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"Somos assim. Sonhamos 0 voo, mas tememos as alturas. Para voar é preciso amar o
vazio. Porque 0 voo sé acontece se houver o vazio. O vazio € o espaco da liberdade, a ausén-
cia de certezas. Os homens querem voar, mas temem o vazio. Ndo podem viver sem certezas.

Por isso trocam 0 voo por gaiolas. As gaiolas sdo o lugar onde as certezas moram.”
- Rubens Alves



RESUMO

Individualmente, a descoberta de novos medicamentos, ou de medicamentos acessiveis,
pode determinar a melhoria da qualidade de vida nas doencas crbnicas ou a propria
sobrevivéncia do paciente acometido. Socialmente, a descoberta de fontes naturais e locais de
compostos quimicos geralmente importados e/ou o desenvolvimento de medicamentos
fitoterapicos de fabricacdo nacional podem ter consequéncias econémicas significativas, além
de permitir autonomia a cada pais na gestdo de suas politicas de satude. Ao longo dos anos,
varios medicamentos com efeitos terapéuticos foram desenvolvidos para inibir as COXs. No
entanto, os inibidores da COX-1, como o ibuprofeno e o diclofenaco, podem causar toxicidade
gastrica indesejada e efeitos nefrotoxicos, enquanto os inibidores da COX-2, como o
celecoxibe, apresentam menos efeitos colaterais. Nesse contexto, os fenilpropandides e as
lignanas/neolignanas pertencem a uma classe mais ampla de metabolitos especializados
utilizados no desenvolvimento de anti-inflamat6rios como o ibuprofeno (Souza et al., 2020). O
desidrodieugenol (DDE), também conhecido como biseugenol, € um metabolito secundéario da
classe das neolignanas caracterizada por ser um ortodimero do eugenol que pode ser preparado
sinteticamente por uma reacdo de oxidacgdo. Os neolignanos, como o biseugenol, sdo compostos
capazes de modular o processo inflamatdrio, alterando inclusive alguns componentes-chave da
angiogénese e do reparo tecidual, de forma a favorecer a resposta inflamatéria. Além disso, em
estudos recentes (Taguchi et al., 2023) demonstraram pela primeira vez num modelo in vivo de
enfisema pulmonar que o eugenol e o biseugenol, ambos isolados de N. leucantha, reduziram a
destruicdo alveolar e, consequentemente, a inflamacdo pulmonar e as citocinas inflamatorias.
Alguns possiveis mecanismos destes compostos podem estar relacionados com a reducao do
estresse oxidativo, especialmente a inibigdo de INOS e NF.

Assim, considerando a urgente necessidade de descoberta de farmacos para doencas
crbnicas e inflamatdrias, torna-se relevante avaliar os efeitos e possiveis mecanismos de acao
do biseugenol em modelo experimental de dor e hiperalgesia em ratos.

Palavras-chave: Biseugenol, Neolignanas, Produtos Naturais, Resposta Inflamatéria, Dor.



ABSTRACT

Individually, the discovery of new drugs, or accessible drugs, can determine the im-
provement of the quality of life in chronic diseases or the very survival of the affected patient.
Socially, the discovery of natural and local sources of usually imported chemical compounds
and/or the development of domestically manufactured herbal medicines can have significant
economic consequences, in addition to enabling autonomy for each country in managing its
health policies. Over the years, several drugs with therapeutic effects have been developed to
inhibit COXs. However, COX-1 inhibitors such as ibuprofen and diclofenac can cause un-
wanted gastric toxicity and nephrotoxic effects, whereas COX-2 inhibitors such as celecoxib
have fewer side effects. In this context, phenylpropanoids and lignans/neolignans belong to a
broader class of specialized metabolites used in the development of anti-inflammatories such
as ibuprofen (Souza et al., 2020). Dehydrodieugenol (DDE), also known as bis-eugenol, is a
secondary metabolite of the class of neolignans characterized by being an ortho dimer of euge-
nol that can be synthetically prepared by an oxidation reaction. Neolignans, such as dehydro-
dieugenol, are compounds capable of modulating the inflammatory process, even altering some
key components of angiogenesis and tissue repair, in order to favor the inflammatory response.
Also, in recent studies (Taguchi et al., 2023) demonstrated for the first time in an in vivo model
of pulmonary emphysema that eugenol and biseugenol, both isolated from N. leucantha, re-
duced alveolar destruction and, consequently, pulmonary inflammation and pulmonary cyto-
kines. Some possible mechanisms of these compounds may be related to the reduction of oxi-
dative stress, especially iNOS and NF inhibition.

Thus, considering the urgent need to discover drugs for chronic and inflammatory dis-
eases, it becomes relevant to evaluate the effects and possible mechanisms of action of biseuge-
nol in an experimental model of pain and hyperalgesia in rats.

