciam a
modulagdo de canais de Ca?* e K' nos terminais sensoriais, diminuindo a
excitabilidade neuronal, explicando assim, os efeitos inibitérios de opioides
exogenos'!12.13,

Em condic¢des inflamatdrias periféricas, a modulagao da excitabilidade neural é
um fendmeno primordial para o controle da analgesia'®®'19. Neste caso, na fase inicial
do processo inflamatério, células imunes, principalmente neutréfilos, em fases mais
tardia, mondcitos/macréfagos e linfocitos, migram para o tecido inflamado
transportando peptideos opioides enddgenos''"12, que sao liberados e influenciam
na transmissao da informacgao nociceptiva. Além da liberagao de peptideos opidides
endogenos, a sintese e expressao dos receptores opioides no ganglio sensorial do
nervo espinal também é aumentada, influenciando na resposta analgésica modulada

perifericamente (Figura 6)'3.

Figura 6 — Neutréfilos migram para o tecido inflamado transportando peptideos opioides. Os opioides
sdo capazes de regular a transmissdo nociceptiva por meio de agdes inibitoérias, por inibicdo pds-
sinaptica e modulagéo de canais de Ca?* e K* nos terminais sensoriais, diminuindo a excitabilidade
neuronal.

Fonte: Adaptado de Bodnar, 2005""; Trescot et al., 2008'?; Al-Hasani e Bruchas, 201113,
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1.1.4 Via inalatoéria

Para compreender como os 6leos essenciais atuam no organismo e produzem
seus efeitos fisiologicos, €& necessario entender o funcionamento da via
inalatoria/respiratéria e a absor¢gado das moléculas volateis. Quando uma substéncia é
inalada ela pode estimular o sistema olfatorio e assim ativar diferentes estruturas do
sistema nervoso central (SNC). No sistema respiratorio, essa substancia também
pode ser absorvida pela extensa rede de capilares pulmonares e assim alcancar a
corrente sanguinea produzindo um efeito sistémico''4115,

O sistema olfatério reconhece e discrimina moléculas volateis no ambiente e
possui papel fundamental para a sobrevivéncia e comportamento das espécies’'®. No
entanto, a fisiologia desse sistema, ainda ndo € bem compreendida. O sistema
olfatério € capaz de discriminar uma grande quantidade de moléculas quimicas
odorantes que sao codificadas pelo SNC. Essa acuidade perceptiva deriva de uma
série de eventos, onde apds o estimulo olfatério ativa multiplas areas do encéfalo que
recebem e modulam a informacgé&o sensorial olfatéria®’.

Fica estabelecido pela literatura que, apos a inalacdo, as moléculas de odor
podem desempenhar diferentes agdes fisioldgicas por diferentes vias. A partir da
inalacdo de moléculas volateis, o estimulo olfatério se da (i) pela ativagdo de sinais
elétricos, os quais transmitem informacdes para nucleos superiores no sistema
nervoso central (SNC); além disso, por meio da absor¢cédo das moléculas volateis (ii) a
via inalatoria contorna a barreira hematoencefalica e as substancias chegam ao SNC
e (iii) pelos pulmdes e mucosa nasal sdo levados para a corrente sanguinea
sistémica3®118

O sentido do olfato é mediado por inervag¢des dos nervos olfatorio e trigémeo (I
e V pares de nervos cranianos, respectivamente), os quais inervam a mucosa e 0s
seios nasais, e posterior transmitem sinais elétricos para nucleos do talamo e areas
corticais®®117.119-123  Ag fibras nervosas do nervo trigémeo ramificam-se dentro da
mucosa nasal, através do epitélio (tanto respiratério como olfatério), a informagao
sensorial € conduzida para os nucleos trigeminais localizados no bulbo olfatério,
tronco encefalico e medula espinal'?#-1%6, Adicionalmente, as moléculas de odor
também podem atingir o epitélio olfatério através da boca, o que se refere a via

retronasal27-129,
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A partir do trato olfatério, as informacdes olfatérias s&o levadas por vias
aferentes a estruturas encefalicas distintas, incluindo o nucleo olfatorio anterior,
tubérculo olfatorio, cortex piriforme, nucleo amigdaldide, cortex periamigdaldide e
cortex entorrinal. As informagdes transmitidas fazem projec¢des diretas para estruturas
como o hipotalamo, o hipocampo, amigdala, cortex cingulado anterior, cortex
orbitofrontal e insula, que manipula processos de pensamento consciente ou o
sistema limbico, que processa as emogdes*?12%-131, Ag projecdes das fibras nervosas
passam pelo bulbo olfatério e chegam a regides como a substéncia negra, nucleos da
rafe e locus coeruleus, nucleos envolvidos com o0 processamento e modulacido da
dor®. Notavelmente, a inalacdo de Oleos essenciais, pode ativar receptores de
neurotransmissores como serotonina, noradrenalina, dopamina, opioides e
canabinoides?0-42132.133,

A via inalatéria tem sido utilizada como uma abordagem para a administragao
de farmacos com alvo diretamente no SNC38. Sabe-se que a barreira hemato-
encefalica (BHE) garante a entrada seletiva de nutrientes e outras moléculas
essenciais ao SNC, limitando o acesso de toxinas ou agentes causadores de
potenciais danos. Assim, a BHE limita a distribuicdo de substancias terapéuticas
administradas sistemicamente e permite que apenas as moléculas lipofilicas e de
baixo peso molecular cheguem no SNC''34136_Sendo assim, os dleos essenciais
devido sua estrutura molecular é capaz de penetrar a BHE?8.1%7,

A via inalatoria € uma forma eficaz de administrar agentes terapéuticos como
uma alternativa as vias oral e intravascular, uma vez que € de rapida absorgao e agao
por meio da mucosa, devido a alta vascularizagdo venosa e linfatica da cavidade
nasal, evitando o metabolismo hepatico de primeira passagem e reduzindo possiveis
efeitos adversos e colaterais'!®120.138.139  Estudos realizados em modelos animais
demonstraram evidéncias para a absorc¢ao inalatéria de moléculas de farmacos como
uma via potencial de transporte direto para o SNC'¥. |sso é possivel porque a
cavidade nasal € o unico local no corpo humano onde o sistema nervoso esta em
contato direto com o ambiente circundante. Assim, apds a inalacdo, as moléculas
lipofilicas sao diretamente transportadas para o espago subaracndideo que se
estende para dentro da cavidade nasal e chegam ao compartimento do liquido
cefalorraquidiano. Pesquisas tém enfatizado a importancia da absorcao do liquido

cefalorraquidiano através da via olfatéria, desencadeando resposta imune do SNC'#'-
143
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Devido as caracteristicas das vias aéreas superiores, podem tornar a
administragao inalatéria uma superficie mais adequada para administracdo de
farmacos. Estudos demonstram que a administracdo de insulina por via inalatéria
pode oferecer um método inovador capaz de, ndo apenas controlar a glicose no
sangue, mas também controlar os efeitos da insulina no metabolismo energético
neuronal e a secrecdo de substancias melhorando a alga de retoalimentagdo da
liberagéo da insulina'#. Dessa forma, pode ser utilizada ndo apenas para o tratamento
de diabetes, mas também para retardar a progressdo da doencga de Alzheimer e
regulagdo de neurotransmissores como a acetilcolina’#%146

Além disso, a administragdo intranasal de interferon 1beta (IFN-13) uma
citocina anti-inflamatéria, resultou em niveis significativos aumentados dessa citocina
no bulbo olfatério, nucleo olfatério anterior, nervos trigémeos e Optico, ganglios
linfaticos cervicais, tronco encefalico, cerebelo e medula espinal'’.

Em estudo experimental, com intuito de verificar o papel da via olfatéria no
efeito ansiolitico do 6leo essencial de lavanda, um estado de anosmia foi induzido em
camundongos pela inje¢cdo intranasal da solugdo de zicam (acetato de zinco +
gluconato de zinco). Em conclusao, este estudo afirma que a condicdo de anosmia
nao interferiu no efeito ansiolitico da inalagado de 6leo de lavanda, sugerindo que o
sistema olfatério ndo desempenha um papel central nos efeitos ansioliticos, no
entanto, o efeito da inalacdo do 6leo essencial pode ter sido mediada através de
absorcdo pela mucosa pulmonar, o que leva os compostos ativos para a circulagao
sistémica e, consequentemente, para o SNC'48,

Estudos tem relatado que a administragao intranasal da solugao de zicam, uma
substancia comercialmente utilizada para aliviar sintomas do resfriado, produz
citotoxicidade significativa no tecido nasal, levando a dano no tecido nasal de
humanos e de roedores. Apds analise histologica, foi constatado grande perda do
epitélio e da mucosa olfatéria. Além da perda de sensibilidade dos neurbnios
sensoriais olfatorios a estimulagdo de odorantes, leva ao rompimento das fibras
aferentes do epitélio olfatério para o bulbo olfatério, resultando assim, numa
significativa disfungao do olfato, o qual pode permanecer por longo tempo, ou mesmo
ser irreversive|148-154,

Os OEs também podem produzir seus efeitos bioldgicos sistémicos por meio
da absorgao das moléculas odorificas via pulmonar/respiratéria. A via pulmonar é

considerada uma via para a distribuicdo sistémica de agentes terapéuticos. Este
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sistema inclui as vias aéreas superiores e inferiores, cavidade oral, traqueia,
brénquios, incluindo bronquiolos, dutos e sacos alveolares. Por possuir grande area
de superficie de absorcao, boa vascularizagcdo e capacidade de troca de soluto, sao
caracteristicas unicas que facilitam o fornecimento sistémico das substancias
inaladas''#1%5. A administragdo de morfina pela via inalatéria, indica o sistema
pulmonar como uma importante via de administragdo para opioides'®.

A utilizagéo da via inalatéria para administragao de agentes terapéuticos possui
vantagens e beneficios para o tratamento de diferentes patologias, principalmente
com alvo o SNC. A via inalatéria oferece rapida absorcao, acesso a BHE, além de ser
um método nao invasivo e de baixo custo econdmico. Apresenta reducéo dos efeitos
colaterais associados a administracao sistémica, evitando o metabolismo hepatico e
também a necessidade de doses mais elevadas3®138.157,

Em estudos prévios, foi observado que o tratamento de camundongos com 6leo
essencial Cedrus atlantica por via inalatoria, foi capaz de reduzir o comportamento de
dor por meio da ativacdo de sistemas opioidérgicos, serotoninérgicos,
noradrenérgicos, dopaminérgicos e canabinoidérgicos*'#2. Esses estudos corroboram
com a hipotese de que a inalagdo de substancias terapéuticas pode ser uma via eficaz

para a modulacdo de mediadores envolvidos no processo de dor e inflamacao.

1.1.5 Aromaterapia

As plantas medicinais e aromaticas utilizadas para fins religiosos e medicinais
acompanham a evolucdo de diversas culturas. Acredita-se que nos periodos
Paleolitico (10.000 a.c.) e Neolitico (4.000 a.c.) algumas tribos ja cultivavam plantas e
extraiam 6leos graxos vegetais. Na india e China, bergo das medicinas tradicionais,
os OEs eram utilizados com base em indicagbes dos textos sagrados, onde continham
féormulas sobre 0 uso das plantas medicinais. O incenso provavelmente € uma das
formas mais antigas de utilizagdo das esséncias aromaticas pela humanidade'%81%°,

Os egipcios utilizavam substancias aromaticas com fins medicinais, cosméticos
e também eram especialistas na pratica de embalsamar corpos, onde faziam o uso de
OEs com propriedades antissépticas'8162, Os gregos adquiriram dos egipcios grande
parte do seu conhecimento médico e posteriormente inspiraram os romanos. No que
diz respeito as substancias aromaticas, eram utilizadas na higiene pessoal, como

cosmeéticos e tratamentos de saude. Entre gregos e romanos, alguns nomes se
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destacam pelo aprimoramento do uso das plantas aromaticas em prol da saude:
Hipocrates e Dioscorides, descreveram um grande numero de fitoterapicos; Teofrasto,
escreveu o tratado sobre os odores, onde analisa os efeitos de diversos aromas sobre
o sistema organico e Galeno, escreveu sobre a teoria da medicina vegetal onde
classificou as plantas em categorias medicinais'%8.159.162,

Na idade média, as ervas aromaticas foram de grande valia, utilizadas como
antissépticas e bactericidas para evitar infecgdes e minimizar os efeitos da epidemia
(HOARE, 2010). No final do século X, o médico arabe Avicena, descreveu um grande
numero de plantas medicinais e seus efeitos sobre o corpo humano, porém sua maior
contribuigdo para a aromaterapia foi a descoberta do método de destilagdo dos dleos
esséncias, principal método empregado atualmente. No século XVI, Paracelso foi o
primeiro a utilizar o termo OE se referindo as substancias quimicas ativas presentes
nas plantas’%8-163,

No entanto, a aromaterapia como atualmente se conhece deve-se a
personalidades como o quimico francés Maurice René Gattefossé, que por volta de
1927 criou o termo aromathérapie para descrever a utilizacdo terapéutica dos OE.
Posteriormente desenvolveu pesquisas observando seus efeitos no combate de
doengas, infecgdes, queimaduras e na cicatrizagéo da pele'®%163, Mais tarde em 1946,
ainda na Franca, Dr. Jean Valnet, médico do exército francés, utilizava OE como
antissépticos e anti-infecciosos para tratar soldados com ferimentos de guerra. Apos
a guerra, com sua equipe Dr. Valnet progrediu em estudos sobre OEs com
propriedades antivirais, antibacterianas, antifingicas e antissépticas'®®. Outra
personalidade em destaque, a enfermeira Marquerite Maury, por volta de 1950 foi
pioneira nos estudos dos OEs observando seus efeitos por meio de inalacdo e
absorgdo da pele'?164,

O termo aromaterapia é definido como o uso de OEs naturais e puros, aplicados
por inalagdo, topicamente, oralmente e outros meios, com o objetivo de promover
saude, higiene, bem-estar e qualidade de vida'®4'%%, Os OEs possuem efeitos
farmacoldgicos, no entanto, sabe-se que através da via inalatéria, sdo potentes
agentes que influenciam o SNC40.

A aromaterapia tem sido utilizada em diversas partes do mundo em diferentes
abordagens terapéuticas. Na Inglaterra os OEs sdo empregados terapeuticamente por
meio de inalagdo, massagem ou tratamentos estéticos; na Frangca a aromaterapia &

considerada uma especialidade médica, além do uso clinico, os OEs sdo empregados
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como fitoterapicos'®®'%7. A Franga e a Inglaterra sdo precursores no uso da
aromaterapia, desde a década de 30 pesquisas sao realizadas sobre o0 uso terapéutico
dos 6leos essenciais. Sendo assim, considerada como uma pratica integrante da
aromatologia, conceito que define uma ciéncia que estuda os 6leos essenciais e as
matérias aromaticas com respeito ao seu uso terapéutico em diferentes segmentos,
como a psicologia, cosmética, perfumaria, veterinaria, agronomia, marketing e além
de outras areas’®®.

Nos Estados Unidos a aromaterapia é utilizada principalmente dentro da
psiquiatria e psicologia; e no Brasil a aromaterapia esta dentro do contexto das
praticas integrativas e complementares, crescendo como terapéutica sendo foco de
estudos e pesquisas cientificas'63.167.168,

No Brasil, apos a 82 Conferéncia Nacional de Saude em 1986, intensificou-se
a discussao sobre medicinas naturais e terapias complementares. Em 2002-2005 foi
lancado a Estratégia mundial sobre Medicina Tradicional, trazendo as definigcbes sobre
medicina tradicional e alternativa’®®. Apenas em 2006 foi implantado no SUS a PNPIC
com a aprovagéao da portaria n° 971, de 3 de maio de 2006, regulamentando o uso da
Medicina Tradicional Chinesa e Acupuntura, Medicina Antroposodfica, Homeopatia,
Fitoterapia e Termalismo'7°.

Recentemente o Ministério da Saude considerando que a OMS preconiza o
reconhecimento e incorporagdo das Medicinas Tradicionais e Complementares nos
sistemas nacionais de saude, incluiu duas novas portarias ampliando a PNPICS, em
2017 a portaria n°® 849, de 27 de margo, incluindo a arteterapia, ayurveda, biodanca,
danga circular, meditagdo, musicoterapia, naturopatia, osteopatia, quiropraxia,
reflexoterapia, reiki, shantala, terapia comunitaria integrativa e yoga, sendo
naturopatia um conjunto de recursos terapéuticos como: plantas medicinais, aguas
minerais e termais, aromaterapia, trofologia, massagens, recursos expressivos,
terapias corpo-mente e mudancas de habitos'”'; e em 2018 incluiu a portaria n® 702
de 21 de margo onde consolida as praticas como aromaterapia, apiterapia,
bioenergética, constelagao familiar, cromoterapia, geoterapia, hipnoterapia, imposi¢cao
de maos, medicina antroposodfica/antroposofia aplicada a saude, ozonioterapia,
terapia de florais e termalismo social/crenoterapia?’ (BRASIL, 2018).

A portaria n°® 702 ainda descreve, aromaterapia como sendo uma pratica
terapéutica secular que consiste no uso de concentrados volateis extraidos de

vegetais, definidos como 6leos essenciais, com o objetivo de promover ou melhorar a
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saude, o bem-estar e a higiene. Com amplo uso individual e podendo ser associada a
outras praticas, a qual pode possibilitar a potencializagdo dos resultados do
tratamento. Além disso, a aromaterapia pode ser adotada por diferentes profissionais
da area da saude e empregada como pratica complementar com o objetivo de
restabelecer o equilibrio fisico ou emocional do individuo. E ainda, é avaliada como
uma pratica com matéria-prima com custo relativamente baixo refletindo uma

economia de gastos publicos com tratamentos de saude?".