Key-words: Biseugenol, Neolignans, Natural Products, Inflammatory response, Pain.
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1. INTRODUCAOO0

Durante o processo de selecdo natural, os animais desenvolveram varios mecanismos
fisioldgicos que permitiram a sua sobrevivéncia (BARROSO et al., 2014), dentre eles um
dos mais importantes estd a dor, pois é atraves deste sintoma que 0s animais € humanos tem
consciéncia de que sua integridade estd sendo ameacada (CRUVINEL etal., 2010). Além
deste aspecto protetor, a dor é um relevante problema de saude, sendo uma razao bastante
comum para a procura de atendimento clinico e uso de farmacos (BRENNAN et al., 2006).
A dor gera um profundo impacto na qualidade de vida dos pacientes, levando a conse-
quéncias tanto em nivel fisiolégico (aumento de complicacBes p6s operatdrias, desenvol-
vimento de dor crbnica) psicologico (aparecimento de transtornos psiquiatricos
como a depressdao e ansiedade), social (menor capacidade de trabalho levando ao desem-
prego, menor renda familiar e interagdo social) e econdmico (gastos com cuidados
médicos e medicamentos) (BASSOLS et al., 2002; FISHMAN, 2007; LOHMAN et al.,
2010).

De maneira geral, a dor pode ser classificada em fisioldgica ou patoldgica. A primeira
requer uma estimulo nocivo, e geralmente é transitoria, pois tende a desaparecer quando
0 estimulo nocivo é cessado (dor aguda). Esse tipo de dor fornece o alerta ao organismo, oca-
sionando respostas comportamentais e reacao de retirada ou afastamento do membro sujeito ao
estimulo nocivo. A dor inflamatéria também tem uma funcdo fisiol6gica que é a proteger o
local lesionado e facilitar a recuperacgéo. Ja o segundo tipo de dor, a dor patoldgica, possui como
caracteristica a persisténcia, mesmo na auséncia do estimulo. As dores patoldgicas podem estar
associadas a inflamacdo cronica do tecido advindo de uma leséo (dor inflamatéria) ou a lesdes
do sistema nervoso periférico ou central, dor neuropatica (PARISI, 2016). Atualmente, o termo
dor nociplastica foi designado para este tipo de dor patolégica que parece ser causado por alte-
racdes plasticas no sistema nervoso (NIJS et al., 2021).

Embora a dor possa ser entendida como o sintoma de inimeras condi¢des patologicas,
no momento em que se torna cronica, esse sintoma ¢ “promovido” a doenga. Por isso,
precisa de tratamento especifico, sob pena de incapacitar o paciente para o trabalho ou
para realizar tarefas simples do dia a dia. Em 50% dos casos, a dor crbénica compromete
seriamente a rotina, atingindo um nivel de 6 na escala visual analogica (EVA, escore 0
sem dor; escore 10 dor maxima) de dor, representando uma dor forte ou suficiente para
atrapalhar as atividades cotidianas (SBED, 2018).



A dor de origem inflamatoria é o resultado da interacdo entre o tecido danificado e os
neurbnios sensoriais nociceptivos periféricos, por meio da participagdo de mediadores
inflamatdrios. A dor inflamatdria aguda é resultado da sensibilizacdo dos neurdnios periféricos
por mediadores inflamatorios. As alteracdes causadas por mediadores inflamatorios, especial-
mente prostaglandinas, ocorrem devido a uma ativagdo metabotrdpica (mudanca metabolica)
em todo o neurbnio sensorial. Essas mudangas na excitabilidade neuronal s&o induzidas
por mediadores inflamatdrios liberados diretamente pelas células danificadas ou por células
ativadas a partir do reconhecimento de um agente estranho ao organismo (HARDY J et al, 1950;
FERREIRA SH, 2009).

Visto que, 0s nociceptores podem expressar um Ou mais receptores para estes
mediadores pré-inflamatorios e pro-nociceptivos, eles sdo capazes de reconhecer e
responder a cada um deles. E justamente a ativacdo destes receptores presentes na
superficie dos nociceptores que aumenta a excitabilidade da fibra nervosa,
consequentemente, aumentando a sua sensibilidade, como, por exemplo, a temperatura ou ao
toque (BASBAUM et al.,, 2009). Este aumento na sensibilidade resulta em uma hiper-
sensibilidade da percepcdo dolorosa frente a estimulos que normalmente ndo causariam dor
em situacdes ndo patoldgicas, como leve toque, a qual é referida como alodinia. Além disso,
esta hipersensibilidade também resultaem uma percep¢do exacerbada frente a estimulos
normalmente dolorosos, 0s quais passam a induzir dor com uma intensidade maior ainda,
fendmeno esse referido como hiperalgesia (Figura 1) (WOOLF e SALTER, 2000).
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Figura 1- Sensibilizagcdo dos neurénios. A: Demonstracdo dos fenémenos de uma sensibilizagdo normal
e B: Demonstracéo entre os fendmenos de hiperalgesia e alodinia. Adaptado de BEAULIEU, 2013.