1.1.6 Oleos essenciais

A agéncia nacional de vigilancia sanitaria (ANVISA) define OEs como “produtos
volateis de origem vegetal obtidos por processo fisico (destilagdo por arraste com
vapor de agua, destilacdo a pressao reduzida ou outro método adequado). Os OEs
podem se apresentar isoladamente ou misturados entre si, retificados, desterpenados
ou concentrados. Entende se por retificados, os produtos que tenham sido submetidos
a um processo de destilagao fracionada para concentrar determinados componentes;
por desterpenados, aqueles dos quais tenha sido retirada a quase totalidade dos
terpenos; por concentrados, os que tenham sido parcialmente desterpenados”'’?.

Os OEs sao um principio ativo natural proveniente de plantas medicinais e
aromaticas e possuem funcionalidade para aplicacdo terapéutica. As plantas sao
capazes de sintetizar dois tipos de oOleos: os 6leos fixos, constituidos de ésteres de
glicerol e acidos graxos; e os OEs, que sdo complexas misturas de compostos
organicos volateis, extremamente concentradas, produzidos como metabdlito
secundario. Possuem atividades importantes para o metabolismo da planta, como
protecdo e conservagao da espécie vegetal, atuam na polinizagédo das plantas e agem
como ferormonios, além disso contribuem para o sabor e aroma das plantas?®'73.

Os OEs sao extraidos de diversas partes das plantas: flores, folhas, frutos,
sementes, capins, raizes, rizomas, madeira, cascas, resinas e bulbos. S&o geralmente
liquidos, sdélidos ou semissoélidos a temperatura ambiente. Possuem dezenas de
substancias quimicas distintas, s&o soluveis em lipideos e solventes organicos, sua
densidade é menor que a agua, com cor e odor caracteristicos e amplos efeitos
bioldgicos, sdo obtidos por meio de destilagao, prensagem a frio ou extragdo por meio
de solvente?®137, As plantas aromaticas, naturalmente contém moléculas volateis em

sua composi¢cdo. Quando isolado por destilacdo dos OEs, ha um aumento das
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concentragdes de alguns componentes, tornando sua atividade bioldgica ainda mais
evidente?8.

Segundo a ANVISA os OEs poder ser considerados fitoterapicos, sendo
fitoterapico um produto obtido a partir de matéria-prima vegetal ativa, exceto
substancias isoladas, com finalidade profilatica, curativa ou paliativa, incluindo
medicamento fitoterapico e produto tradicional fitoterapico, englobando assim ativos
hidrossoluveis, lipossoluveis, extratos e solugcdes maes. A utilizacdo terapéutica da
aromaterapia esta amparada pelas medicinais tradicionais'%173,

Como qualquer composto organico, os OEs sao compostos principalmente de
atomos de carbono e hidrogénio, ligados a um ou mais grupos funcionais, que
geralmente incluem grupos de oxigénio, alcoois, fendis, aldeidos, cetonas, ésteres,

éteres entre outros?8.

1.1.7 Oleo essencial Pogostemon cablin

O Patchouli (Pogostemon cablin [Blanco] Benth.) € uma planta aromatica
originaria da Asia tropical e amplamente cultivada nas Filipinas, Malasia, india,
Indonésia e Singapura'’4175. O género Pogostemon, pertence a familia Lamiaceae da
classe das Angiospermas (do grego angeos - bolsa e sperma — semente); sdo plantas
vasculares que produzem sementes e suas estruturas reprodutivas sao flores. Sao
conhecidas cerca de 130 espécies diferentes. Morfologicamente, o Patchouli é
considerado um arbusto perene, resistente, com tronco ereto, adaptado a condicdes
climaticas de calor e umidade. Chega a medir 1,2 m de altura, possui pequenas flores
rosas esbranquigadas e folhas largas que possuem alto teor de dleo essencial (Figura
7)176-179,

O OEPc ¢ obtido por destilacdo a vapor a partir das folhas frescas, possui odor
caracteristico terroso, balsdmico e amadeirado, comercialmente €& utilizado em
perfumes e cosméticos pela propriedade de suas moléculas serem fixadoras'8®. E
uma substancia aromatizante natural utilizada como flavorizante em alimentos para
consumo humano, autorizado na segéo 172.510 pela Food and Drug Administration
(FDA) nos Estados Unidos'8'. O patchouli € uma planta aromatica com importancia
nao so comercial, mas também na industria alimenticia e de perfumaria, como para a

industria  farmacéutica. Possui diversas propriedades terapéuticas e ¢é
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tradicionalmente utilizado como componente nas férmulas para o tratamento de
doencas inflamatdrias dentro das medicinas Chinesa'®? e Ayurvédica'’”.

Quimicamente, o OEPc contém principalmente sesquiterpenos como o q, f3, y
e O-patchuleno, a e p-cariofileno, a, B e ©&-guaieno, seicheno e alcoois
sesquiterpénicos como o patchulol e pogostol?6-28,

Figura 7 — Folhas de Pogostemon cablin
Fonte: Adaptado de Sharma; Sarma, 2015.17°

Pesquisas pré-clinicas recentes tém demonstrado que o OEPc possui
acentuada atividade antibacteriana, antifingica'®-18% e potencial antivirético com
amplo espectro de ag&o'®2186-188  Além do mais, estudos demonstram diferentes
agoes bioldgicas como: antiemética’®, imunomodulagéo®?, atividade antioxidante por
inibir a formagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)"®" e impedir
fotoenvelhecimento da pele causados por radiagdo ultravioleta (UV)'92.

A literatura indica que as atividades biolégicas do OEPc estdo fortemente
associadas a seus constituintes quimicos majoritarios, tais como patchoulol (24-46%),
pogostone (0-3,8%), pogostol (2-4%) e a e B-patchuleno (3-5%)?5-'8.

O tratamento com o OEPc ou com seus compostos majoritarios mostraram
acao anti-hiperalgésica e anti-inflamatoéria / resolutiva em estudos in vitro e in vivo. Na
Tabela 1 sdo apresentadas as principais publicagdes indexadas na base de dados
PubMed a partir de 2011, as quais utilizaram OEPc, seus componentes patchoulol, 3-
patchoulene, pogostone e extratos de Pogostemon cablin.
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Tabela 1 - Revis&o bibliografica de estudos mostrando os efeitos anti-hiperalgésicos e/ou anti-inflamatorios utilizando o OEPc ou

seus compostos majoritarios em ensaios experimentais in vitro e in vivo.

OEPc ou Constituintes Doses | Via de Modelo/ Analises Analises Conclusao do Referéncia
componente majoritarios concentragées administragdo indugao comportamentais bioquimicas estudo Bibliografica
{ indice de atividade
colite ia doenga Anti- QU t I
10, 20 e (dextran sulfato leséo colbnica . - et al,
Patchoulol 40mglkg oral de sédio) UTNF-a, IFN-y, IL- inflamatorio 201732
camundongos 1B, IL-6, IL-4, IL-10,
MPO
contorgao { periodo de
abdominal laténcia de dor
(acido acético) visceral e
200mg/kg oral camundongos contorgdes
algesia da pata J COX-2
(formalina) { tempo de lambida Modula receptores
camundongos opioides u S YU et al,
Patchoulol 1 COX-2 Antinociceptivo 29
Modula receptores 2017
. opioides u
in vitro
1 - 25ul/mL célula tronco de iT_NF-a, IL-1p
cerebelo de rato via NF-kB .
d concentragéo de
ion calcio
intracelular
lesdo  pulmonar v TNF-q, IL-6 e IL-
B- aguda ¥ taxa de 18 Anti- CHEN et al
P 10mg/kg oral 9 mortalidade { MPO, MDA inflamatorio 33 ”
atchoulene (LPS) 1 edema oul Lvi 2017
camundongos pulmonar via NF-kB

Ativa via Nrf2
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Continuagao

OEPc ou Constituintes Doses | Via de Modelo/ Analises Analises Concluséo do Referéncia
componente majoritarios concentragées administragdo indugao comportamentais  bioquimicas estudo Bibliografica
aterosclerose ¥ placa "
camundongos ateroscleroética WANG e al
Patchoulol 40mg/kg intragastrica nocautes para tanto na agrta Anti-inflamatorio 34 et ab,
apolipoproteina 1 MCP-1, iNOS, 2016
IL-1B, IL-6,
CXCL9, CXCL11
, colite J escore de dano
eoslzgncial (écido iolhcl)géiggéo Anti-inflamatorio, YU et al,
Pogostemon 270 mg/kg retal tribritrt_)benzeno L MPO mgnqmod_ulador € 5016%7
cablin sulfénico - L infiltrado de antimicrobiano
TNBS) ratos o
neutréfilos
d quimiotaxia de
1,3, 10, 30, 60 in vitro ?‘ﬁ;‘fg‘;ﬁ
patchoulol e 90ug/mi neutrofilos fagocitica de
(38,5%), células PMN
a-bulneseno { recrutamento de
Oleo (20,3%), leucdcitos
essencial a-guaiene Peritonite I NO Anti-inflamatério e  SILVA-Filho
Pogostemon  (12,3%), 100, 200 e | . { namero de pro-resolutivo etal., 201636
cablin seicheleno 300mg/kg ora (Z|m033n) leucocitos
(8,3%), camundongo rolantes e
a-patchouleno aderentes na
(4,9%) microcirculagéo
10 mg em 20ul
de acetona tépica T edemadeorelha T MPO

Jorelha
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Continuagao
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edema de orelha
(xileno) { edema de orelha
camundongos
permeabilidade
vascular {  permeabilidade
(acido aceético) capilar
B- 10, 20 € oral camundongos Anti-inflamatério ZHANG 35 et
patchoulene 40mg/kg Vinfiltrado celular al., 2016
edema de pata ¥ MDA, MPO
(carragenina) I edema de pata iJ’L-ENF'[\‘i"OIL'?S bS
camundongo Pééz CO’X-I2 '
| via NF-kB
lesdo pulmonar ; ) )
P 10, 20 e aguda v mortallfjade’ . ¥ TNF-q, IL-6 Anti-inflamatério e SU et al.,
athoulol 40malk oral { dano histolégicoe 1 MPO, MDA - 193
Omg/kg (LPS) edema de puimdo T SOD, GPx antioxidante 2015
camundongo P §
in vitro
células epiteliais .
1 mg/ml de colon humano { via NF-kB
Extrato (TNF-o)
aquoso de . suprimiu sinais . PARK et al.,
Pogqstemon (C;%Ii'é% clinicos de colite, 1 MPO Anti-inflamatorio 2014194
cablin 10 e 50mg/kg oral tribritrobenzeno ][nowmentos lentos, l COX-2, MCP-1,
- ezes com sangue,
sulfénico - IL-6, IL-8

TNBS) ratos

recuperacédo do de
peso corporal
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lesdo  pulmonar { neutrdfilos e
J peso molhado e macréfagos
Pathoulol 10, 20 € oral aguda edema dos pulmdes { TNF-a, IL-1f Anti-inflamatorio YU et al,
40mg/kg (LPS) s ’ 2014195
camundongos 1 via NF-kB
’r’;a"étr%"fa ; L TNF-a, IL-1B, IL-
, gos  ¢e 6, NO, iNOS,
1,10 e 30uM celullas de PGEs, COX-2
muTnos | via NF-kB
(LPS) Ll et al
Pogostone { mortalidade Anti-inflamatério . /196 K
Choque J dano hepatico e
. edotdxico pulmonar
5,10 e 20mg/kg intravenoso (LPS) 2 enzimas
camundongos protetoras de dano
hepético
4 TNF-a, IL-1B,
Mastite IL-6 . .
10, 20 e 40 I MPO Anti-inflamatério e LI et al,
Pathoulol mg/kg oral (LPS) d via NF-kB preventivo 2014197
camundongos 1 sinais
histolégicos
{ dano da mucosa
Ulcera gastrica iéstrica, edema
(etanol, area da Ulcera Gastroprotetor,
Pathoulol :noé/kjo e 40 Gl indometacina, L TNF-o, IL-1B,  Anti-inflamatorio e ;Hiﬁfﬂgget
agua) IL-6 antioxidante "
ratos { MDA

T CAT, glutationa
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T periodo de
patchoulol torca laténcia
(26,5%), ggz;:ﬁﬁgl ! frequéncia de Envolvimento dos
B-guaiene . fo contorgao receptores Antinociceptivo
. o (acido acético) . -
Oleo (14,2%), camundonaos T periodo de opioides
essencial a-patchouleno 20, 9 laténcia no teste da HE et al,
Pogostemon  (8,6%), 80mg/kg placa quente 2013%
cablin B-patchouleno anafilaxia
(7,0%), cutdnea passiva |  permeabilidade
Iso-cariofileno (anti- vascular Antialérgico
(6,3%) ovalbumina) { hipersensibilidade
ratos
edema de orelha
(xileno) ! edema de orelha
camundongos
permeabilidade
’ BZ?i(t:grl\a:aral J _permeabilidade
Extrato verbascosideo (4cido  acético) capilar
etanclico da gzc?aismglg)’ camundongos
galz € rzoma - smarinico 120, pleurisia ! recrutamento de Anti-inflamatdrio L »]egtg al.
© (28,35mg/qg) 480mglkg (carragenina) neutréfilos 2013
Pogostemon ' camundongos
cablin pogostone Pata:

(46,43 mg/qg)

edema de pata
(carragenina)
camundongos

I edema de pata

{ NO, iNOS,
PGE>, COX-2,
TNF-o, IL-1B, IL-6
Figado:

{ MPO, MDA

1 SOD, GPx, GRD
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in vitro
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células de

camundongos L ONG

(LPS) iNOS, IL-6 . . JEONG etal.,
Patchoulol 25,50 e 75 uM in vitro 1 via NF-kB Anti-inflamatorio 2013200

células de

cancer colorretal

humano

(TNF-q)

edema de orelha

induzido J edema de orelha

10 20 e (xileno) Ll et al

Patchoulol 40’mg/kg oral camundongos Anti-inflamatério 2011201 ’

edema de pata { TNF-q, IL-1B,

(carragenina) I edema de pata PGE2, NO, iNOS,

ratos COX-2

Pata:

edema de pata { MDA, TNF-q,

(carragenina) I edema de pata COX-2
Extrato camundongos Figado:
metandlico 1 SOD, GPx, GRD 0 I
padronizado contorgdo Analgésico e Anti- et al,
de 0.5 1,00/kg oral abdominal \2 contorgéo inflamatdrio 201131
Pogostemon (acido aceético) abdominal
cablin camundongos

Algesia de pata | tempo de lambida

(formalina)

camundongos (segunda fase)

in vitro

macrofagos  de 4 TNF-a, IL-1B, IL- XIAN et al
Patchoulol 10, 20 e 40 ym células de 6, PGE2, NO, Anti-inflamatério 2011202 ”

murinos iINOS, COX- 2

(LPS)
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Na aromaterapia, na indicacdo empirica 0 OEPc é utilizado como hidratante,
regenerador e cicatrizante da pele; flebotdmico vascular e linfatico; em casos de
ansiedade e insbnia, age como sedativo e relaxante do sistema nervoso; antisséptico,
bactericida, antifungico, repelente de insetos, antitérmico, anti-inflamatorio,
afrodisiaco'%®183 ¢ também para obesidade como modulador do apetite?6:173.176,

Em estudos com humanos foi observado que a inalagcdo do OEPc modula
efeitos estimulantes sobre a fisiologia humana, foram registrados parametros
fisiologicos de presséo arterial sistolica e diastdlica, frequéncia cardiaca, indice de
estresse e ondas cerebrais que foram reduzidas apds inalacdo?%®, além disso,
observou-se a capacidade de reduzir em 40% a atividade relativa do sistema nervoso
autdbnomo simpatico?%4.

A aromaterapia pode ser utilizada como tratamento complementar de pacientes
com disturbios psiquiatricos. Foi demonstrado que a inalagdo do OEPc produz efeitos
calmantes e sedativos?%. Ja a sinergia de OE de patchouli, tangerina, laranja, ylang
ylang e tanaceto reduzem disturbios de comportamento em pacientes com
deméncia®®®. Além disso, outro estudo demonstrou a redugdo de comportamentos
relacionados com a deméncia, apos 4 semanas recebendo massagens com a sinergia
dos 6leos essenciais de lavanda, manjerona, patchouli e vetiver?®’.

Na literatura sdo encontradas indicacbes de baixa toxicidade deste oleo
essencial’® (ULRICH, 2004), no entanto, pode apresentar interagdo medicamentosa
com anticoagulantes devido a efeitos vasculares e reagdes alérgicas na pele. Possui
dose letal mediana (LDso) >5g/kg em doses oral e dermal agudas?®.