I

Assim, a inflamagcdo aguda & um processo finito que resulta no retorno da
homeostase tecidual. No entanto, se as respostas inflamatorias forem persistentes ou
se houver falha na resolucdo dainflamacdo aguda, o processo torna-se crénico. A forma
cronica ou afalha na resolucdo da inflamacdo estd diretamente relacionada com a pato-
génese de uma série de doencas cronicas inflamatérias (LIBBY, 2007; NATHAN; DING,
2010). No estado cronico, a dor perde a funcdo protetora e torna-se fisicamente debilitante,
comprometendo fungdes basicas como a mobilidade e o sono, além de provocar sobre-
carga emocional,podendo levar a ansiedade, depressao, irritabilidade e raiva (BRENNAN;
CARR; COUSINS, 2007). A dor é considerada cronica quando persiste ou se repete por
mais de 3 a 6 meses apesar da presenca ou auséncia de um estimulo nocivo
(HARVEY, 2006; TREEDE et al., 2015), ou seja, quando alteracdes patofisiologicas
propagam a dor de forma independente do estimulo deflagrador (LEE, 2013).
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O tratamento farmacoldgico de doengas crénicas inflamatérias e da dor persistente
de diferentes origens ainda é um algo problemético (FERREIRA SH et al, 2009). Atual-
mente estas sdo comumente tratadas com farmacos desenvolvidos para controlar a resposta in-
flamatoria por meio da inibicdo de enzimas, bloqueio de receptores ou antagonismo de ligantes
especificos (FREITAS et al., 2019). Os farmacos de primeira linha de tratamento atualmente
prescritos sdo os AINEs, glicocorticoides e opioides, apesar de j& terem sido introduzidos ha
muito tempo, 0s seus mecanismos principais permanecem o0s mesmos (FERREIRA SH et al,
2009; BOTZ B et al, 2017). A acdo farmacoldgica doS AINEs é baseada na inibi¢do das iso-
formas da enzima ciclo-oxigenase (COX), especialmente, COX-1, COX-2 e COX-3. A COX-
1 € constitutivamente expressa em diversos tecidos, como as plaquetas, as células endoteliais e
gastrointestinais. A COX-2 ¢ induzida no processo inflamatério pelo estimulo de citocinas e
fatores de crescimento e contribui significativamente para desenvolvimento dos sinais clinicos
caracteristicos. Desta forma, o efeito terapéutico dos AINES esta relacionado principalmente
com a inibicdo da producdo de prostaglandinas inflamatérias como a PGE2. Por outro lado, a
inibicdo da producdo de tromboxanos (ex. TXA2) e prostaglandinas envolvidas em funcgdes
fisioldgicas relevantes (como a PGI2) contribui para a ocorréncia de efeitos colaterais
(FREITAS et al., 2019).

Embora haja muitas opcGes de tratamento disponiveis, ndo hd um consenso universal
sobre qual é o melhor e, muitos deles tém efeitos adversos contraproducentes. Os opioides, por
exemplo, sdo frequentemente usados no tratamento da dor crénica, mas sua eficacia € apenas
moderada (em média, uma melhora de 30%) e eles podem causar varios efeitos colaterais, prin-
cipalmente relacionados ao sistema nervoso central. Além disso, eles criam uma forte tolerancia
e existe o risco de dependéncia, o que é especialmente preocupante no controle da dor cronica.
Portanto, ha uma necessidade urgente de encontrar novos alvos biolégicos que permitam o de-
senvolvimento de medidas terapéuticas mais eficazes para lidar com a dor cronica.

Os produtos naturais, especialmente aqueles derivados de plantas e microorganismos,
possuem relevancia historica como fonte de descoberta de novas substancias ativas com ativi-
dade farmacologica. Assim, as plantas sdo ainda consideradas fonte de investigacéo de novos
farmacos em potencial. As substancias ativas obtidas das plantas sdo usadas como prot6tipos
para o desenvolvimento de novos medicamentos, alem de proporcionar a identificacdo de uma
nova possibilidade de tratamento terapéutico. Entdo, os produtos naturais sdo considerados
como sendo importantes alvos para a descoberta de novos analgésicos, além de terem sido im-

portantes para a descoberta de vias de modulacdo da dor e de receptores envolvidos nestas vias
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e analgésicos ainda hoje usados na clinica (CALIXTO et al., 2000; YUNESET al., 2005;
NEWMAN E CRAGG, 2007)

A utilizacdo de plantas medicinais como forma terapéutica é dita como uma arte de cura
muito antiga, na qual esta relacionada com os primordios da medicina e com fundamento no
acumulo das informacdes entre diversas geracdes. No decorrer dos séculos, os produtos de ori-
gem natural constituiram a base para o tratamento de diversas doencas (BORGES et al., 2018).
O conhecimento adquirido pela populagéo sobre a utilizacdo de plantas como recursos terapéu-
ticos proporciona a populacdo um empoderamento, ja que muitas plantas utilizadas por estes ja
tem uma eficacia comprovada cientificamente, sendo muito efetiva no controle de diversas en-
fermidades (LEITE, 2019). Assim, o Brasil por possuir uma das maiores biodiversidades mun-
dial, possui um grande grupo de populacédo que detém do conhecimento sobre a cura advinda
de extratos, sucos e chas de plantas que funcionam como agentes medicamentosos
(FERNANDES et al., 2017).