O presente estudo buscou investigar por meio da via inalatéria, uma via
extremamente comum e efetiva para administragdo de agentes terapéuticos - verificar
a efetividade de um importante OE com utilizagdo clinica — como uma alternativa
inovadora para reducdo do processo inflamatério. Sendo que a inflamacido esta
presente em inumeras doencas parecendo ser um denominador comum. A
participacado da via inalatéria no efeito da inalacdo do OEPc também foi analisada.
Além disso, a parte desta tese que apresenta grande ineditismo, sdo os testes
voltados a demonstrar, pela primeira vez na literatura, o possivel envolvimento de
mediadores que modulam a agao anti-hiperalgésica, anti-inflamatoria e pro-resolutiva

a partir da inalagéo do OEPc.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito anti-hiperalgésico, anti-inflamatério e pré-resolutivo da inalagao
do OEPc em modelos pré-clinicos de inflamagdo: analise da via
AnxA1/FPR2/opioides.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar o perfil fitoquimico do OEPc;

2. Verificar o efeito da inalagdo do OEPc sobre a hiperalgesia mecéanica,
atividade locomotora espontanea e sobre o edema de pata induzidos
pelo CFA;

3. Avaliar o envolvimento da via AnxA1/FPR2/opioide no efeito anti-
hiperalgésico induzido pela inalagdo do OEPc

4. Avaliar o efeito da inalacdo do OEPc sobre as concentragcbes de
citocinas pro e anti-inflamatérias em modelos animais de inflamacéo;

5. Avaliar o efeito da inalagdo do OEPc sobre o envolvimento de células
inflamatdrias na inflamacgao pleural.

6. Avaliacdo do papel da via olfatéria no efeito anti-hiperalgésico induzido
pela inalagao do OEPc.
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3. METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

A presente pesquisa caracteriza-se por experimental de natureza
quantitativa2°®201® Possui carater de pesquisa basica e foi utilizado um modelo pré-

clinico.

3.2 MATERIAL E EQUIPAMENTOS

As seguintes substancias foram utilizadas neste trabalho:

Oleo essencial Pogostemon cablin (Penny Price Aromatherapy®,
Leicestershire, UK). Solugao salina 0,9% (NaCl), Carragenina, Complete Freund's
Adjuvant (CFA), Tween® 80%, Phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF),
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), Phosphate buffered saline (PBS), Aprotinina
A, cloreto de benzamet6nio, Morfina, Naloxona (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, U.S.A.).
Fosfato de dexametasona (Ariston Inds. Quims. e Farms. Ltda., S&o Paulo, SP,
Brasil). Zicam Oral Mist (Iniciativas Matrixx, Scottsdale, AZ, EUA). Heparina (Blau
Farmacéutica S.A., Cotia, SP, Brasil). Kits para Ensaio de imunoabsorgédo enzimatico
(ELISA) (BioLegend Inc., San Diego, CA, EUA e R&D Systems Inc. Minneapolis, MN,
EUA). WRW4 foram adquiridos da Cayman Chemical Company (Ann Harbor, M,
USA).

Os seguintes equipamentos foram utilizados: cromatégrafo gasoso da Agilent
5975 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA); filamento de von Frey de 0,6 g
(VFH, Stoelting, Chicago, USA); micrémetro (INSIGHT®, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo,
Brasil); leitor de microplacas DNM-9602 Perlong Medical (Nanjing Perlove Medical
Equipment Co, Nanjing, Chinacentrifuga refrigerada NT 815 (Nova Técnica
Equipamentos para Laboratorio, Piracicaba, SP, Brasil), Micro-seringa de 10 l
(Hamilton, USA).

3.3 ANIMAIS
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Nessa pesquisa foram utilizados camundongos Swiss fémeas (25 a 35 g),
obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).
Adicionalmente, foram utilizados camundongos fémeas (20 a 30 g) da espécie Mus
musculus e linhagem C57BL/6 selvagens (wild type, AnxA1*/*) e animais
geneticamente modificados com ablagdo do gene da AnxA1 (knockout, AnxA17/),
gentilmente fornecidos pela Profa. Dra. Sandra Helena Farsky, do Departamento de
Analises Clinicas e Toxicologicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de S&o Paulo (USP). A procriacédo desses animais foi realizada no
Laboratério de Neurociéncias Experimental (LaNEx). Os animais foram aclimatados a
22+2°C, no ciclo 12h-claro/12h-escuro (claro a partir das 6h), com acesso livre a ragéo
e agua. Os animais foram homogeneamente distribuidos entre os grupos e
aclimatizados no laboratorio por pelo menos 1h antes dos testes.

3.4 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Na primeira etapa do estudo foi determinado o perfil fitoquimico do éleo
essencial por meio de analise cromatografica.

No delineamento do 1° conjunto de experimentos realizados em animais,
referente ao modelo de inflamacéo periférica induzida pela administrag&o intraplantar
(i.pl.) de CFA. Para cada grupo, foram utilizados 8 animais (N=8). Um dia antes da
inducao da inflamagao, foram registradas as informag¢des basais de hiperalgesia e
edema de todos os animais. Com o objetivo de avaliar o processo inflamatorio em dois
momentos, na fase precoce e tardia, os testes foram realizados no primeiro e quinto
dia apds a injecdo de CFA. Os tratamentos iniciaram 24h apds a injecao de CFA e
permaneceram por um ou até cinco dias, uma vez ao dia.

O principal desfecho foi a hiperalgesia mecanica avaliada pelo teste de von
Frey. Vinte e quatro horas apds a indugdo do modelo de inflamacéo, diferentes grupos
de animais foram tratados por diferentes tempos com OEPc (3’; 10’; 30, 100’ e 240’)
e entdo foram avaliados em diferentes tempos apds os tratamentos, a fim de,
determinar o tempo que produziu o melhor efeito anti-hiperalgésico. Apos a
determinacao desse tempo, os demais desfechos foram analisados usando somente
os grupos OEPc 30’ e 240’. Apos os 5 dias de tratamento foi realizado um teste de
campo aberto, para avaliar a atividade locomotora. As avaliacbes de edema foram
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realizadas do primeiro ao quinto dia apods a injecédo de CFA, em 4h apds o tratamento
com OEPc 30’ e 240'.

ApoOs a caracterizagdo do efeito anti-hiperalgésico da inalagdo do OEPc, o
passo seguinte foi analisar o mecanismo neurobioldgico subjacente a esse defeito por
meio da analise do envolvimento dos receptores opioides e FPR2. Para isso, no
primeiro e quinto dia apos a injecéo i.pl. de CFA, camundongos foram pré-tratados
com antagonistas WRW4 ou naloxona (i.pl. ou i.t. ou s.c.) e receberam tratamento por
via inalatoria com OEPc e apds foi avaliada a hiperalgesia mecéanica. Com o intuito de
identificar o envolvimento de mecanismos anti-inflamatérios no efeito anti-
hiperalgésico produzido pela inalagdo do OEPc, foi verificado o envolvimento da
AnxA1 por meio da utilizagdo de camundongos selvagens e nocautes. Esses animais
foram submetidos a injegao i.pl. de CFA e no primeiro e quinto dia apos a hiperalgesia
mecanica e edema foram avaliados. As amostras para analises de citocinas pro e anti-
inflamataorias foram coletadas no quinto dia apds a injecéo de CFA e tratamento diario
com OEPc (Figura 8).

Pogostemon
cablin

Basal CFA DIA1 DIA2 DIA3 DIA4 DIAS

Inalagéo OEPc Y — — — —
TRATAMENTO
Inalago salina o—o—o—o—o—
Hiperalgesia mecanica ——c J\: C o—
NOCICEPGAO {
Atividade locomotora VU
EDEMA { Espessura da pata —_— —
Hiperalgesia mecanica c +
(nocautes)
Espessura da pata -
MECANISMO (nocautes)

Receptores O —0—

opioides e FPR2
Citocinas o_

Figura 8 — Desenho experimental. Primeiro conjunto de experimentos, modelo de inflamagao periférica
induzida pelo CFA.

No delineamento do 2° conjunto de experimentos, referente ao modelo de
inflamacgé&o pleural induzido por carragenina. Os animais inalaram o OEPc ou salina

por 30 min antes e por 240 min apds a injegdo de carragenina. Os animais do grupo
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controle receberam dexametasona 30 min antes da indugcdo do modelo. Quatro horas
ap6s foram coletadas amostras do lavado pleural para quantificagdo de citocinas,
leucdcito total e diferencial (Figura 9).

Pogostemon

cablin £
» —
0| CARRAGENINA I 1h I 2h I 3h I 4h .

Inalagéo OEPc i 4 —

TRATAMENTO Inalagdo salina | — £ —
Dexametasona -c

Coleta do lavado pleural o—

Citocinas o—

MECANISMOS .
INFLAMATORIOS Contagem leucdcito o_
total e diferencial

Figura 9 — Desenho experimental. Segundo conjunto de experimentos, modelo de inflamagao pleural

induzida pela Carragenina.

No delineamento do 3° conjunto de experimentos, com o objetivo de confirmar
se o efeito produzido pelo dleo essencial, seria a partir da ativagao de estruturas do
SNC ou por meio da via pulmonar, atingindo a via circulatéria sistémica, foi realizado
o teste de anosmia. Os animais foram isolados individualmente nas caixas moradias,
receberam injecao intranasal de zicam e foram avaliados no teste de discriminagao
olfativa. Em seguida, esses animais receberam injecdo de CFA, 24h apds receberam
tratamento diario com OEPc ou salina, do primeiro ao quinto dia a hiperalgesia
mecanica foi avaliada. No dia seguinte os animais foram submetidos ao teste de

atividade locomotora e 24h apods ao teste de suspenséao pela cauda (Figura 10).
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Pogostemon Y &
cablin # . £
2 AR
I piao | zicam lf pia1 | piaz2 | pias I pia4 f pias || piae | bia7 || pias .
Isolamento —0

Discriminac&o olfativa

Injegéo i.pl. CFA

Qo0

Inalagédo OEPc

Inalagdo salina o o o o o
0.
-

Atividade locomotora

Suspenséo da cauda

Figura 10 — Desenho experimental. Terceiro conjunto de experimentos, animais com anosmia € modelo

de inflamacao periférica induzida pelo CFA.
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3.5 TESTES

3.5.1 Caracterizagdo do OEPc por cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massa

A analise cromatografica do OEPc foi realizada no Departamento de Quimica
da UFSC, por meio de um cromatégrafo gasoso da Agilent 5975 por cromatografia
gasosa acoplado por espectrometria de massa (GC-MS). Foi utilizada uma coluna DB-
5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym). As condi¢des da analise foram: gas 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. Razao de split de 1:10. Para a deteccao foi aplicada a técnica de impacto
eletrénico a 70 eV. As amostras foram diluidas em cloroférmio. As concentragcdes dos
componentes do 6leo essencial foram calculadas utilizando as areas individuais dos
picos de cada componente que foram identificados pela comparagcao dos espectros
de massas obtidos com os dados descritos na literatura?'®. Os indices de retencado
(IR) foram calculados através da co-inje¢cao de uma mistura de n-alcanos de série (C5

- C30), usando a equagao descrita por Vandendool e Kratz (1963) 2",

3.5.2 Tratamento inalatorio com 6leo essencial

O tratamento por via inalatéria foi realizado utilizando 200 yl de OEPc ou
salina*'#2. Para inalagdo do OE foi utilizado uma caixa plastica semelhante a caixa
moradia dos animais (20 cm de altura, 30 cm de largura e 20 cm de profundidade)
com uma tampa de acrilico com 4 pequenos furos de 5 mm de didmetro para entrada
de oxigénio. No interior da caixa foi colocada uma placa de petri contendo 6leo
essencial, por um periodo de 30 minutos antes de receber os animais. Cada grupo (n
= 8 animais) foi colocado dentro da caixa onde permaneceram inalando o ar do
ambiente interno da caixa com os vapores do OE ou de salina.

Os animais do grupo controle foram colocados dentro da caixa nas mesmas
condigdes, com o mesmo volume de salina*'4%212_ Afim de definir o melhor tempo de
inalagao, inicialmente os animais foram submetidos a inalacédo de 200 pL de OEPc
por diferentes tempos (3’; 10’; 30’, 100’ e 240’) e ap0os foi avaliado o decurso temporal
desse efeito quanto a hiperalgesia mecénica nos tempos de 0,5h, 1h, 2h, 4h ou até se
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restabelecerem os valores de respostas basais. Apds definido o melhor tempo, os

animais foram tratados diariamente por até 5 dias consecutivos.

3.5.3 Modelo de inflamacgao persistente induzida pelo CFA

O modelo de inflamagao crénica foi induzido pela administragdo de 20 pl via
intraplantar (i.pl.) de solugédo de CFA diluido em salina e Tween® 80 (CFA, 50%). Esse
modelo foi utilizado para avaliar o possivel efeito anti-hiperalgésico e anti-inflamataério,
bem como, para as andlises do mecanismo de agdo do OEPc?'3-215, Nesse modelo de
inflamagéao foram utilizados tanto camundongos Swiss fémeas quanto camundongos
C57BL/6 selvagens (AnxA1*/*) e nocautes para AnxA1 (AnxA1°/) fémea. Os animais
receberam o tratamento por via inalatéria com OEPc e posteriormente foram avaliados
quanto a hiperalgesia mecanica e edema. Posteriormente, os tecidos foram coletados

para analises bioquimicas e imunoldgicas.

3.5.4 Modelo de inflamacao pleural induzida pela carragenina

Para inducé&o da pleurisia foram utilizados camundongos Swiss fémeas que
foram anestesiados com isoflurano 2% a 100% de O.. Apdés a confirmacao da
anestesia, 100 pl de salina estéril ou de uma solugédo contendo 1% de carragenina foi
administrada no espaco intercostal na cavidade pleural direita dos animais. Quatro
horas apos a injecédo de carragenina, os animais foram eutanasiados e colocados em
mesa cirurgica, com declive de 30° a 45°, onde foi realizada uma incisdo transversal
na pele e dos musculos abdominais. Em seguida o apéndice xiféide foi pingado e por
meio de uma incisdo abaixo do osso esterno, os pulmdes e a cavidade pleural foram
expostos. Logo apds este procedimento, a cavidade pleural foi lavada com 1,0 ml de
PBS heparinizado (20 Ul/ ml). A seguir, uma amostra liquida da cavidade pleural foi
coletada com auxilio de micropipeta automatica e armazenada em tubos eppendorfs
e para posterior determinagdo do nimero total e diferencial de leucdcitos?'®. Para a
realizagédo do tratamento no modelo agudo de pleurisia, os animais inalaram o OEPc
por 30 min antes e por 240 min apds a injegdo de carragenina. Os animais do grupo
controle receberam dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.) 30 min antes da injecdo de

carragenina.
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3.5.5 Testes comportamentais

3.5.5.1 Avaliagao da hiperalgesia mecanica

Para avaliagdo da hiperalgesia mecanica foi utilizado o monofilamento de von
Frey. Para aplicagao do teste, os animais foram colocados individualmente sobre um
aparato de acrilico (9 x 7 x 11 cm), sem fundo e coberto com tampa, posicionado sobre
uma tela de arame com malha de 6 mm (70 x 40 cm). O teste foi aplicado utilizando
um filamento de von Frey de 0,6 g (VFH, Stoelting, Chicago, USA). Aplicagbes
repetidas do filamento foram realizadas na superficie ventral da pata posterior direita
do animal (pata com injecdo de CFA); as aplicagdes foram realizadas
perpendicularmente a superficie plantar, efetuando uma pressdo suficiente para
proporcionar a curvatura do filamento; as aplicagdes do filamento foram realizadas
quando o animal permaneceu com as quatro patas acomodadas sobre a tela. A
resposta de retirada somente foi considerada quando o animal removeu totalmente a
pata da superficie da tela de apoio*!4%217,

A frequéncia de retirada da pata foi expressada em valores percentuais com
100% sendo 5/5 e 0% sendo 0/5 de resposta. Um aumento na frequéncia de resposta
foi interpretado como hiperalgesia mecénica. No dia anterior a injecéo i.pl. de CFA os
animais foram submetidos ao teste para obtencdo de uma resposta basal, onde
apenas o0s animais que apresentaram uma porcentagem de resposta entre 0 a 20%

foram selecionados?'4.

3.5.5.2 Avaliagao da atividade locomotora esponténea

Para descartar um possivel efeito inespecifico do OEPc sobre o SNC, que afete
a atividade locomotora dos animais, foi utilizado o teste do campo aberto. O teste foi
realizado em um aparato de madeira medindo 40 x 60 x 50 cm com o assoalho da
caixa dividido (pintado) em 12 quadrados iguais. O teste consistiu na contagem do
numero de cruzamentos (com as quatro patas) que o animal realizou durante 6 min.
Os animais foram tratados diariamente com 200 pl de OEPc por 30 min ou 240 min,
em um periodo de 5 dias e o teste foi aplicado apenas no 5° dia, 30 min apds a

inalagao*'.
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3.5.5.3 Avaliagao do edema de pata

Para verificar o edema da pata, foi utilizado um micrometro (INSIGHT®,
Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil). O edema foi determinado pela diferenga da
espessura em micrometros da pata esquerda tratada com salina e da pata direita
tratada com CFA, obtidas de cada grupo?'®. A primeira avaliagao foi realizada 24h
apos a injegao i.pl. de CFA e entéo realizadas avaliagdes do decurso temporal em
0,5h, 1h, 2h, 4h ou até se restabelecerem os valores de respostas basais. Para
verificar o efeito dos tratamentos repetidos serao realizadas avaliagdes nos dias 1, 2,
3,4 e 5 apobs a injecdo de CFA. Como controle positivo, foi utilizado o farmaco padréo
dexametasona na dose de 1 mg/kg administrada por via i.p.