Neste contexto, podemos compreender que existem diferentes tipos de dor que surgem
devido a uma ampla variedade de processos moleculares e celulares, que podem atuar separa-
damente ou em conjunto com os sistemas nervosos periférico e central. Por isso, é extrema-
mente importante compreender esses mecanismos subjacentes a gera¢do, manutengdo e con-
trole da dor, além de identificar as células e substancias envolvidas, para promover a descoberta
de novos tratamentos para alivio da dor. Isso inclui explorar o uso de produtos naturais como
alternativas seguras, minimizando qualquer dano potencial aos individuos e reduzindo seus

efeitos adversos.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Dor e nocicepcéao

A International Association for the Study of Pain (IASP) define dor como “uma experi-
éncia sensorial e emocional desagradavel associada a dano tecidual real ou potencial, ou des-
crita em termos de lesdo semelhante”. Embora esta defini¢ao seja aceita universalmente, a dor
é dificil de definir devido a subjetividade que lhe € imputada pelos seus componentes sensitivo,
emocional, cognitivo e social (ELLISON DL, 2017; DOWLATI E, 2017). Assim, a dor é uma

experiéncia individual, modulada centralmente por mecanismos fisiol6gicos e psicolégicos
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bem como por fatores externos e é também um mecanismo de protecdo essencial ao desenvol-
vimento e aprendizagem do homem. O ser humano defende-se quando a dor € gerada por um
estimulo externo, afastando-se dos estimulos dolorosos.

A dor pode ser compreendida como trés eventos neurobioldgicos distintos, sendo clas-
sificada entdo em: nociceptiva ou fisiologica, inflamatéria e patoldgica. A dor fisioldgica € o
sistema de protecdo rapido contra estimulos nocivos, desencadeada no tocar de objetos frios ou
guentes, agentes quimicos irritantes ou forca mecanica intensa. A dor inflamatéria, desencade-
ada por mediadores do sistema imune, dano tecidual ou em uma infecgéo, € essencial para o
processo de reparacdo tecidual, pois desencoraja o contato fisico e 0 movimento, por exemplo,
no caso de uma ferida cirdrgica. A dor patolégica pode ocorrer devido ao dano do sistema
nervoso (dor neuropatica), mas também na auséncia de danos ou inflamacéo (dor disfuncional),
como, na cistite intersticial cronica, na fibromialgia, na sindrome do intestino irritavel, na ce-
faleia de tenséo e na disfungéo temporomandibular e dor orofacial (WOOLF, 2010).

As vias nervosas especializadas em detectar a presenca de estimulos nocivos sdo conhe-
cidas como vias nociceptivas, compostas por neurdnios sensoriais primarios denominados no-
ciceptores. Essas células possuem morfologia, denominada pseudo-unipolar. Seus corpos celu-
lares, localizados nos ganglios das raizes dorsais (GRDs) ou nos ganglios trigeminais (GT),
emitem um axdnio que se divide em dois ramos (Figura 2). O ramo periférico percorre 0s nervos
sensitivos e termina nos diversos érgdos (para GRD) e regides orofaciais (para GT), onde rece-
bem estimulos sensoriais através de termina¢des nervosas. O ramo central se dirige para o corno
dorsal da medula espinhal ou para o nucleo do trato espinhal do trigémeo, onde o estimulo

nervoso € enviado ao sistema nervoso central (SNC) (HUANG et al, 2013).

Central

Figura 2- Representacéo das caracteristicas estruturais do ganglio da raiz dorsal. Ganglio da raiz
dorsal L4 e L5. Adaptado de HUANG et al (2013).



13

Os corpos celulares desses neurénios ndo possuem dendritos e ndo realizam sinapses
tipicas nos ganglios sensoriais. No entanto, existem células gliais posicionadas circunjacentes
a esses, denominadas de celulas satélites gliais (CGS). A superficie dos corpos neuronais €
densamente revestida de microvilos, que adentram nas lamelas da CGS para aumentar a area
de superficie neuronal. Esta morfologia ja sugeria que deveria existir uma interacdo importante
entre neurdnios e CGS. Estudos recentes mostram que o sinal nociceptivo € modulado através
desta comunicacdo entre neurénios e células satélites glias através da liberacdo de diversos me-
diadores e neurotransmissores como o glutamato (FERRARI et al., 2014), o ATP (NEVES et
al., 2020; LEMES et al., 2018) e fractalquina (SOUZA et al., 2013), entre outros (HANANI;
SPRAY, 2020).

Os nociceptores, atraves de seus prolongamentos, chegam de forma organizada em uma
regido da medula espinhal, conhecida como corno dorsal da medula espinhal (PURVES et al,
2010). Essa regido atua como uma estagdo para a transmissao dolorosa, onde os neurdnios afe-
rentes primarios realizam sinapses excitatérias com neurdnios de transmissdo ou de segunda
ordem (OLIVEIRA, 2008). O corno dorsal da medula espinhal é estruturado em seis laminas
anatomicamente e fisiologicamente distintas. Os nociceptores Ad fazem sinapses com neurd-
nios de segunda ordem nas laminas | e V enquanto as fibras C projetam-se para as laminas | e
Il (BASBAUM et. al., 2009).

Na membrana plasmaética dos nociceptores existem familias de proteinas transmem-
brana que constituem receptores e canais que participam da transducao de sinais nociceptivos
(OLIVEIRA, 2008). Estas células expressam nos seus terminais periféricos canais iénicos sen-
siveis a estimulos mecénicos e térmicos de alta intensidade, além de canais sensiveis a altera-
cOes de pH, e sensiveis a algumas moléculas exdgenas como a formalina (EID; CORTRIGHT,
2009). Quando estimulos antes inécuos passam a causar dor (alodinia) devido a facilidade de
despolarizacdo (diminuicdo do limiar de excitabilidade) dos neurbnios aferentes nociceptivos
polimodais acontece o fendbmeno chamado de hiperalgesia, ou seja, um aumento da sensibili-
dade dolorosa, uma resposta exacerbada a um estimulo nocivo (JENSEN; FINNERUP, 2014).

Fendmenos paralelos podem acompanhar a dor como a hiperalgesia, que resulta da sen-
sibilizacdo das fibras neuronais sensoriais responsaveis pela detec¢do dos estimulos nocivos
capazes de ativar o sistema nociceptivo. Essa sensibilizacdo tem como caracteristica a diminui-
c¢ao do limiar de excitabilidade neuronal (RIEDEL; NEECK, 2001), devido a acdo de mediado-
res inflamatorios produzidos no sitio do dano tecidual (HUANG; ZHANG; MCNAUGHTON,

2006; VERRI et al., 2006). A hiperalgesia inflamatdria é um fendBmeno comum a todas as dores
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de origem inflamatoria e é induzida pela sensibilizacéo dos nociceptores por mediadores infla-
matorios liberados no sitio do dano tecidual (COUTAUX et al., 2005). Esses mediadores infla-
matorios, atraves da ativacdo de seus respectivos receptores, induzem alteracdes metabdlicas
neuronais que resultam na sensibilizacdo dos nociceptores. Portanto, ao contrario da nocicep-
¢ao, que é considerada um fendbmeno puramente idnico, a hiperalgesia € um fenémeno metabo-
lico (CATERINA; JULIUS, 2001; LEWIN; LU; PARK, 2004; RAJA;
HAYTHORNTHWAITE, 1999; SNIDER; MCMAHON, 1998).

Embora a inatividade temporaria e 0 comportamento protetor como resposta a dor su-
baguda possam trazer beneficios, a dor persistente pode levar a um estado de depressao seme-
Ihante ao desencadeado por estimulos estressantes inevitaveis, ndo podendo ser considerada
como uma resposta adaptativa. Estados dolorosos prolongados estimulam persistentemente 0s
aferentes nociceptivos induzindo alteracdes que aumentam os efeitos deletérios da dor crénica,
introduzindo entdo o conceito de dor patoldgica. Enquanto a dor aguda é um sintoma de alguma
doenca, a dor crénica pode ser considerada uma doenga em si, sendo nociva e, na maior parte
dos casos, independente ou desproporcional ao estimulo que a gerou (KLAUMANN; WOUK;
SILLAS, 2008).

Portanto, a dor compreende trés mecanismos basicos: a transducdo, caracterizada pela
ativacdo dos nociceptores; a transmissdo, o conjunto de vias sensitivas e mecanismos que per-
mitem o impulso nervoso, gerado ao nivel de nociceptores e conduzido para estruturas do sis-
tema nervoso central (SNC) comprometidas com o reconhecimento da dor; e a modulacgéo, que
envolve o mecanismo de supressdo da sensacdo dolorosa e que pode ser desencadeado pelas
préprias vias nociceptivas (FERNANDES, 2011).

2.2 Receptor TRPV1

A superfamilia de receptor potencial transitorio (TRP) codifica proteinas de membrana
gue funcionam como canais idnicos. A partir da homologia de proteinas, os membros da familia
de canais TRP podem ser subdivididos em subfamilias. Os membros desta familia s&o encon-
trados em leveduras, invertebrados e vertebrados (NILIUS; OWSIANIK, 2011). Funcional-
mente, 0s TRP podem ser caracterizados como canais catidnicos, ndo-seletivos, embora em sua
maioria apresentem caracteristicas de permeabilidade a ions, sendo alguns deles altamente se-
letivos para Ca2+ (MINKE; COOK, 2002), podendo ser ativados por uma diversidade de esti-

mulos com graus diferentes de seletividade. Os canais TRP quando ativados permitem o influxo
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de cétions para a célula, provocando uma despolarizagao, que por sua vez, pode gerar um po-
tencial de a¢do ou ndo, devido a sua caracteristica transitoria (CLAPHAM, 2003). Estas contri-
buicbes sdo essenciais para diversos processos fisiologicos, que vao desde as funcdes sensori-
ais, como: transducdo, nocicepcdo e sensacdo de temperatura e funcbes homeostaticas
(MINKE; COOK,2002).