3.5.5.4 Avaliagcado de fendbmenos relacionados ao mecanismo de ag¢ao da inalagéo do
OEPc

3.5.5.4.1 Avaliagcéo do envolvimento da AnxA1 no efeito anti-hiperalgésico induzido
pela inalagcdo do OEPc

Para investigar o papel da AnxA1 no efeito anti-hiperalgésico e antiedematoso
induzido pela inalagdo do OEPc 30’ foi utilizado o modelo animal de inflamagao
causada pelo CFA. Foram utilizados nesses experimentos camundongos fémeas
C57BL/6 selvagens (AnxA1*/*) e animais geneticamente modificados com ablag&o do
gene da AnxA1 (AnxA17/). No primeiro e quinto dia apos a injecéo i.pl. de CFA os
animais foram tratados com OEPc 30’ ou salina por via inalatoria. Avaliagdes da
hiperalgesia mecanica, bem como do edema (espessura da pata) foram realizadas 30

min apds os tratamentos, respectivamente.

3.5.5.4.2 Avaliacdo do envolvimento dos FPR2 no efeito anti-hiperalgésico induzido
pela inalagcdo do OEPc

O envolvimento dos FPR2 sistémicos, periféricos e espinais no efeito anti-
hiperalgésico induzida pela inalagdo do OEPc também foi investigado no modelo de
hiperalgesia inflamatdria induzido pelo CFA, assim foram utilizados camundongos
Swiss fémeas. No primeiro e quinto dia apés a injecéo i.pl. de CFA os animais foram
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pré-tratados com WRW4 (antagonista para FPR2, 10 pg/kg, s.c., 10 ug/20pl, i.pl. ou 5
Mg/5ul, i.t.) ou salina (10 mil/kg, s.c; 20 pl/i.pl; 5 pl/i.t). Apés 15 ou 20 min os animais
receberam tratamentos com OEPc 30’ ou salina por via inalatéria. A avaliacdo da
hiperalgesia mecanica foi avaliada 30 min apds os tratamentos.

3.56.5.4.3 Avaliagdo do envolvimento dos receptores opioides no efeito anti-
hiperalgésico induzido pela inalagéo do OEPc

Com o objetivo de investigar a participagado de receptores opioide sistémicos,
periféricos e espinais sobre a atividade anti-hiperalgésica do OEPc, os animais foram
submetidos a injegado de CFA na pata posterior direita e 24h ap6s foram pré-tratados
com salina (10 ml/kg, i.p.) ou naloxona (antagonista para os receptores opioides, 1
mga/kg, i.p.; 5 pug/20yl, i.pl. ou 5 pg/5ul, i.t., respectivamente). Apos 20 min (para a
administragao por via i.p.) ou 15 min (para as administragdes por via i.pl. ou i.t.) os
animais receberam tratamento com OEPc por via inalatéria durante 30 min ou com
morfina (controle positivo, 5 mg/kg - injecdo subcutanea [s.c.] ou 5ug/20ul, i.pl.
5ug/54l, i.t.) conforme descrito anteriormente*’. A avaliagdo da hiperalgesia mecanica

foi realizada 30 min apds os tratamentos.

3.5.6 Ensaios bioquimicos e imunolégicos

3.5.6.1 Quantificagdo das concentragdes teciduais de citocinas inflamatorias

As dosagens das concentragdes de citocinas pré e anti-inflamatérias foram
realizadas em dois modelos animais de inflamag¢éo. No modelo de inflamagao induzida
pelo CFA, as analises foram realizadas no setor de bioquimica e biologia molecular
do LaNEXx localizado no campus Grande Floriandpolis, unidade Pedra Branca da
UNISUL. Para a coleta de tecidos, os animais foram previamente eutanasiados e
amostras de tecidos (pele e musculo da pata e medula espinal) foram coletadas e
armazenadas no freezer -80°C para posteriores analises. O sacrificio dos animais foi
realizado no quinto dia apds a inje¢do de CFA e 30 min apds o quinto tratamento diario
com a inalagdo do OEPc. Para quantificagdo, as amostras de tecido das patas (pele)
e medula espinal (L4-L6) foram homogeneizadas e colocadas em tampé&o fosfato
(PBS) contendo Tween 20 (0,05%), PMSF (0,1 mM), EDTA (10 mM), aprotinina (2
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ng/ml), cloreto de benzeténio (0,1 mM). As amostras foram centrifugados a 3000g por
10 min a 4°C, em seguida o sobrenadante foi obtido e estocado a -80°C para as
analises posteriores. No sobrenadante, a quantidade de proteinas foi determinada
usando albumina de soro bovino como padrao de acordo com o método de Bradford
(1976). Aliquotas de 100 ul foram utilizadas para mensurar as concentragées de TNF-
a, IL-1B, IL-4, MCP-1 e TGF- por meio de Kits de ELISA, de acordo com as instrugdes
dos fabricantes. Os valores obtidos foram estimados por meio da interpolagdo de uma
curva padréo, utilizando-se ensaio colorimétrico, medido a 450 nm (comprimento de
onda de corregdo de 540 nm) em um leitor de placas de ELISA. Assim todos os
resultados foram expressos em picogramas/mg de proteina?'3214,

No modelo de inflamacgé&o pleural induzida pela carragenina, as analises foram
realizadas no setor de bioquimica do laborat6rio de Neurobiologia da Dor e Inflamagao
(LANDI) do departamento de Ciéncias Fisiologicas da UFSC. Amostras de exsudato
pleural foram obtidas, utilizando a mesma solugao tampéao (PBS). A coleta da amostra
foi realizada 4h apods a injegcéo intrapleural de carragenina. Neste modelo foram
analisadas as citocinas: TNF-a, IL-183, IL-4, IL-5 e IL-10 por kits de ELISA de acordo

com metodologia descrita acima?'3.214.216,

3.5.6.2 Avaliacdo do envolvimento de células inflamatérias na inflamagao pleural

induzida pela carragenina

No modelo de inflamac&o pleural induzida pela carragenina, a contagem celular
foi realizada de acordo com o descrito previamente?'®22°, com algumas adaptagoes.
A contagem total foi realizada utilizando a camara de Neubauer espelhada e
microscopio 6ptico (aumento de 400 vezes), com uma prévia diluicdo de 10 pl do
exsudato em 200 pl do liquido de Turk (2% de acido acético). Para a contagem
diferencial, as amostras foram centrifugadas a 4 °C e o depésito de leucécitos formado
foi ressuspendido em 200 pl de albumina bovina a 3 %, sendo secados a temperatura
ambiente e corados com auxilio do kit para coloragdo hematolégica. A contagem
diferencial foi realizada em microscopio optico comum, com auxilio de objetiva de
imersao com aumento de 1.000 vezes, contando-se aproximadamente 100 células por

lAmina?'e,
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3.5.7 Avaliagao do papel da via inalatéria no efeito anti-hiperalgésico induzido

pela inalagdo do OEPc

Para determinar a contribuicdo da via inalatéria no efeito anti-hiperalgésico

induzido pela inalagdo do OEPc foi necessario induzir anosmia nos animais.

3.5.7.1 Procedimento para indugao de anosmia nos camundongos

A anosmia nos animais foi induzida por meio da administrag&o intranasal de
uma solugdo contendo gluconato de =zinco (1x) + acetato de zinco (2x),
comercialmente vendido como Zicam Oral Mist (Iniciativas Matrixx, Scottsdale, AZ,
EUA). Para realizacdo da administracdo intranasal, os animais foram levemente
anestesiados com 1-2% de isoflurano a 100% de O2 e 30 ul de Zicam ou salina (grupo
controle) foi administrado lentamente na metade direita da cavidade nasal por meio
de uma seringa Hamilton com a agulha de calibre 30 conectada a um tubo de
polietileno da mesma espessura. A agulha foi inserida 7 mm dentro da narina direita
com o objetivo de irrigar o epitélio olfatorio. Apés um intervalo de 5 min, para que os
animais recuperassem a funcao respiratéria, o procedimento foi repetido na metade
esquerda da cavidade nasal. Durante a respiragao, parte da solu¢ao (Zicam ou salina)
foi expelida pela narina e secada com papel absorvente para permitir que o animal

continue respirando normalmente48221,

3.5.7.2 Teste de discriminacgao olfatéria apdés administragao intranasal de Zicam

O teste de discriminagao olfatéria foi realizado seguindo o método descrito por
Prediger et al. (2010)??". Um dia antes da administragdo intranasal do Zicam, cada
animal foi colocado individualmente numa caixa moradia pequena de polipropileno (28
cm x 17 cm x 12 cm) permanecendo isolado por 3 dias antes do teste. Para realizar o
teste, uma nova caixa foi utilizada, adaptado uma diviséria do mesmo material
separando a caixa em duas areas (ambientes) iguais, apenas foi mantido uma
abertura (5 cm x 5 cm). Em um dos lados da caixa foi denominado ambiente n&o
familiar onde foi colocado maravalha limpa, o outro lado da caixa foi denominado de
ambiente familiar onde foi colocado maravalha na qual o animal permaneceu por pelo

menos 2 dias contendo seus restos de fezes e urina. No teste, os animais foram
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colocados individualmente dentro da caixa posicionados na abertura da diviséria
direcionados para o ambiente familiar. Durante 5 min foi contabilizado o tempo em que
0s animais permaneceram em cada ambiente (familiar e ndo-familiar) e o numero de
vezes que eles cruzaram os ambientes. Este teste foi realizado no 2° e 5° dias apos a
administragao de Zicam.

3.5.7.3 Avaliagao da hiperalgesia mecanica apds administragao intranasal de Zicam

Para verificar o efeito anti-hiperalgésico da inalagdo do OEPc apds indugao da
anosmia, foi realizado a avaliagdo da hiperalgesia mecanica como descrito na sesséo
3.5.5.1. Aiinjecao i.pl. de CFA na pata posterior direita foi administrado no 2° dia apos
a administragdo intranasal de Zicam, logo apos o teste de discriminagao olfatoria.
Vinte e quatro horas apds os animais receberam o tratamento diario com OEPc por

30 min e foram avaliados 30’ apds quanto a hiperalgesia mecéanica por até 5 dias.

3.5.7.4 Teste da atividade locomotora espontédnea apos administracdo intranasal de

Zicam

A avaliacao da atividade locomotora dos animais foi realizada utilizando o teste
do campo aberto, como descrito previamente??'222, O teste foi realizado 7 dias apds
a administracéo intranasal de Zicam. O aparato utilizado foi uma caixa de madeira
medindo 40 cm x 40 cm x 30 cm, pintado de cor escura. Os animais foram colocados
individualmente no centro da caixa e exploraram livremente o aparato durante 5 min.
A caixa foi limpa com alcool 10% apds o teste de cada animal. Os comportamentos
realizados pelos animais durante o periodo que permaneceram dentro da caixa foram
gravados a partir uma cdmera adaptada e depois avaliados pelo software ANYmaze®
(Stoelting, EUA). A distéancia total percorrida, velocidade maxima, tempo total gasto
no centro e o numero de entradas nesta zona central foram registrados para posterior

analise.

3.5.7.8 Teste de suspensao pela cauda apos administragao intranasal de Zicam

Afim de excluir um possivel efeito tipo depressivo dos animais que

permaneceram isolados em caixas individuais, no 8° dia apdés a administracéo
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intranasal de Zicam foi realizado o teste de suspensao pela cauda. O teste consistiu
em suspender cada animal pela cauda, na bancada de experimentos com o auxilio de
uma fita adesiva, a uma altura de 1 m do chdo, de forma tal que o animal
permanecesse com a porgéo ventral do corpo voltada para a camera de registros.
Cada animal permaneceu nesta posi¢ao durante 5 min sendo filmado por uma camera.
Foi entdo contabilizado o tempo em que o animal permaneceu imével (auséncia de

movimentos), caracterizando um comportamento do tipo depressivo??.

3.5.8 Morte Indolor Assistida (MIA) dos animais

Para realizar o método de MIA, apds os experimentos foram obedecidas as
disposi¢cdes da resolucdo numero 1000 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria
(CFMV) de 12 de maio de 2012, bem como da Instrugdo Normativa numero 13 —
Diretrizes da Pratica de Eutanasia do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) de 20 de setembro de 2013, sendo o
procedimento realizado pelo Médico Veterinario responsavel pelo Biotério do LaNEx
Geraldo Jorge Severgnini Bernardes, Matricula na UNISUL-7068 e CRMV 0452-SC,
por sobredose anestésica (cloridrato de xilazina 30 mg/kg associado a cloridrato de
dextrocetamina 150 mg/kg, IM) seguida de aplicagdo de solugdo eutanasica T61®,
por via intraperitoneal.

Os animais utilizados no estudo conforme item 3.5.6 foram previamente
anestesiados com 10% de isoflurano a 100% de O2 e em seguida decapitados por
uma guilhotina, devido a interferéncia nas analises bioquimicas do método de
eutanasia padrao.

3.6 VARIAVEIS DE ESTUDO

Quadro 3 — Variaveis de estudo

Variaveis Tipo Natureza Proposta de utilizagao
Tratamentos com o Independente | Quantitativa Tempo de inalagéo
OEPc Continua (minuto)
Sim ou Nao
Modelo de CFA Independente | Quantitativa Média + Desvio padrao
continua de da média
razao
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Hiperalgesia mecanica Dependente | Quantitativa Frequéncia de retirada
continua de da pata (%)
razao Média £ Desvio padrao
Edema de pata Dependente | Quantitativa Espessura da pata (um)
continua Média £ Desvio padrao
Atividade locomotora Dependente | Quantitativa Numero de
espontanea discreta cruzamentos
Média £ Desvio padrao
Participagcéo dos Dependente | Qualitativa Sim ou Nao
receptores opioides
Participacdo dos FPR2 Dependente | Qualitativa Sim ou Nao
Participacdo da AnxA1 Dependente | Quanlitativa Sim ou Nao
Modelo de Pleurisia Independente | Quantitativa Média + Desvio padrao
continua de da média
razao
Contagem de células Dependente | Quantitativa pg/mg de proteina
inflamatdrias continua de Média £ Desvio padrao
razao
Concentragdes de Dependente | Quantitativa pg/mg de proteina
citocinas continua de Média £ Desvio padrao
razao
Envolvimento da via Dependente | Quantitativa Média + Desvio padrao
inalatoria continua de
razao

3.7 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

Todos os resultados foram analisados no programa Graph Pad Prism na versao
6.0 (La Jolla, Califérnia, EUA). Nas analises estatisticas foram avaliadas a distribuicdo
dos dados por meio do teste de Shapiro-wilk. Desta forma, os resultados poderao ser
apresentados como meédia * desvio padrdo. Os dados paramétricos foram
comparados usando teste t de Student ou analise de variancia (ANOVA) de uma via,
seguido pelo teste de Tukey ou ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni,
para multiplas comparacdes. Em todas as analises, valores de p menores que 0,05

foram considerados estatisticamente significativos.
3.8 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA
Os experimentos foram conduzidos apés a aprovacdo da Comissdo de Etica

no Uso de Animais (CEUA) da Universidade do Sul de Santa Catarina (UNISUL) com
os protocolos n° 15.035.2.07.IV e 16.025.2.07.1V. Os experimentos foram
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desenvolvidos no LaNEx — Campus Universitario da Pedra Branca, Bloco 12, na
UNISUL. Todos os experimentos foram realizados de acordo com o guia de cuidados
de animais de laboratorio e guia ético para investigagées experimentais da dor em

animais conscientes??4.
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4. RESULTADOS

4.1 ANALISE DOS COMPONENTES VOLATEIS DO OEPc

A analise dos componentes volateis do OEPc foi obtida por meio de GC-MS,
comparando os indices de retengdo (IR) calculados com a dados da literatura?'225,
As substancias identificadas com a analise estdo apresentadas na Tabela 1 e os
dados espectrais na Figura 11. Apos a analise foram identificados treze elementos
constituintes (89,2%), sendo onze deles hidrocarbonetos sesquiterpénicos (a-
copaeno 0,5%, B-patchouleno 2,8%, B-elemeno 0,9%, Cicloseicheleno 0,6%, Trans-
B-cariofileno 3,1%, a-guaieno 14,2%, Seicheleno 6,5%, a-patchouleno 3,9%, y-
patchouleno 1,3%, Guai-4,11-dieno 3,5%, a-bulnesene 18,3%) e dois sesquiterpenos
oxigenados (pogostol 2,5% e patchoulol 31,1%). Dos compostos analisados foram
identificados como compostos majoritarios o patchoulol (31,1%), a-bulneseno

(18,3%), a-guaieno (14,2 %).

———25.165

—21.481
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—19.792
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— —24.961
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Figura 11 — Perfil fitoquimico do OEPc
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Tabela 2 - Componentes identificados no OEPc por GC-MS

Tempo de indice de )

Componentes retencao retencao Conceontragao
(min) (IR) (%)
a-copaeno (1) 18.134 1373 0.5
B-patchouleno (2) 18.323 1384 2.8
B-elemeno (3) 18.535 1390 0.9
Cicloseicheleno (4) 19.054 1411 0.6
Trans-B-cariofileno (5) 19.297 1421 3.1
a-quaieno (6) 19.792 1436 14.2
Seicheleno (7) 19.918 1443 6.5
a-patchouleno (8) 20.263 1458 3.9
y-patchouleno (9) 20.342 1461 1.3
Guai-4,11-dieno (10) 21.261 1498 3.5
a-bulneseno (11) 21.481 1506 18.3
Pogostol (12) 24.961 1650 25
Patchoulol (13) 25.165 1656 311

4.2 EFEITO DA INALACAO DO OEPc NA HIPERALGESIA MECANICA INDUZIDA
POR CFA

4.2.1 Determinagao do melhor tempo de inalagao do OEPc

Os resultados da Figura 12 indicam que os animais que receberam a injegao
i.pl. de CFA apresentaram hiperalgesia mecanica 24h apds a injegao, constatada pelo
aumento (p < 0,001) da frequéncia de resposta de retirada da pata quando
comparados com os animais que receberam uma injegéo i.pl. de salina (painel A). O
painel B, demonstra os resultados dos diferentes tempos de tratamento 3’ a 240’ de
inalacdo do OEPc. Os animais que receberam tratamento com OEPc durante 10’
apresentaram um efeito anti-hiperalgésico em 0,5h apds a inalagao (p = 0,009) quando
comparado com os animais do grupo controle. Nos animais do grupo OEPc 30’ houve
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uma reducgao da hiperalgesia mecanica por 0,5h (p = 0,009) e 1 h (p = 0,01) apos o
tratamento, quando comparado com os animais do grupo controle. Definiu-se assim,
que 30’ de inalacdo do OEPc apresentou o melhor efeito anti-hiperalgésico (que

perdurou por mais tempo).

4 Salina + Salina30' -@ CFA+ Salina @ CFA+ Salina 4 CFA+OEPc10'" -© CFA+OEPc100'
©- Salina + OEPc 30’ 24+ CFA+0OEPc3 € CFA+OEPc30' +© CFA+OEPc 240
g *kk *kk 9
=~ *kk X
% 100+ *kk S 1004
0
§ 804 S 80-
n
2 60+ 2 604
s C
g 40- _ﬂ 40'I *
2 204 § § % é 2 20
<g <g
g 04 T 04
o o
r e
v v - b ) T T T
B 0,5h 1h 2h B 0,5h 1h 2h
Tempo apos inalagao Tempo apés inalagao

Figura 12 — Avaliagdo do melhor tempo de inalagdo do OEPc sobre a hiperalgesia mecanica.
Legenda: Avaliagdo do efeito de diferentes tempos de inalagdo do OEPc na hiperalgesia mecanica.
Cada ponto representa a média dos valores obtidos de 8 animais e as linhas verticais indicam o desvio
padrao (D.P.) *p < 0,05 quando comparados com o grupo controle (CFA + Salina). ***p < 0,001 quando
comparado com o grupo Salina + Salina 30’ ou Salina + OEPc 30’. A diferenga estatistica significativa
foi determinada pela ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni. OEPc: 6leo essencial
Pogostemon cablin. CFA: Complete Freund's Adjuvant. B: valores basais 24h apos a inje¢do de CFA
na pata. h: horas.

4.2.2 Avaliacao do efeito da inalacao diaria do OEPc

Os resultados da figura 13 demonstram a avaliagdo do decurso temporal do
efeito da inalac&o diaria do OEPc por 30’ ou 240’. Nos painéis A e B foram verificados
que os animais nao submetidos a injecdo de CFA na pata e tratados com salina ou
OEPc por 30" ou OEPc 240’ por via inalatéria durante 5 dias consecutivos n&o
apresentaram alteragdes (p > 0,05) da frequéncia de resposta de retirada da pata.

No 1° dia apds a injegao de CFA, observa-se que na avaliagdo do decurso
temporal apés o tratamento com OEPc 30’ houve uma diminuigcéo significativa da
hiperalgesia mecanica em 0,5h (p <0,001) e 1h (p = 0,008) apds o tratamento, quando

comparados com os animais do grupo controle (painel C). No entanto, apds o



73

tratamento com OEPc 240’ ndo houve alteragbes na hiperalgesia mecanica em
relagcdo ao grupo controle (painel D).

No 5° dia apds a injegdo de CFA, na avaliagado do decurso temporal observou-
se que o grupo de animais OEPc 30’ ainda apresentaram redugao da hiperalgesia
mecéanica somente em 0,5h (p = 0,006) apds o tratamento com o OE, quando
comparados com os animais do grupo controle (painel E). Além disso, apds o
tratamento com OEPc 240’ ndo houve alteragbes na hiperalgesia mecanica em
relacdo ao grupo controle (painel F).

Os painéis G e H, apresentam os resultados da inalagdo do OEPc no 1°, 3° e
5° dias. Os animais do grupo OEPc 30’ apresentaram um efeito anti-hiperalgésico em
0,5h apods o tratamento nos dias 1° (p < 0,001), 3° (p < 0,001) e 5° (p = 0,04) em
relagdo aos animais do grupo controle. E os animais do grupo OEPc 240’ ndo houve
alteragdes na hiperalgesia mecanica em relagdo ao grupo controle apds os

tratamentos.
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Figura 13 — Efeito da inalagéo diaria do OEPc sobre a hiperalgesia mecanica.

Legenda: Efeito per se da inalagao de OEPc 30’ e 240’ nos 1°, 3° e 5° dias na hiperalgesia mecanica
(painel A e B). Avaliagédo do decurso temporal no efeito da inalagao do OEPc 30’ (painel C, E e G) ou
OEPc 240’ (painel D, F e H) na hiperalgesia mecanica. Cada ponto representa a média dos valores
obtidos em 8 animais e as linhas verticais indicam desvio padrao (D.P.) *p < 0,05, **p < 0,01 € ***p <
0,001 quando comparado com o grupo controle (CFA + Salina). A anadlise estatistica foi realizada pela
ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni. OEPc: 6leo essencial Pogostemon cablin. CFA:
Complete Freund's Adjuvant. B: valores basais. D: dias.
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4.3 AVALIACAO DO EFEITO DA INALACAO DO OEPC SOBRE A ATIVIDADE
LOCOMOTORA

Os resultados da Figura 14 demonstra que n&do houveram diferencas
estatisticas no numero de cruzamento da atividade locomotora entre os grupos de
animais avaliados. Descartando assim, um possivel efeito sedativo sobre o SNC.

O tratamento por via inalatéria do OEPc 30’ ou OEPc 240’ administrados por 5
dias consecutivos, n&do afetou (p > 0,05) a atividade locomotora no teste de campo
aberto, quando comparado com os animais do grupo controle (Salina 30’ ou Salina
240’). No painel A, as médias dos cruzamentos foram 125,1 £ 15,09 para o grupo
OEPc 30’ e 143,0 £ 12,0 para o grupo Salina 30’. No painel B, as médias dos
cruzamentos foram 119,3 + 5,21 para o grupo OEPc 240’ e 105,6 £ 3,57 para o grupo
Salina 240’
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Figura 14 — Efeito da inalagdo do OEPc sobre a atividade locomotora dos camundongos.

Legenda: Cada coluna representa a média dos valores obtidos em 8 animais. A anadlise estatistica foi
realizada pelo teste t de Student, cada coluna indica desvio padréo (D.P.). *p < 0,05 quando comparado
com o grupo Salina 30’ ou 240’. N°: niumero. OEPc: Oleo essencial Pogostemon cablin.

4.4 AVALIAGAO DO EFEITO DA INALACAO DO OEPc NO EDEMA INDUZIDO POR
CFA

Os resultados da Figura 15, demonstram um aumento (p < 0,001) na espessura
da pata dos animais que foram submetidos a injecdo i.pl. de CFA, quando comparados
aos animais do grupo Salina, caracterizando o modelo pré-clinico de dor inflamatoria

(painel A). Os painéis B, C e D apresentam os resultados apos os tratamentos por 5
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dias consecutivos com OEPc 30’ ou 240’ ou dexametasona (1 mg/kg i.p.) e avaliados
4h apods os tratamentos.

No painel B, os resultados demonstram que no 3° dia o grupo OEPc 30’ ndo
houveram alteragbes na espessura da pata em relagdo aos animais do grupo controle.
No painel C, nos 3° (p = 0,01) e 4° (p = 0,02) dias houveram uma redugao
estatisticamente significativa da espessura da pata dos animais do grupo OEPc 240’
quando comparados com o grupo controle.

No painel D, o tratamento com dexametasona (1 mg/kg i.p.) utilizadada como
um controle positivo, produziu redugcéo do edema de pata no 1°, 2°, 3°, 4° e 5° dia (p
< 0,001).
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Figura 15 — Efeito da inalagdo do OEPc no edema de pata.

Legenda: Avaliagdo do edema de pata induzido por CFA (painel A) apos tratamento com OEPc 30°
(painel B), OEPc 240’ (painel C) ou dexametasona (painel D). Cada ponto representa a média dos
valores obtidos de 8 animais e as linhas verticais indicam desvio padréo (D.P.). *p < 0,05 e ***p < 0,001
quando comparado com o grupo CFA + Salina. ###p < quando comparado com o grupo Salina + Salina
30’. A diferencga estatistica significativa foi determinada pela ANOVA de duas vias seguido pelo teste
de Bonferroni. OEPc: Oleo essencial Pogostemon cablin. CFA: Complete Freund's Adjuvant. B: valores
basais antes da injecao de CFA na pata. 24h: valores basais 24h apos a injegdo de CFA na pata D:
dias. Dexa: Dexametasona.
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4.5 AVALIACAO DO ENVOLVIMENTO DA ANEXINA A1 NO EFEITO ANTI-
HIPERALGESICO E ANTI-EDEMATOSO PRODUZIDO PELA INALAGCAO DO OEPc

Os resultados apresentados na Figura 16 mostram que o tratamento com OEPc
30’ por via inalatoria reduziu (p = 0,009) de maneira significativa a frequéncia de
retirada da pata de camundongos selvagens (AnxA1*/*) 24h apds a injegao i.pl. de
CFA. No entanto, quando o tratamento com OEPc 30’ foi realizado em animais
nocautes (AnxA1/) o efeito anti-hiperalgésico do OEPc 30’ foi prevenido (p = 0, 03).
Além disso, foi observado que o tratamento dos animais com inalagao de salina 30’ (p
= 0,) ndo alterou a frequéncia de resposta dos animais (painel A).

Além disso, foi observado que a espessura da pata dos animais selvagens
(AnxA1*/*) que receberam o tratamento com OEPc 30’ apresentaram uma tendéncia
(p = 0,14) em reduzir da espessura da pata inflamada. No entanto, esse efeito n&o foi
observado nos animais nocautes (AnxA17/), pelo contrario, eles apresentaram um
aumento da espessura da pata (p < 0,001) (painel B).
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Figura 16 — Envolvimento da Anexina A1 no efeito anti-hiperalgésico do OEPc.

Legenda: Avaliagéo do efeito envolvimento da Anexina A1 no efeito anti-hiperalgésico (painéis A e B)
e no efeito antiedematoso (painéis C e D) do OEPc 30’ no 1° e 5° dias. Cada coluna representa a média
dos valores obtidos em 8 animais e indicam desvio padréo (D.P.). *p < 0,05 quando comparado com o
grupo AnxA1*/* + Salina 30’. #p < 0,05 e ###p < 0,001 quando comparado com o grupo AnxA1*/* +
OEPc 30'. ns: ndo apresenta diferenca estatistica. A analise estatistica foi realizada pela ANOVA de
uma via seguido pelo teste de Tukey. OEPc: 6leo essencial Pogostemon cablin. AnxA1*/*: animais
selvagens. AnxA17/: animais nocautes com ablagéo para o gene Anexina A1.
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4.6 AVALIACAO DO ENVOLVIMENTO DO FPR2 NO EFEITO ANTI-HIPERALGESICO
PRODUZIDO PELA INALACAO DO OEPc

Os resultados apresentados na Figura 17 ilustram o envolvimento do FPR2 na
inalagao do OEPc 30’ no modelo de inflamacao induzida pelo CFA. Os painéis A e B,
apresentam o envolvimento do FPR2 sistémico no efeito da inalagdo do OEPc 30’ no
1° e 5°, respectivamente. Onde observou-se que a administracdo de WRW4 (10
Mg/s.c.) ndo apresentou modificagdes (p > 0,05) na frequéncia de retirada da pata
(hiperalgesia mecéanica) quando comparado com os animais do grupo controle salina
(20 pdgfi.pl.). Apos o tratamento com OEPc 30’ foi observado uma redugdo na
hiperalgesia mecénica no 1° dia (p < 0,001) e no dia 5 (p < 0,001) quando comparado
com o grupo controle. No entanto, o tratamento com WRW4 (10 ug/s.c.) preveniu o
efeito produzido pelo OE tanto no 1° (p = 0,007) quanto no 5° (p = 0,001) dia apds o
tratamento.

Além disso, nos painéis C e D, observou-se que a administragdo de WRW4 (10
Mg/i.pl.) ndo modificou (p > 0,05) a frequéncia de retirada da pata (hiperalgesia
mecanica) quando comparados com animais do grupo controle receberam uma
injecdo i.pl. com salina (20 pg/i.pl.). Nos animais que receberam tratamento com OEPc
30’ foi observado uma redugao na hiperalgesia mecéanica no dia 1 (p < 0,01) e dia 5
(p < 0,001) quando comparado com o grupo controle. No entanto, o tratamento com
WRW4 (20 ug/i.pl.) ndo foi capaz de prevenir o efeito anti-hiperalgésico produzido pelo
OEPc 30’ tanto no 1° (p > 0,99) como no 5° (p > 0,70) dia apds o tratamento.

Nos painéis E e F, representam a avaliagao do envolvimento do FPR2 espinal
no efeito anti-hiperalgésico da inalagdo do OEPc 30’ no 1° e 5° dias, respectivamente.
Observou-se que a administragdo de WRW4 (5 ug/i.t.) nesses animais ndo modificou
(p > 0,05) a frequéncia de retirada da pata (hiperalgesia mecanica) quando
comparados com animais do grupo controle receberam uma injecao i.t. com salina (20
pg/it.). Nos animais que receberam tratamento com OEPc 30’ foi observado uma
reducdo na hiperalgesia mecéanica no dia 1 (p < 0,001) e dia 5 (p < 0,001) quando
comparado com o grupo controle. O tratamento com WRW4 (5 ug/i.t.) foi capaz de
prevenir o efeito anti-hiperalgésico produzido pelo OEPc 30’ tanto no 1° (p < 0,001)
quanto no 5° (p = 0,006) dia apss o tratamento. Assim, sugere-se o envolvimento dos
FPR2 sistémicos e espinais no efeito anti-hiperalgésico causado pela inalagdo do
OEPc 30'.
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Figura 17 — Envolvimento do FPR2 no efeito anti-hiperalgésico do OEPc.

Legenda: Avaliagéo do envolvimento dos FPR2 sistémicos (painéis A e B), periféricos (painéis C e D)
€ espinais (painéis E e F) no efeito anti-hiperalgésico da inalagdo do OEPc 30’. Cada coluna representa
a média dos valores obtidos em 8 animais e as linhas verticais indicam desvio padréo (D.P.). *p < 0,05
ou ***p < 0,001 quando comparados com o grupo Salina 20ul/i.pl. + Salina 30'. ##p < 0,01 ou #Hp <
0,001 quando comparados com o grupo Salina 20ul/i.pl. + OEPc 30’. A analise estatistica foi realizada
pela ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey. OEPc: 6leo essencial Pogostemon cablin. s.c.:
injecdo subcutanea. i.pl.: inje¢do intraplantar. i.t.: injecéo intratecal.



80

4.7 AVALIAGCAO DO ENVOLVIMENTO DOS RECEPTORES OPIOIDES NO EFEITO
ANTI-HIPERALGESICO PRODUZIDO PELA INALACAO DO OEPc

A Figura 18 ilustra o envolvimento dos receptores opioides periféricos e
espinais na inalagdo do OEPc 30’ no modelo de inflamagé&o induzida pelo CFA. Os
painéis A e B, apresentam o envolvimento dos receptores opioides periféricos no efeito
da inalagdo do OEPc 30’ no 1° e 5° respectivamente. Onde observou-se que a
administragdo de naloxona (5 ug/i.pl.) ndo apresentou modificagdes (p > 0,05) na
frequéncia de retirada da pata (hiperalgesia mecanica) quando comparado com 0s
animais do grupo controle salina (20 pg/i.pl.). Apds o tratamento com OEPc 30’ foi
observado uma reduc¢do na hiperalgesia mecéanica nodia 1 (p = 0,002)eno dia5 (p =
0,002) quando comparado com o grupo controle. No entanto, o tratamento com
naloxona (5 pg/i.pl.) preveniu o efeito produzido pelo OE tanto no 1° (p = 0,002) quanto
no 5° (p = 0,002) dia apds o tratamento.

Nos painéis C e D, representam a avaliagao do envolvimento dos receptores
opioides espinais no efeito anti-hiperalgésico da inalagdo do OEPc 30’ no 1° e 5° dias,
respectivamente. Observou-se que a administragdo de naloxona (5 ug/i.t.) nesses
animais n&o modificou (p > 0,05) a frequéncia de retirada da pata (hiperalgesia
mecanica) quando comparados com animais do grupo controle receberam uma
injecdo i.t. com salina (20 pg/i.t.). Nos animais que receberam tratamento com OEPc
30’ foi observado uma reducdo na hiperalgesia mecanica no dia 1 (p < 0,001) e dia 5
(p < 0,001) quando comparado com o grupo controle. O tratamento com naloxona (5
Mg/i.t.) foi capaz de prevenir o efeito anti-hiperalgésico produzido pelo OEPc 30’ tanto
no 1° (p < 0,001) quanto no 5° (p < 0,001) dia apds o tratamento. Assim, sugere-se o
envolvimento dos receptores opioides periféricos e espinais no efeito anti-
hiperalgésico causado pela inalagdo do OEPc 30'.