O primeiro canal descoberto em neur6nios sensoriais de mamiferos foi o Receptor de
Potencial Transitério do tipo Vaniloide 1 (TRPV1). Este canal é o receptor para a capsaicina, e
também o receptor alvo para o calor nocivo (>42°C). O TRPV1 é encontrado em neurénios
sensoriais nociceptivos de didmetro médio e pequeno (fibras C). Sua expressdo em neurénios
do ganglio da raiz dorsal, ganglio trigeminal e ganglio nodoso, particularmente em associa¢ao
com outras fibras aferentes nociceptivas, junto com sua ativacdo pelo calor, acido e compostos
vaniloides pungentes, fortemente indica seu papel importante na deteccdo e integracdo de
estimulos nocivos. Andlises em camundongos com dele¢do génica para o receptor TRPV1
confirmaram que este canal contribui para percepcao de estimulos quimicos e térmicos. Em
particular, os camundongos com delecdo génica para o receptor TRPV1 mostraram respostas
reduzidas aos estimulos de calor nocivo e completa indiferenca a vaniloides pungentes.
Portanto, a identificacdo do TRPV1 foi 0 maior catalisador que langou 0s campos da pesquisa
de transdugdo somatossensorial e dor para nivel molecular (PEREIRA, 2013).

A inibicdo do canal de cations do TRPV1 parece ser uma abordagem logica para
producdo de analgesia, entretanto, a situacdo ndo é simples ja que os receptores TRPV1 ndo sao
expressos somente nos nociceptores, como também em uma variedade de outros tipos de
células, incluindo: os queratinécitos, as células pancreaticas, as células endoteliais, 0s
linfocitos, os macréfagos e as células de diferentes regides do cérebro. Sua presenca, em todos
esses tipos de células e em diferentes partes do corpo, sugere que o TRPV1 é estimulado
normalmente por um ligante enddgeno (endovanildide). E importante salientar, que existem
evidéncias que sugerem a ativacdo do TRPV1 por seu ligante endégeno sendo essencial para a
manutencdo da temperatura corporal, sendo improvavel entdo que possam ser desenvolvidos
para utilizacdo sistémica, como agente especifico no tratamento da dor (FEIN, 2011). Ainda,
estudos demonstram que a hiperalgesia cronica induzida por lesdo nervosa libera mediadores
inflamatdrios que ativam ou sensibilizam os receptores TRPV1 de maneira constante (KISSIN;
FREITAS; BRADLEY, 2007).

Segundo (RAMI etal., 2006; CHIZH et al., 2007; LEHTO et al., 2008), 0s antagonistas
seletivos do receptor TRPV1 induzem efeitos anti-hiperalgésicos em modelos de

nocicepgdo em animais e em humanos. Entretanto, um importante efeito adverso relacionado
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aos antagonistas do receptor TRPV1 é o desenvolvimento de hipertermia severa, como
descrito para o composto AMG-517 (GAVVA et al., 2008). Assim, a identificagdo de novos
antagonistas do receptor TRPV1 que ndo promovam o desenvolvimento de hipertermia seria
interessante, sendo estes alvos promissores como novos agentes analgésicos (WONG E
GAVVA, 2009). Uma das fontes que poderia ser explorada para a descoberta de novos
antagonistas do receptor TRPV1 seriam os produtos naturais. E descrito que os compostos
isolados de plantas sdo considerados como um alvo relevante para a descoberta de novas drogas,
incluindo compostos analgésicos (CALIXTO et al., 2000; CALIXTO et al., 2005; KOEHN E
CARTER, 2005). Além disso, diversos compostos derivados de produtos naturais que sdo
capazes de modular receptor TRPV1, como a capsaicina, podem ser usados no tratamento da
dor e de sintomas relacionados as doencas respiratérias (CORSON e CREWS, 2007;
ADCOCK, 2009; SCHUMACHER, 2010). E também, compostos isolados de plantas ja
foram caracterizados como potentes antagonistas do receptor TRPV1 com atividade
antinociceptiva (NEACSU et al., 2010; ROSSATO et al., 2011). Dessa forma, o
desenvolvimento de novos antagonistas do receptor TRPV1, a partir de produtos naturais, pode

ser uma fonte Gtil para a descoberta de analgésicos mais eficazes e seguros.

2.3 Glanglio da Raiz Dorsal

Os ganglios sensoriais emergem como centros cruciais de modulacdo da dor antes que
ela seja encaminhada a medula espinhal e retransmitida para as regides corticais do sistema
nervoso central. Nos Ultimos tempos, essa estrutura ganhou destaque como um local essencial
para o processamento de informacdes sensoriais, tornando-se, assim, objeto de intenso interesse
em varias investigacdes relacionadas ao campo da dor.

O GRD é uma estrutura critica tanto na transducéo, quanto na modulagao sensorial, in-
cluindo a transmissédo da dor. O GRD se encontra localizado dentro da bainha dural com apenas
uma fina camada de liquido cefalorraquidiano (LCR), é uma estrutura bilateral encontrada em
todos os niveis vertebrais situados nos forames intervertebrais, exceto os GRD sacrais, locali-
zados dentro do canal vertebral, e 0s GRD coccigeos, que estdo intramurais (DEVOR, 1999).
O GRD é um alargamento da raiz dorsal que abriga os somas (corpos celulares) de neurénios
sensoriais primarios e conta com até 15.000 neurdnios presentes. Os neurénios do GRD sdo de
natureza pseudounipolar; um unico axénio se projeta do corpo celular e se bifurca na juncéao