Além disso, foi observado o envolvimento dos receptores opioides sistémicos
no efeito anti-hiperalgésico da inalagédo do OEPc 30’ no 1° dia. A administragao de
naloxona (1 mg/kg, i.p.) ndo alterou (p > 0,05) a frequéncia de retirada da pata
(hiperalgesia mecénica) quando comparados com animais do grupo controle
receberam uma injeg¢ao i.p. com salina (10 mg/kg, i.p.). Nos animais que receberam
tratamento com OEPc 30’ foi observado uma redugédo na hiperalgesia mecéanica no
dia 1 (p = 0,004) comparado com o grupo controle. O tratamento com naloxona (1
mg/kg, i.p.) foi capaz de prevenir o efeito anti-hiperalgésico produzido pelo OEPc 30’
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tanto no 1° dia (p = 0,003). Assim como, o tratamento com naloxona (1 mg/kg, i.p.) foi
capaz de prevenir o efeito anti-hiperalgésico (p < 0,001) da morfina (5 mg/kg, s.c.)
(dados n&o mostrados).
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Figura 18 — Envolvimento dos receptores opioides no efeito anti-hiperalgésico do OEPc.

Legenda: Avaliagao do envolvimento dos receptores opioides periféricos (painéis A e B) e espinais
(painéis C e D) no efeito anti-hiperalgésico do OEPc 30’ no 1° e 5° dias. Cada coluna representa a
média dos valores obtidos em 8 animais e as linhas verticais indicam desvio padrao (D.P.). ** p < 0,01
quando comparado com o grupo Salina 20 ug/i.pl. + Salina 30’. *** p < 0,001 quando comparado com
o grupo Salina 5 ug/i.t. + Salina 30’. ## p < 0,01 quando comparado com o grupo Salina 20 pg/i.pl. +
OEPc 30'. ### p < 0,001 quando comparado com o grupo Salina 5 ug/i.t. + OEPc 30’. A analise
estatistica foi realizada pela ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey. OEPc: 6leo essencial
Pogostemon cablin. i.pl.: intraplantar. i.t.: intratecal.
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4.8 ENSAIOS BIOQUIMICOS E IMUNOLOGICOS

4.8.1 Efeito da inalagcao do OEPc nas concentragdes de citocinas no modelo de
inflamagao na pata

Os resultados apresentados na Figura 19 demonstram o efeito da inalagéo do
OEPc sobre as concentragdes de citocinas pro- e anti-inflamatérias no modelo de
inflamacao crénica da pata. As amostras de medula e pata foram coletadas para
analise 5 dias ap0s a injegao i.pl. de CFA e 5 dias consecutivos de inalagdo do OEPc
30'.

Nos animais que receberam injegao i.pl. de CFA, as concentragbes das
citocinas TNF-a e IL-1B e da quimiocina MCP-1 na pata (painéis A, C, G; p < 0,001)
foram significativamente maiores do que o grupo controle (salina). Também foi
observado que o tratamento com OEPc por 5 dias consecutivos nao foi capaz de
reduzir as concentragdes das citocinas TNF-a, IL-18 e quimiocinas MCP-1 (p < 0,001).

A Figura 19 também demostra que ndo houve diferenca significativa entre os
grupos avaliados nas concentragdes de IL-4 na pata (painel E; p > 0,05). No entanto,
as concentracdes de TGF-3 na pata apos injegao i.pl. de CFA foram significativamente
reduzidas (p < 0,04) em relagdo ao grupo de animais controle. E o tratamento com
OEPc foi capaz de aumentar significativamente (p < 0,002) as concentragbes desta
citocina anti-inflamatoria (painel ).

Na anadlise das concentragdes de citocinas na medula n&do apresentaram

alteragdes significativas relevantes entre os grupos (painéis B, D, F, H e J; p > 0,05).
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Figura 19 — Efeito da inalagao do OEPc nas concentragdes de citocinas no modelo de inflamagéo na
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Legenda: Determinagéo das concentrages de TNF-a (painel A e B), IL-1( (painel C e D), IL-4 (painel
E e F), MCP-1 (painel G e H) e TGF-B (painel | e J) na medula e pata, respectivamente. Cada coluna
representa a média dos valores obtidos de 8 animais e indicam desvio padréo (D.P.). *p < 0,05; ***p <
0,001 quando comparado com o grupo Salina 30’ + Salina. ##p < 0,01 quando comparado com Salina
30’ + CFA. A analise estatistica foi realizada pela ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey.
OEPc: éleo essencial Pogostemon cablin. CFA: Complete Freund's Adjuvant.

4.8.3 Efeito da inalagao do OEPc nas concentragdes de citocinas no modelo de

inflamacgao pleural

Os resultados apresentados na Figura 20 monstram o efeito da inalagéo do
OEPc sobre as concentragbes de citocinas pré e anti-inflamatérias no modelo de
pleurisia. A figura A ilustra um aumento nas concentragdes de TNF-a em animais do
grupo controle (Carragenina 1%, 100 pl, intrapleural) em relag&o aos animais do grupo
controle Salina (100pl, intrapleural) (p < 0,001). Em seguida foi observado que tanto o
pré-tratamento com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p., p < 0,001) quanto com OEPc (p <
0,001) apresentaram uma acentuada redugao nas concentragbes de TNF-o quando
comparado ao grupo controle carragenina (painel A).

Além disso, houve um aumento nas concentragdes de IL-1B nos animais do
grupo controle carragenina quando comparado ao grupo controle Salina (100pl, i.pl.)
(p < 0,001) e redugdo das concentragdes desta citocina apds o tratamento com
dexametasona (p = 0,01) e com OEPc (p = 0,002) em relagdo ao grupo controle
carragenina (painel B). N&o foram observadas alteragbes estatisticamente
significativas nas concentragbes de IL-4 entre os grupos avaliados (painel C).
Observou-se também um aumento nas concentragdes de IL-5 no grupo controle
carragenina em relagdo ao grupo controle Salina (100ul, i.pl.) (p = 0,04), os animais
que receberam tratamento com dexametasona apresentaram uma reducdo nas
concentragdes de IL-5 (p = 0,005), no entanto, no grupo OEPc foi observado apenas
uma reducgao parcial, porém nao significativa (p = 0,054) quando comparado ao grupo
controle carragenina (painel D).

Observa-se ainda, que os animais do grupo controle carragenina apresentavam
concentragdes de IL-10 significativamente menores (p = 0,001), quando comparado
ao grupo controle salina. Assim como, apos o tratamento com dexametasona foi
observado um aumento significativo (p < 0,04) nas concentra¢des de IL-10 em relag&o
aos animais do grupo controle carragenina, mas n&o pelo tratamento com OEPc (p =
0,66) (painel E).
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Figura 20 — Efeito da inalagdo do OEPc sobre as concentragdes de citocinas no modelo de inflamagao
pleural.

Legenda: Efeito da inalagdo do OEPc sobre as concentragbes das citocinas TNF-a (painel A), IL-1p
(painel B), IL-4 (painel C), IL-5 (painel D), e IL-10 (painel E) no lavado pleural no modelo de pleurisia
induzido pela carragenina. Cada coluna representa a média dos valores obtidos em 8 animais e as
linhas verticais indicam desvio padréao (D.P.). *p < 0,05 e **p < 0,05 quando comparado com o grupo
controle. #p < 0,05 e ###p < 0,05 quando comparado com o grupo Salina (100ul, i.pl.). A analise
estatistica foi realizada pela ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey. Salina: Salina 100 pl, i.pl.
Controle: Carragenina 1%, 100ul, i.pl. Dexa: Dexametasona 0,5 mg/kg, i.p. OEPc: dleo essencial
Pogostemon cablin.



86

4.8.4 Efeito da inalagdo do OEPc na contagem de leucécitos no modelo de
inflamacgao pleural

A Figura 21 demonstra que nos animais do grupo controle (Carragenina 1%,
100 pl, intrapleural) houve um aumento significativo (p < 0,001) da contagem total de
leucdcitos em relagdo ao grupo controle salina (100 pl, intrapleural). No entanto, os
grupos de animais que receberam o tratamento com dexametasona (p < 0,001) ou
com OEPc (p < 0,001) apresentaram uma redugéo significativa dos numeros totais de
leucdcitos quando comparados com o grupo controle (painel A). Além do mais, houve
um aumento significativo de neutréfilos (p < 0,001) mas ndo de células mononucleares
no grupo controle carragenina quando comparado ao grupo controle salina. Nos
animais tratados com dexametasona (p < 0,001) ou OEPc (p < 0,001) houve uma
acentuada reduc&o do numero de neutrdéfilos, mas ndo houve mudancas significativas
(p > 0,05) no numero de células mononucleares em relagdo aos animais do grupo
controle carragenina.
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Figura 21 — Efeito da inalagdo do OEPc na contagem de leucécitos no modelo de inflamagéo pleural.
Legenda: Contagem total de leucécitos (painel A) e contagem diferencial de leucécitos (painel B), na
pleurisia induzida pela carragenina em camundongos. Cada coluna representa a média de 8 animais e
as linhas verticais indicam desvio padréo (D.P.). ***p < 0,001 quando comparado ao grupo controle.
###p < 0,001 quando comparado com o grupo Sham. A analise estatistica foi realizada pela ANOVA
de uma via seguido pelo teste de Tukey. Sham: Salina 100pl, i.pl. Controle: Carragenina 1%, 100ul,
i.pl. Dexa: Dexametasona 0,5 mg/kg, i.p. OEPc: dleo essencial Pogostemon cablin.
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4.9 PAPEL DA VIA INALATORIA NO EFEITO ANTI-HIPERALGESICO INDUZIDO
PELA INALACAO DO OEPc

4.9.1 Teste de discriminagao olfatoéria

A Figura 22 ilustra o efeito sobre a discriminag&o olfatéria em camundongos 2
dias apos a administragéo intranasal de Zicam (30 pl) ou salina (30 pl). Apds os
animais receberem admistragcdo intranasal de salina foi constatado que eles
permaneceram um tempo significativamente maior no compartimento familiar (p <
0,001). Por outro lado, o grupo de animais que recebeu administracdo de Zicam
apresentou um prejuizo significativo na discriminagédo olfativa, ndo apresentando
diferenca significativa (p = 0,14) no tempo gasto entre os dois compartimentos (painel
A). Além disso, foi constatado uma diminuic&o significativa (p < 0,001) do numero de
cruzamentos entre os compartimentos no grupo Zicam em relagdo ao grupo salina

(painel C).
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Figura 22 — Efeito da administragdo de Zicam sobre a discriminagao olfatoria.

Legenda: Avaliagdo do tempo de permanéncia nos compartimentos familiar ou ndo familiar apés a
administragdo intranasal de Zicam. Cada coluna representa a média dos valores obtidos de 8 animais
e indicam desvio padrao (D.P.). ***p < 0,001 quando comparado com o grupo salina (30 pl). A analise
estatistica foi realizada pela ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey (A) ou teste t de Student

(B).
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4.9.2 Efeito da administragao intranasal de Zicam na atividade locomotora
espontanea

Na Figura 23, os resultados indicam que os animais que receberam a
admistragao intranasal de Zicam (30 pL), dois dias apds a injegao i.pl. de CFA e a
inalacdo do OEPc 30’ por 5 dias consecutivos, ndo foram observadas alteracbes
significativas em relagdo aos animais do grupo controle (salina), nos parametros
locomotores abordados no teste de campo aberto, incluindo a distancia total e
velocidade maxima percorrida (p > 0,05) (painéis A, B e C).
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Figura 23 — Efeito da administragao intranasal de Zicam e da inalagédo do OEPc na atividade locomotora.
Legenda: Cada coluna representa a média dos valores obtidos de 8 animais e indicam desvio padrdo
(D.P.). A analise estatistica foi realizada pela ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey. OEPc:
6leo essencial Pogostemon cablin. CFA: Complete Freund's Adjuvant.
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4.9.3 Efeito da administragao intranasal de Zicam na anti-hiperalgesia induzida
pela inalagao do OEPc

Na Figura 24, os resultados indicam que o0s animais que receberam
admistracdo intranasal de Zicam (30 pl) e dois dias apds receberam a injecao i.pl. de
CFA, apresentaram hiperalgesia mecéanica constatada pelo aumento (p < 0,001) da
frequéncia de resposta de retirada da pata (valores basais) 24h apds a injegao. Os
animais que receberam tratamento com Salina (30 ul) + OEPc 30’ (p < 0,05) e
admistracdo intranasal de Zicam (30 pl) + OEPc 30’ (p < 0,001) apresentaram uma
reducao na hiperalgesia mecanica em 0,5h apds a inalagdo quando comparado com

0s animais do grupo controle, do 1° ao 5° dias, respectivamente.
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Figura 24 — Efeito da administragéo intranasal de Zicam na anti-hiperalgesia induzida pela inalagéo do
OEPc.

Legenda: Cada ponto representa a média dos valores obtidos de 8 animais e as linhas verticais indicam
desvio padrao (D.P.) *p < 0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001 quando comparado com o grupo salina. ##p
< 0,001 quando comparado com valores basais, antes da injecdo de CFA. A diferenca estatistica
significativa foi determinada pela ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni. OEPc: 6leo
essencial Pogostemon cablin. CFA: Complete Freund's Adjuvant. B: valores basais 24h antes da
injegdo de CFA na pata. 24h: valores basais 24h apos da inje¢cdo de CFA na pata. D: dia.
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4.9.4 Efeito da administragao intranasal de Zicam e da inalagao do OEPc no teste

da suspensao pela cauda

Os resultados da Figura 25 indicam que os animais que receberam a
administragao intranasal de Zicam (30 pl) ou de Salina (30 ul) e ainda foram tratados
com a inalagao de OEPc 30’ ou Salina 30’ por 5 dias consecutivos, ndo apresentaram
diferenca estatistica entre eles no tempo de imobilidade no teste de suspensdo da
cauda.
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Figura 25 — Efeito da administragao intranasal de Zicam e da inalagdo do OEPc no teste da suspensao
da cauda.

Legenda: Cada coluna representa a média dos valores obtidos de 8 animais e indicam desvio padrdo
(D.P.). A analise estatistica foi realizada pela ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey. OEPc:
6leo essencial Pogostemon cablin.
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5. DISCUSSAO

Oleos essenciais t&ém sido amplamente utilizados no desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas para o tratamento de diversas doengas inflamatorias36:226.227,
Estudos sugerem que o uso de produtos naturais pode ser mais seguro e eficaz, uma
vez que apresentam baixa toxicidade e poucos efeitos colaterais®®. Assim, se faz de
grande relevancia investigar o mecanismo de ac&o de novas substancias que
apresentem um potencial analgésico e anti-inflamatorio / pro-resolutivo.

Neste trabalho foi identificado o perfil fitoquimico do OEPc por meio de analise
cromatografica. Dentre treze elementos constituintes, foram identificados como
compostos majoritarios o patchoulol, a-bulneseno, a-guaieno e outros compostos em
menores quantidades, como: a-copaeno, B-patchouleno, B-elemeno, cicloseicheleno,
trans-B-cariofileno, seicheleno, a-patchouleno, y-patchouleno, guai-4,11-dieno e
pogostol. Estes resultados sdo consistentes com dados encontrados na literatura, o
patchoulol, patchoulene, guaieno e seicheleno sdo constituintes encontrados em
maior quantidade no OEPc. As atividades bioldgicas deste 6leo estdo fortemente
associadas aos seus constituintes quimicos?7,30.176.225,228

Em paralelo, nos experimentos comportamentais, foi demonstrado por meio da
avaliacao da hiperalgesia mecanica - decurso temporal - o efeito de diferentes tempos
de inalagao do OEPc. Além disso, foi demonstrado que na fase precoce da inflamacéo,
um unico tratamento com inalacdo do OEPc produziu efeito anti-hiperalgésico
dependente do tempo de inalagdo. No tratamento diario com OEPc, o efeito anti-
hiperalgésico se manteve até a fase tardia da inflamacdo. Os resultados do presente
estudo sao os primeiros da literatura a mostrar que a inalacdo do OEPc reduz a
hiperalgesia mecénica induzida pela inje¢do i.pl. de CFA em camundongos.

A injecdo i.pl. de CFA induz dor inflamatoria persistente por semanas,
reproduzindo um modelo semelhante a doencga articular inflamatéria crénica, como a
artrite reumatoide, que envolve uma interacdo complexa entre dor e inflamagao??°. O
modelo de artrite induzida por CFA tem sido amplamente utilizada em laboratério para
avaliagdo da dor crénica®®. Os mediadores inflamatérios liberados neste modelo
também sao responsaveis pela sensibilizacdo de neurdnios aferentes, resultando em

dor artritica23'.
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Estudos relatam as propriedades antinociceptiva e anti-inflamatéria do
patchouli e seu principal componente ativo, patchoulol. Tanto o patchouli quanto o
patchoulol foram investigados em diferentes modelos experimentais e exibiram
atividades anti-inflamatérias inibindo vias de mediadores inflamat6rios, modulando
citocinas proé e anti-inflamatdrias e enzimas antioxidantes?9-32,36.174,194,199-201

O patchoulol foi identificado em diversos estudos como o principal constituinte
do OEPc'762%4 e seu mecanismo de acéo foi parcialmente estabelecido32182.200,
Nesse sentido, tem sido demostrado que o patchoulol exerce efeito antinociceptivo
devido a reducao da expressao de COX-2 e modulagao de receptores opioides do tipo
u. Também foi mostrado no teste de contorgdo abdominal induzida por acido acético,
que a administragdo subcutédnea de patchoulol, prolongou o periodo de laténcia e
reduziu a frequéncia das contor¢ées abdominais. No teste de injegdo de formalina na
pata, o tratamento com patchoulol diminuiu significativamente o tempo de lambida da
pata. Além disso, diminuiu a transcricdo e expressdo de COX-2 no cérebro de
camundongos e regulou positivamente a expressao de receptores opioides do tipo p.
O patchoulol reduziu niveis de mediadores inflamatérios, como IL-13, TNF-a e fator
de transcricdo NF-KB2°.

A atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria do OEPc foi investigada em
diferentes modelos animais?°30:36.176 | A administrag&o oral do OEPc em camundongos
exerceu atividade antinociceptiva, aumentando significativamente o periodo de
laténcia e diminuindo a frequéncias das contor¢des no teste de contor¢gao abdominal
induzida por acido acético. No teste de placa quente, aumentou significativamente o
periodo de laténcia e foi constatado o envolvimento de receptores opioides no efeito
antinociceptivo do 6leo®. Além disso, o extrato metandlico de Pogostemon cablin
administrado por via oral em camundongos, também foi capaz de reduzir contor¢des
abdominais induzida por acido acético e tempo de lambida da pata no teste de
formalina, caracterizando um perfil antinociceptivo do extrato3'.

Alguns estudos com seres humanos mostraram que a inalagdo do OEPc pode
induzir sedagdo?°3-205. Na aromaterapia, o OEPc popularmente ¢é utilizado para ajudar
a reduzir tensdes, insOnia e ansiedade®®%%163_ Em estudos, com individuos adultos
saudaveis, apos inalagdo do OEPc por 3 minutos observou-se uma reducao de 40%
da atividade relativa do sistema nervoso autbnomo simpatico, além disso, apds a

inalacdo do OEPc por 7 minutos n&o alterou os niveis de adrenalina e noradrenalina
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no plasma?®*. Interessantemente, no presente estudo os animais que inalaram OEPc
por 30’ ou 240’ e ndo apresentaram alteragcdes na atividade locomotora espontanea,
nao apresentaram nenhum efeito sedativo sobre o SNC. Nao foram encontrados na
literatura estudos com animais, com resultados semelhantes ao deste estudo (com
inalacdo do OEPc).

O edema de pata de camundongo induzido por CFA € um modelo confiavel e
reproduzivel para avaliar o efeito anti-inflamatério de produtos naturais'®®23%°, O
desenvolvimento do edema de pata induzido pelo CFA esta relacionado com a
populacao de células predominantes, granuldcitos (65-70%) na fase precoce (2h e 6h
apos) e monaocitos ou macréfagos (60%) na fase tardia (96h) O aumento dos niveis
de NO, PGs, TNF-qa, IL-18 e IL-6, estdo envolvidos na migracdo de neutrdfilos na
inflamacgao induzida pelo CFAS®8.

Assim, no presente estudo a medida da espessura da pata foi utilizada como
indicativo de edema. Os resultados observados aqui indicam que os tratamentos
diarios, por 5 dias consecutivos com inalagdo de OEPc 30°, o tempo de inalacédo o
qual melhor reduziu a hiperalgesia mecanica, nao foi capaz de reduzir a espessura da
pata. No entanto, a inalacdo de OEPc 240’, reduziu levemente o edema de pata em
4h apos os tratamentos. Nao foram encontrados na literatura, estudos que utilizaram
o mesmo desenho experimental da presente pesquisa (mesmo modelo, via de
administragdo do oleo essencial, tempos de avaliagdo) para que fosse possivel uma
comparagao direta dos achados.

No entanto, um estudo em modelo animal de edema de pata induzido por
carragenina, mostrou que o extrato etandlico da raiz e rizoma do patchouli
administrado por via oral reduziu o edema de pata de forma dose dependente da 2% a
62 hora apds o tratamento. Na analise histolégica foi observado que no grupo de
animais tratados com extrato de patchouli, as fibras de colageno estavam de forma
regulares; os espacos intercelulares, leucocitos e infiltragcdo celular estavam
diminuidos em comparagao com o grupo controle. Nesse mesmo estudo, o extrato
reduziu de forma dose dependente, o edema de orelha induzido por xileno'®. Além
disso, o patchoulol?®!, B-patchoulene®® e extrato metandlico de patchouli®!
administrados oralmente em camundongos, também foram capazes de reduzir edema
de pata induzido por caragenina e edema de orelha induzido por xileno. No teste de
permeabilidade vascular induzido por acido acético, foi observado a redugao o
extravasamento plasmatico peritoneal por Azul de Evans, sugerindo que o efeito anti-
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inflamatério do extrato etandlico de patchouli esta associado a prevengao da
vasodilatagao e a inibigdo da liberagdo de mediadores inflamatoérios na fase aguda da
inflamagao'®®. Além disso, o patchoulol®?!, B-patchoulene® e extrato metandlico de
patchouli®! administrados oralmente em camundongos, também foram capazes de
reduzir edema de pata induzido por caragenina e edema de orelha induzido por xileno.

E possivel que a inalagdo do OEPc néo tenha sido efetiva ao reduzir o edema
de pata, devido a baixa disponibilidade dos constituintes do OE distribuidos
sistemicamente. Alguns estudos reportaram que apdés a inalagao de diferentes OE,
verificou-se baixos percentuais dos constituintes quimicos presentes no plasma, pois
o percentual de moléculas presentes no plasma é tempo dependente do tempo da
inalagdo?*?2%3. Uma vez que cada constituinte é metabolizado de forma distinta e
possuem farmacocinética, velocidade de absorcéo e eliminacao diferentes, para que
os constituintes do OE cheguem até a periferia em quantidade suficiente para produzir
um efeito celular e vascular e contribuam para a reducédo do edema, outras formas de
administragcao devem ser utilizadas, pois a inalacdo ndo se mostrou efetiva.

No entanto, nesta tese quando analisado o perfil celular no pulméo, no modelo
de inflamac&o pleural, visto que a via inalatoria possui uma intima ligagdo com a via
pulmonar, facilitando a agdo do OE, verificou-se que o efeito da inalacdo do OEPc
levou a uma diminuigdo da migracédo de leucdcitos totais e neutrofilos, dos vasos
sanguineos para os tecidos durante a resposta inflamatéria aguda. Possivelmente
uma acgao local dos constituintes quimicos presentes no OEPc, antes de serem
metabolizados permitiu que a ag&o anti-inflamatoria do OEPc fosse identificada neste
modelo. Assim, sugere-se que as propriedades anti-inflamatoérias do OEPc no modelo
de pleurisia provavelmente estdo relacionadas a inibicdo do recrutamento de
leucécitos, especialmente neutroéfilos.

A cavidade pleural, considerada um compartimento intersticial, esta localizado
entre a pleura visceral que cobre a superficie do pulmao e a pleura parietal que cobre
o mediastino, o diafragma e a superficie interna do térax. A cavidade pleural contém
um pequeno volume, além de linfocitos, granuldcitos e células mesoteliais?'6. A
injecdo de carragenina na cavidade pleural induz uma resposta inflamatoria aguda
caracterizada por migracdo de leucécitos, em especial os neutréfilos, exsudagéo
pleural e aumento da liberagdo de IL-1B e TNF-q216:220.234

E comumente conhecido o papel dos neutréfilos nos sitios de inflamacéo. A

pleurisia induzida por carragenina € um modelo util para avaliar a contribuicdo de
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mediadores envolvidos em alteragdes vasculares e na migragdo de leucdcitos
associada a inflamagao pleural aguda?'6229, Corroborando com essas informagdes,
dados encontrados na literatura demonstram que o extrato etandlico da raiz e rizoma
de patchouli administrado por via oral, foi capaz de reduzir recrutamento de neutrofilos
em modelo de pleurisia induzida por carranenina’®.

Outro estudo recente vem de acordo com os resultados da presente tese, em
analises realizadas in vitro, o OEPc foi capaz de reduzir a quimiotaxia de neutrofilos e
aumentar a atividade fagocitica de células polimorfonucleares. Em modelo animal de
peritonite, o tratamento por via oral reduziu producdo de NO, recrutamento de
leucdcitos e numero de leucdcitos rolantes e aderentes na microcirculagdo. Este
estudo concluiu que o OEPc possui efeito anti-inflamatério por afetar o comportamento
leucocitario e sugere seu mecanismo de agdo como a reduc¢ao de NO e de citocinas
pré-inflamatérias, influenciando assim na resolugdo do processo inflamatorio®®.

Além disso, o OEPc administrado por via retal em camundongos no modelo de
colite, foi capaz de reduzir dano col6nico, além de infiltrado celular de neutréfilos®”. O
B-patchoulene em modelo de edema de pata induzido por carragenina, foi capaz de
reduzir infiltrado celular®®, assim como o patchoulol em modelo de lesdo pulmonar
aguda por LPS, foi capaz de diminuir significativamente o peso molhado dos pulmdes,
indicando redugao de edema, além disso em analise histoldgica reduziu contagem de
células totais (neutrofilos e macrofagos)'®S.

Farmacologicamente, a estimulagdo de mediadores pré-inflamatérios e
citocinas, como TNF-a, IL-1B e IL-6, produzem um aumento da resposta inflamatéria.
TNF-a um marcador do processo inflamatorio, potente estimulador da producéo de
outros mediadores pro-inflamatérios, como NO, IL-1B e IL-6. Portanto, acredita-se que
a inibicdo da producgédo e liberagdo de mediadores inflamatorios seja eficaz no
tratamento de doengas inflamatdrias cronicas?*®. Com isso, foi demonstrado nesta
tese, que no modelo de pleurisia, a inalagdo do OEPc reduziu as concentragdes de
TNF-a, como também de IL-13, mas nao alterou as concentragdes de IL-10.

Estudos em modelo animal de pleurisia induzida por carragenina, tem
demonstrado que quatro horas apés a indugdo do modelo, ocorre o pico da resposta
inflamatdria pleural, induzindo a liberacdo de mediadores quimicos, como histamina,
bradicinina, substancia P e prostaglandinas, seguida por exsudagéao, liberagcado de
citocinas, como TNF-a e IL-1pB, e infiltragdo de neutréfilos no local da inflamag&o?16-220,
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Assim, confirmou-se essas observagdes e demonstrou-se que o tratamento por
via inalatéria com OEPc reduziu as principais caracteristicas da inflamagao aguda,
incluindo citocinas pré-inflamatérias e numero de leucdcitos, caracterizados
principalmente pela redugcdo na contagem de células diferenciais de neutrodfilos, na
cavidade pleural, sugerindo que o OEPc tem um papel no controle de eventos
inflamatorios agudos neste modelo.

O modelo de CFA, induz a producao e liberacdo de mediadores quimicos
inflamatorios. Macréfagos ativados séo responsaveis pela expresséo de citocinas proé-
inflamatdrias TNF-a, IL-1B, IL-6 e enzimas que mediam a ativagao e diferenciagao de
leucocitos e células endoteliais®®>2%¢. Esta estabelecido que as citocinas pro-
inflamatdérias TNF-a e IL-1B contribuem direta e indiretamente para a formacao de
edema®®83, Por meio da estimulagdo da COX-2, TNF-a e IL-1B aumentam a producao
de PGI; a qual possui atividade vasodilatadora®.

Como existe uma correlagcdo direta entre a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias e a formagado de edema, no presente estudo também se analisou as
concentragdes de citocinas inflamatodrias, afim de confirmar ou refutar a hipotese do
efeito anti-inflamatério da inalagdo do OEPc. Assim, um dos resultados encontrados
no presente estudo, no modelo de inflamagao crénica induzida por CFA, observou se
que no quinto dia houve um aumento das concentragdes de TNF-a, IL-13, MCP-1 e
que a inalagado do OEPc ndo modificou as concentragdes dessas citocinas. Em acordo
com estes dados, estudos demonstraram que apds injecdo de CFA na pata de
camundongos, houve um aumento nas concentragdes de TNF-o e IL-13 paralelo ao
desenvolvimento e manutengdo da hiperalgesia mecénica e térmica?'32'4. As
concentragbes dessas citocinas ndo foram alteradas na medula espinal. Com base
nos dados do presente estudo, é possivel, também, concluir que a falha da inalagéo
do OEPc em reduzir o edema esteja associada ao fato da inalagdo ndo diminuir a
producgao periférica de citocinas como o TNF-a e IL-1[3. Por fim, analise das citocinas
inflamatdrias na pata definitivamente refuta a hipotese de que a inalacdo do OEPc
possa produzir efeito anti-inflamatorio periférico no modelo de inflamagéao crénica
induzida por CFA.

Estudos realizados in vitro e in vivo relataram que o patchoulol?®:32,34.193,195-
198,200-202 - 3_patchoulene335, pogostone’®®, extrato aquoso'®* e extrato etandlico da

raiz e rizoma de patchouli'®®, administrados oralmente em camundongos, foram
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capazes de modular mediadores inflamatérios, como TNF-a, IFN-y, IL-183, IL-6, IL-4,
IL-10, NF-KB, iINOS, COX-2, PGE2, em diferentes modelos experimentais de
inflamagé&o, como colite, lesdo pulmonar aguda, aterosclerose, edema de pata, mastite
e ulcera gastrica. Neste sentido, fica evidente que a via de administragao é um fator
determinante para se produzir um efeito anti-inflamatorio significativo, modulando
citocinas e outros mediadores em patologias de origem sistémicas.

No entanto, neste estudo foi observado que a injegao i.pl. de CFA diminuiu as
concentracbes de TGF-B e a inalacdo do OEPc foi capaz de aumentar. TGF-
apresenta uma potente atividade reguladora no sistema imune, modula células T237:238
e desempenha um importante papel sob condi¢des inflamatérias. E proposto que na
resolucao da inflamagéo, macréfagos em processo de eferocitose apresentem efeitos
anti-inflamatérios e imunossupressores potentes, através da producao de citocinas
anti-inflamatérias, como TGF-B1 e PGE>, e a supresséo da liberagdo de mediadores
pré-inflamatoérios?3%240, Em neutrofilos, apos ser estimulado pelo TNF-a, ocorre a
liberacdo da AnxA1 a qual produz seu efeito por meio da ativagao de FPR2, induzindo
a liberagdo TGF-241.

Esta estabelecido, apds injecédo i.pl. de CFA, que diferentes mediadores
endogenos nociceptivos e inflamatérios sdo liberados, resultando em hiperalgesia
persistente, por aumento da descarga de fibras nociceptivas primarias que modificam
o fendtipo e fungdo de neurdnios e células neurogliais. Estas alteragdes podem
ocorrer em diferentes niveis (transcricional ou pos-transcricional) afetando receptores,
canais iodnicos, mediadores soluveis e mediadores envolvidas na sinalizagao
celular?’®. Nesse contexto, os efeitos da inalagdo do OEPc em diminuir a hiperalgesia
mecanica induzida pelo CFA estado possivelmente associados a sua capacidade de
interferir na sinalizagdo celular, particularmente a relacionada com as vias
nociceptivas e inflamatorias.

A partir dos primeiros resultados com a inalagdo do OEPc sobre a hiperalgesia
mecanica, o proximo passo da presente pesquisa foi investigar a participagao dos
FPR2 sistémicos, periféricos e espinais no efeito anti-hiperalgésico produzido pela
inalagado do OEPc, nas fases precoce e tardia da inflamacéo induzida pelo CFA. Um
achado interessante do presente estudo, foi a demonstragdo do envolvimento dos
FPR2 sistémicos e espinais (central), mas nao periférico no efeito anti-hiperalgésico
da inalagdo do OEPc pelo fato de que a administragéo s.c. e i.t. do antagonista dos
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FPR2 preveniu o efeito anti-hiperalgésico do OEPc na fase precoce e tardia da
inflamacéo.

Em relacdo ao sitio espinal, foi demonstrado que o FPR2 ndo esta expresso
somente em neutréfilos, mondécitos e células T, mas também no sistema
nervoso®#2243. Além disso, os FPR2 estdo expressos constitutivamente na medula
espinal de ratos e camundongos naives. A injecao i.pl. de carragenina, € capaz de
aumentar a expressao desses receptores em células astrogliais, mas ndo em células
microgliais ou neurdénios. Além do mais, a injec&o i.t. de LXA4 produz um efeito anti-
hiperalgésico. A ativacdo do FPR2 por peptideos exdgenos analogos a AnxAf,
mostrou inibir a nocicepc¢édo induzida pela formalina, levantando a hip6tese de que a
ativacdo do FPR2 pela AnxA1 tem participacdo ativa na modulacdo da dor
inflamatdria>. No modelo de dor inflamatéria persistente induzida pela injegdo i.pl. de
CFA de camundongos, foi observada uma regulagédo positiva de AnxA1 no géanglio
sensorial do nervo espinal (L4/L5)%43,

Camundongos nocautes (AnxA17/) s&o mais suscetiveis a dor nociceptiva
induzida pela injecéo i.p. de acido acético em comparagdo com o camundongos
selvagens (ANXA1 */*), sugerindo que o AnxA1 modula a dor nociceptiva. Além disso,
o aumento dos niveis de PGE2 na medula espinhal de animais nocautes (AnxA1-/") em
comparagao com animais selvagens (ANXA1 */*) sugere que AnxA1 pode modular o
processamento nociceptivo a nivel espinal, pela regulagdo negativa da PGE2**4.
Interessantemente, no presente estudo o envolvimento da AnxA1 foi constatado, uma
vez que quando os animais nocautes (AnxA17/) ndo apresentaram o efeito anti-
hiperalgésico produzido pela inalagdo do OEPc, como foi observado em animais
selvagens.