em T Unica. A porgdo periférica do axdnio estende-se até as terminagdes dos receptores na
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periferia e é responsavel pela sinalizacdo aferente. A por¢éo central do axdnio se estende até o
SNC e mostra arborizagdes axonais consideraveis na medula espinhal, terminando em sinapses
ipsilaterais ou neurénios contralaterais de ampla faixa dinamica, redes de interneurénios inibi-
torios e outros alvos no corno dorsal (LEIJNSE; D'HERDE, 2016). Os axénios dos neurdnios
sensoriais primarios facilitam a comunicagdo sinaptica com os neurénios na substancia cinzenta
espinhal; esses sinais sdo entdo modificados por neurdnios de segunda e terceira ordem e por
interneurdnios inibitorios (WILTSE, 2000). Os neur6nios sensoriais primarios do GRD envol-

vidos na dor sdo principalmente do tipo C e Ad (POPE et al., 2013).

Os corpos neuronais do GRD encontram-se envolvidos por uma camada de células de-
nominada de células satélites gliais (CSGs) que, em conjunto, formam uma bainha (ou enve-
lope) ao redor de cada neurdnio sensorial, resultando em unidades individuais (Figura 3). Entre
estas unidades pode ser encontrado uma estreita camada de tecido conjuntivo que é majoritari-
amente observada em animais experimentais jovens. Na fase adulta, essas unidades encontram-
se separadas por outra camada de células gliais. O nimero de CSGs envolvendo cada neurdnio
esta relacionada com o volume do mesmo, que vai de encontro com uma das fungfes primor-
diais exercida pela glia, o de suporte metabdlico. Porém, essa proporc¢do pode ser alterada sob
determinadas condicdes, como por exemplo durante uma lesdao do nervo (axotomia), em que, 0
namero de células satélites gliais ao redor do neurénio lesado no GRD é aumentado significa-

tivamente (Hanani, 2005)
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Figura 3- Ganglio da Raiz Dorsal. A: O GRD encontra-se em proximidade ao corno dorsal da medula
espinhal, abrigando o corpo celular do neurdnio sensorial. Seu ramo curto axonal estende-se em direcdo ao corno
dorsal da medula, enquanto o ramo longo direciona-se para a periferia. B: Os corpos de neurdnios sensoriais,

envolvidos por um envelope de células laminares denominadas células satélites glias, sdo destacados em azul,
enquanto estas Ultimas sdo representadas em cor rosa. Adaptado de LEMES, (2021).

Ainda, segundo (TIWARI; GUAN; RAJA, 2014)a ativacdo da glia também pode ter
efeitos benéficos, incluindo a liberagdo e manutencgdo de fatores anti-inflamatoérios que prote-
gem contra a neurotoxicidade e restauram a sinalizacdo normal da dor. Apesar da extensa in-

vestigacdo neste campo, os resultados pré-clinicos ndo se traduziram em melhores estratégias
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terapéuticas para pacientes com dor crénica. Assim, uma compreensdo dos mecanismos envol-
vidos nos papéis benéficos e patoldgicos da glia ativada é necesséria para o desenvolvimento
de terapias para a dor novas, seguras e eficazes. As interacdes neurdnio-glia desempenham pa-
péis criticos no desenvolvimento e manutencdo da dor neuropética. Algumas questdes funda-
mentais sobre as interacfes neurdnio-glia na dor foram abordadas, como os sinais que levam a
ativacdo glial apds a lesdo e como as células gliais afetam a atividade neuronal e promovem a
hiperalgesia. Por isso, estudos propdem que a microglia estimulada por ATP envia sinais para
neurdnios de projecéo de dor no corno dorsal da medula espinhal. O ATP derivado de neurdnios
entdo ativa 0s receptores ionotropicos purinérgicos (P2X7) na microglia, causando maior libe-
racdo de ATP microglial e fator neurotrofico derivado do cérebro nos neurdnios da Iamina es-

pinhal.

2.4 Biseugenol

A Organizacdao Mundial da Satude (OMS) reconhece a importancia da fitoterapia, suge-
rindo ser uma alternativa viavel e importante também as populacdes dos paises em desenvolvi-
mento, j& que seu custo é diminuido. As plantas medicinais ttm um importante papel na satde
mundial. Apesar dos grandes avangos observados na medicina moderna, nas Ultimas décadas,
elas continuam sendo utilizadas e estima-se que 25 a 30% de todos os farmacos avaliados
como agentes terapéuticos sdo provenientes de produtos naturais (CALIXTO, 2005). Individu-
almente, a descoberta de novos farmacos, ou farmacos acessiveis, pode determinar a melhoria
da qualidade de vida em doencas cronicas ou a propria sobrevivéncia do paciente afetado. So-
cialmente, a descoberta de fontes naturais e locais de compostos quimicos usualmente impor-
tados e/ou o desenvolvimento de fitoterapicos de fabricacdo nacional, podem ter consequéncias
econbmicas significativas, além de possibilitar autonomia de cada pais no gerenciamento de
suas politicas de satde (RATES, 2001).