Como mencionado anteriormente o sistema opioide participa do efeito anti-
hiperalgésico do OEPc®* e do patchoulol?®. Além disso, esta claro que AnxA1 exerce
efeitos analgésicos na dor inflamatdéria e a ativagdo dos FPR2 contribuem para esse
efeito. Sua acio pode estar associada a diferentes eventos celulares, como a inibigao
de citocinas envolvidas na transmissdo da dor e seu mecanismo esta envolvido na
liberacdo de opioides por neutrdfilos, os quais facilitam a inibicdo da transmissao
nociceptiva periférica pela supressdo da excitabilidade neuronal'*'%. A ativagdo dos
FPR2 pela ANXA1 pode induzir a liberagdo de opioides a partir de neutrofilos?*°. Estes
estudos, vem de encontro com um interessante achado desta tese, pela primeira vez

na literatura foi demonstrado que a administragdo de naloxona administrada na pata
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ou medula espinal preveniu o efeito anti-hiperalgésico da inalagdo do OEPc tanto na
fase precoce, quanto na fase tardia da inflamacéo induzida por CFA.

Ao contrario do esperado, apesar do bloqueio dos receptores opioides prevenir
o efeito anti-hiperalgésico da inalagdo do OEPc, o bloqueio dos FPR2 periféricos n&o
foi capaz de prevenir este efeito. Isso sugere que o efeito anti-hiperalgésico produzido
pela inalagdo do OEPc seja mediado pelos receptores opioides periféricos e que os
FPR2 periféricos ndo participam da liberagdo de opioides e portanto, desse efeito.
Assim, sugere-se que outros sistemas periféricos ja conhecidos possam mediar essa
ativacado de receptores opioides periféricos, tais como o sistema endotelinérgico (via
ativagdo do receptor ETg)?**® ou endocanabinoide (via ativagdo do receptor CB2)?*.
Ou mesmo pela ativagéo direta do receptor opioide periférico por meio da ligagao de
algum composto do OEPc. Por outro lado, futuros estudos com a administragéo i.pl.
de diferentes doses do antagonista dos FPR2 podem confirmar ou refutar a hipotese
qgue realmente ndo existe o envolvimento desses receptores na ativagao do sistema
opioide induzida pela inalacdo do OEPc.

A ativacéo dos FPR2 pela ANXA1 pode induzir a liberagcédo de opioides a partir
de neutrofilos?4®. Apds injecao i.pl. de CFA na pata de camundongos, foi constatado
que a deplecdo de neutréfilos no local da inflamagao diminui o limiar de dor térmica,
mas sem alteragdo significativa do volume da pata ou da produgéo local de PGE2?*¢
250 Este estudo vem de encontro com os resultados desta tese, onde a inalagéo do
OEPc produziu um pronunciado efeito anti-hiperalgésico apds a injegéo i.pl. de CFA
na pata, no entanto, ndo se mostrou eficiente em reduzir o edema da pata. Este dado
pode indicar um possivel envolvimento dos neutrdfilos pela inibicdo da nocicepgao e
por ndo alterar o edema. Em estudos prévios, foi demonstrado que dentre as células
imunes, os neutréfilos sdo as principais células fontes de peptideos opioides durante
a fase precoce da inflamagao produzida pela injecdo i.pl. de CFA (até 24h apos),
enquanto os mondocitos/macrofagos sintetizam peptideos opioides na fase mais
tardia’®.

Em relagéo a investigacédo do papel da via olfatéria no efeito anti-hiperalgésico
produzido pela inalacdo do OEPc, foi observado neste trabalho que a inducéo de
anosmia nos animais nao prejudicou ou preveniu o efeito da inalagdo. A condi¢ao de
anosmia foi induzida em camundongos, pela administragdo intranasal de zicam que
prejudicou a discriminagdo olfatoria, indicando perda do sentido do olfato nos

camundongos. Esse resultado corrobora com dados da literatura, que mostraram que
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a administragdo intranasal de zincam causa anosmia, devido ao rompimento das
fibras aferentes do epitélio olfatério para o bulbo olfatério, resultando assim, na perda
significativa do olfato'8.149.152153  Estudos mostram que a condigdo de anosmia em
camundongos, pode permanecer por até 60 dias apds a administragao intranasal de
zicam, além da perda substancial do epitélio e mucosa olfatérios que podem ser
irreversiveis49,

Na avaliagao da hiperalgesia mecanica foi observado que os animais que foram
pré-trados pela administragéo intranasal de zicam e posteriormente receberam inje¢cao
i.pl. de CFA e a inalagdo do OEPc por 5 dias consecutivos, que o estado de anosmia
nao alterou o efeito anti-hiperalgésico produzido pela inalagdo do OEPc. Esses
resultados sugerem que ativagéo do sistema olfatorio pela inalagdo do OEPc nédo € o
mecanismo pelo qual o OE exerce seu efeito anti-hiperalgésico.

No presente estudo, considerando que alteragdes da atividade locomotora
espontanea podem interferir do efeito anti-hiperalgésico, foram realizados testes para
descartar a possibilidade de um efeito sedativo ou depressor do SNC, tanto da
administragao intranasal de zicam como da inalacdo do OEPc. Foi observado que a
indugcdo de anosmia e inalagdo do OEPc n&o alteraram a atividade locomotora
espontanea no teste do campo aberto, além de nao alterar o tempo de imobilidade no
teste de suspensdo da cauda. Esses resultados estdo de acordo com dados
encontrados na literatura''®148. A anosmia induzida pela administragdo intranasal de
zicam, n&o prejudicou o efeito do tipo ansiolitico da inalagdo do dleo essencial de
lavanda'®. Em outro estudo, verificaram que a anosmia, n&o interferiu no efeito da
inalac&o de cedrol (um componente do 6leo essencial de junipero), no tempo de sono
induzido por pentobarbital®8.

Assim, acredita-se que no presente estudo, os compostos volateis do OEPc
podem ter exercido efeito anti-hiperalgésico e anti-inflamatorio através de absorg¢ao
pela mucosa pulmonar, o que possibilitou a agdo dos compostos ativos na circulagao
sistémica e, consequentemente, para o SNC. Portanto, o efeito anti-hiperalgésico e
anti-inflamatério induzido pela inalagdo do OEPc nos modelos de inflamagao crénica,
parece ter seu efeito mediado via pulmonar.

Em resumo, este trabalho analisou a composi¢ao quimica do OEPc, investigou
o potencial anti-hiperalgésico, anti-inflamatorio e pro-resolutivo da inalagdo do OEPc
usando dois modelos animais. Os resultados mostraram que no modelo de inflamacéao

persistente induzida por CFA a administragao por via inalatoria de OEPc produziu um
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potente efeito anti-hiperalgésico, porém nao reduziu edema e ndo apresentou efeitos
sobre as concentragdes de citocinas pro- e anti-inflamatorias (ndo produziu efeito anti-
inflamatorio nesse modelo). Além disso, foi demonstrado que os receptores FPR2
(sistémicos e espinais) e opioides (sistémicos, periféricos e espinais), assim como, a
participagdo da AnxA1, estdo envolvidos no efeito anti-hiperalgésico da inalagado do
OEPc. No entanto, o mecanismo de acao pelo qual o OEPc atua ainda n&o foi
totalmente esclarecido. Ainda assim, este estudo forneceu evidéncias experimentais
para a aplicagao da inalagdo do OEPc em modelo de pleurisia, o qual a inalagdo do
OEPc possibilitou reducéo de infiltrados celulares e redugao de citocinas inflamatdrias.
Por fim, demonstrou-se que ativagao da via olfatéria ndo é necessaria para o efeito
anti-hiperalgésico da inalagdo do OEPc, sugerindo assim, que a via pulmonar sejam
a principal via de absor¢cdo das moléculas volateis dos OEs que alcangam na
sequéncia a corrente sanguinea produzindo os efeitos por influenciar diferentes sitios
de modulacao da dor.

Assim, se corroborou a hipbétese de que a inalagdo do OEPc é efetiva em
reduzir a hiperalgesia mecanica no modelo de inflamacgao persistente, no qual a via

AnxA1/FPR2/opioide esta envolvida, mas n&o a ativagao da via olfatoria.
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6. CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados aqui, conclui-se:

1. Foi definido o perfil fitoquimico do OEPc. Foram identificados como compostos
majoritarios o patchoulol, a-bulneseno, a-guaieno e outros compostos em
menores quantidades, como: a-copaeno, [-patchouleno, B-elemeno,
cicloseicheleno, trans-B-cariofileno, seicheleno, a-patchouleno, y-patchouleno,
guai-4,11-dieno e pogostol.

2. O tratamento dos animais com a inalacdo do OEPc apresenta pronunciado
efeito anti-hiperalgésico dependente do tempo de inalagdo no modelo animal
de inflamagéo persistente induzida por CFA, na fase precoce e tardia da
inflamacgéo;

3. O tratamento dos animais com a inalacdo do OEPc, ndo apresentou reducao
edema de pata induzida pelo CFA,;

4. A inalacdo do OEPc ndo apresenta efeito sedativo ou depressor do SNC,
evidenciado pelo teste de atividade locomotora espontanea,;

5. A inalagdo do OEPc nao apresentou efeitos significativos sobre as
concentracdes de citocinas pré e anti-inflamatérias em modelo animal de
inflamacao persistente induzida por CFA,;

6. A inalacdo do OEPc reduziu infiltrados celulares e modulou citocinas
inflamatérias em modelo animal de inflamacdo pleural induzida por
carragenina;

7. O bloqueio farmacologico dos FPR2 ou dos receptores opioides sistémicos e
centrais (espinal) preveniu o efeito anti-hiperalgésico da inalagdo do OEPc na
fase precoce e tardia da dor inflamatéria persistente;

8. Nos animais nocautes (AnxA17/), o efeito anti-hiperalgésico da inalagdo do
OEPc foi prevenido, demonstrando a participagao da AnxA1.

9. Ainducédo do estado de anosmia, ndo prejudicou o efeito anti-hiperalgéscio da
inalagdo do OEPc em modelo de inflamagao persistente.

Assim o presente estudo mostrou que a inalagdo do OEPc produziu efeito anti-
hiperalgésico, principalmente no modelo de inflamagao persistente. No modelo de
pleurisia apresentou efeito anti-inflamatério. Além disso, os receptores FPR2
(sistémicos e espinais) e opioides (sistémicos, periféricos e espinais), assim como, a

AnxA1 participam desse efeito.
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6.1 PERSPECTIVAS FUTURAS

Como perspectivas futuras desse trabalho, pretende-se analisar amostras de
plasma, pulméo, bulbo olfatério e tronco encefalico, por meio de analise
cromatografica, a fim de identificar os componentes volateis do OE presente nestas
estruturas. Dar continuidade a investigacao do perfil resolutivo do OEPc, por meio de
analise histoldgica identificar o perfil celular, e por analise imunoistoquimica identificar
o fendtipo dos macrofagos de animais submetidos ao tratamento inalatério com OEPc
na fase precoce e tardia da inflamacao persistente. No modelo de inflamacgao pleural
cronica, estudar o efeito da inalacdo do OEPc e perfil celular envolvido. Além disso,
fazer um estudo comparativo sobre as diferentes vias de administracdo do OEPc,
inalatoria/respiratéria, oral e tdpica, em relagdo aos efeitos anti-hiperalgésico, anti-

inflamatorio e resolutivo.
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Registro na CEUA (c6digo):16.025.2.07.1V

Ao Pesquisador/Professor(a): Daniel Fernandes Martins

Prezado(a),

Viemos por meio deste, certificar que a proposta de estudo e/ou projeto de
pesquisa intitulada “Avaliagao de efeito anti-inflamatério dos 6leos essenciais Cedrus
atlantica e Pogostemon cablin administrados pela via inalatéria em modelos pré-clinicos
de inflamagao crénica.”, registrada com o n°16.025.2.07 |\/ sob a responsabilidade de Daniel
Fernandes Martins - que envolve a manutengdo ou utilizagdo de modelos animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei Federal
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A CEUA/UNISUL tem por finalidade cumprir e fazer cumprir, no ambito da UNISUL
e nos limites de suas atribuigoes, os dispostos na legislagao Federal aplicavel a criagao,
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pelos corpos docente, discente e técnico-administrativo da UNISUL e pesquisadores de
outras instituicdes, caracterizando-se a sua atuagao como educativa, consultiva, de
assessoria e fiscalizagao nas questées relativas a matéria, sob os aspectos: | - Etico; Il -
Legal: enquadramento na legislagao vigente.

Gostariamos de salientar que, embora aprovado, qualquer alteracdo dos

procedimentos e metodologias que houver durante a realizagao do projeto em questéao,
devera ser informada imediatamente a Comissao.

Prof/85ngro éfﬂgim Sgrott
Co a Comissao

Campus Florianopolis - Unidade Pedra Branca - Avenida Pedra Branca, 25 - Cidade Universitaria Pedra
Branca - CEP 88137-270 - Palhoga - SC - Fone 55-48-3279-1036 - ceua@unisul.br

124



UNIVERSIDADE DO SUL DE SANTA CATARINA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS — CEUA/UNISUL

£

/

Palhoga, 16 de novembro de 2016

CERTIFICADO

Em consonancia a Orientagao Técnica n° 08, de 16 de margo de 2016, do
CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DA EXPERIMENTACAO ANIMAL (CONCEA),
certificamos que a proposta de estudo e/ou projeto de pesquisa intitulada “Avaliagao de
efeito anti-inflamatério dos ¢leos essenciais Cedrus atlantica e Pogostemon cablin
administrados pela via inalatéria em modelos pré-clinicos de inflamacao crénica”,
registrada com o no 16.025.2.07.1V, sob a responsabilidade de Daniel Fernandes Martins
- que envolve a manutengao ou utilizagdo de modelos animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei Federal n° 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, com as normas editadas
pelo CONCEA, e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA), desta Instituicao, em reunido de 13/12/2016.

 Finalidade | O Ensino X Pesquisa Cientifica

L ale. il .
| Vigéncia da autorizagio

Py g s b
! Espécie/linhagem/raga

No de animais
Peso/ldade
Sexo

|"6ri~g§ﬁ

o —_——— ——

| 10/12/2016 a 20/12/2018.

| Musculus / Camundongos Knockout

| Mus Muscullus.

288

| Knockout —25-30 /20-30g
Macho e fémea
| Biotério Central tmjag/ersid;d;

Federal de Santa Catarina - UFSC

o~
et

ProWelim Sgrott
Coo or da Comiss&o

Campus Floriandpolis - Unidade Pedra Branca - Avenida Pedra Br
Branca - CEP 88137-270 - Palhoga - SC - Fone 55-48-3279-1036 -

| Heterogénico »?5‘3072‘5%§ o

J Tﬂ(vimuncidr—{'gos hetefoéénicB_Mlls s

i
|
|
—{
|
|

|
i
|

J

anca, 25 - Cidade Universitaria Pedra
ceua@unisul.br

125



Parecer Aprovagao do Comité de Etica

*  Comissio de Etica
noUsode Animais U NISUL

w CEUA 4>

Pro Reitoria de Ensino, Pesquisa, P6s-Graduagdo, Extensdo e Inovagdo
Comissdo de Etica no Uso de Animais (Res. CONSUN 46/2009)

Palhoga, 13 de setembro de 2018
Registro na CEUA (cédigo): 15.035.2.07.1V

Ao Pesquisador/Professor(a): Daniel F. Martins

Prezado(a),

Viemos por meio deste, certificar que o pedido de emenda do estudo e/ou projeto de
pesquisa intitulada “Avaliagdo dos efeitos da inalagao de diferentes 6leos essenciais em
um modelo pré-clinico de inflamagao periférica”, registrada com o 15.035.2.07.1V. sob a
responsabilidade de Daniel F. Martins - que envolve a manutengao ou utilizacao de modelos
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11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi
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A CEUA/UNISUL tem por finalidade cumprir e fazer cumprir, no ambito da UNISUL e nos
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e a utilizagado de animais em atividades de ensino e de pesquisa, realizadas pelos corpos
docente, discente e técnico-administrativo da UNISUL e pesquisadores de outras instituicoes,
caracterizando-se a sua atuagao como educativa, consultiva, de assessoria e fiscalizagao nas
questdes relativas a materia, sob os aspectos: | - Etico; Il - Legal: enquadramento na legislagao
vigente.

Gostariamos de salientar que, embora aprovado, qualquer alteracio dos procedimentos

e metodologias que houver durante a realizagao do projeto em questao, devera ser informada
imediatamente @ Comissao.

Prof. SaadmoM&lim Sgrott

Coordenador da Comisséo
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Em consonancia a Orientagéo Técnica n° 08, de 16 de margo de 2016, do CONSELHO
NACIONAL DE CONTROLE DA EXPERIMENTAGAO ANIMAL (CONCEA), certificamos que a
proposta de estudo e/ou projeto de pesquisa intitulada “Avaliagdo dos efeitos da inalagao de
diferentes 6leos essenciais em um modelo pré-clinico de inflamagao periférica”, registrada
com o n° 15.035.2.07.1V, sob a responsabilidade de Daniel F. Martins- que envolve a
manutengao ou utilizacdo de modelos animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei Federal n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho
de 2009, com as normas editadas pelo CONCEA, e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA
NO USO DE ANIMAIS (CEUA), desta Instituicao, em reunido de 21 de setembro de 2018
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