As plantas aromaticas produzem 6leos essenciais que sdo misturas de compostos quimi-
cos volateis e hidrofébicos. Estudos relatam as propriedades terapéuticas dos 6leos essenciais
como antinociceptivo e anti-inflamatério (ALMEIDA et al., 2011; HUANG et al., 2013). O
eugenol € um fenilpropanoide presente em muitas plantas aromaticas (ZHENG; KENNEY;
LAM, 1992). Esse composto apresenta grande variedade de propriedades bioldgicas e tem sido
amplamente utilizada como analgésico na odontologia (BURGOYNE et al., 2010).

O mecanismo de acdo de suas propriedades neuroprotetoras ainda esta em estudo, pes-
quisas in vitro demonstraram uma interagdo do eugenol com receptores vanildides com poten-

cial inibicdo da transmissao da dor pelo bloqueio deste receptor. Além disso, o eugenol parece
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interagir com neurotransmissores envolvidos na sensibilidade a dor, com efeito agonista no
acido y-aminobutirico (GABA) e efeito antagonista nos receptores de glutamato NMDA (N-
metil-D-aspartato, ambos desempenhando papéis importantes na transmissdao da dor
(GUENETTE etal., 2007). A capacidade do eugenol em reduzir a nocicep¢ao e agir no processo
inflamatorio tem ganhado grande destaque na comunidade cientifica, surgindo o interesse em
pesquisar se 0 biseugenol, seu dimero orto-eugenol, também possui essas mesmas atividades
(DANIEL etal., 2009; PARK etal., 2011; DAL BO, etal., 2012; PAULA-FREIRE et al., 2012).

O desidrodieugenol (DDE), também conhecido como biseugenol, € um metabolito se-
cundario da classe das neolignanas caracterizado por ser um dimero orto de eugenol (Figura 4)
que pode ser preparado sinteticamente por uma reacdo de oxidacdo. As neolignanas, como o
desidrodieugenol sdo compostos capazes de modular o processo inflamatorio, alterando, inclu-
sive, alguns componentes chave da angiogénese e do reparo tecidual, de modo a favorecer a
resposta inflamatdria. Ainda, em estudos recentes (TAGUCHI et al., 2023) demonstraram pela
primeira vez em um modelo in vivo de enfisema pulmonar que o eugenol e o biseugenol, ambos
isolados de N. leucantha, reduziram a destruicdo alveolar e, consequentemente, a inflamacéo
pulmonar e as citocinas inflamatdrias. Alguns possiveis mecanismos desses compostos podem
estar relacionados a reducédo do estresse oxidativo, especialmente iNOS e inibi¢cdo do NF-KB.
Assim, considerando a necessidade urgente da descoberta de farmacos para doencas cronicas e
inflamatorias, torna-se relevante a avaliacdo dos efeitos e possiveis mecanismos de acdo do

biseugenol em modelo experimental de dor e hiperalgesia em ratos.

OMe

Figura 4- Representacdes das estruturas quimicas das moléculas de Eugenol e Biseugenol. A es-
guerda temos a representacéo da estrutura do Eugenol, enquanto a direita temos a estrutura do Biseugenol. Adap-
tado de TAGUCHI et al. (2023)

De acordo com (PEANA et al., 2004), o biseugenol é caracterizado como menos toxico

que o eugenol, apresentando um efeito inibitério mais pronunciado na peroxidagéo lipidica.
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Além disso, demonstra uma capacidade de elimina¢do mais robusta dos radicais superéxido em
comparacdo com os radicais hidroxila ('OH). Adicionalmente, parece constituir um material de
estabilizacdo promissor na sintese de novos bifenilos, os quais exibem propriedades de relevan-
cia para atividade bioldgica.

Portanto, compreender os mecanismos do biseugenol é crucial para analisar sua intera-
cao com os receptores vaniloides e, possivelmente, com outros neurotransmissores envolvidos
na transmissao da dor. Essa pesquisa é essencial para possibilitar a aplicacdo do biseugenol no

tratamento a hiperalgesia.

3. OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

O presente estudo tem como objetivo avaliar o efeito da molécula biseugenol como
analgésico e anti-inflamatério em modelos de dor e hiperalgesia em ratos. Além de, avaliar 0
efeito do biseugenol sobre a ativacao de receptores TRPV1 em culturas primarias de ganglios

sensoriais de ratos.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Avaliar o potencial analgésico da molécula utilizando o teste da capsaicina em
patas de ratos.

3.2.2 Avaliar o potencial anti-inflamatério do biseugenol através do modelo de inflama-
cdo induzida pela injecdo de carragenina na pata de ratos. Neste modelo, serdo avaliados a
hiperalgesia mecanica e o edema inflamatorio.

3.2.3 Avaliar o possivel efeito do biseugenol sobre a ativacdo do receptor TRPV1 atra-
vés do influxo de célcio induzido por capsaicina em culturas primarias de ganglio da raiz dorsal

de ratos.

4. METODOLOGIA

4.1 Animais

Neste estudo foram utilizados ratos Wistar machos, provindos da Rede de Biotérios de
Roedores (REBIR) da Universidade Federal de Uberlandia. Os animais foram alojados e man-
tidos no REBIR em temperatura climatizada em 25°C (temperatura ambiente) e ciclo de lumi-

nosidade controlado em 12h claro e 12h escuro, com acesso livre a agua filtrada e racéo ad
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libitum. As caixas foram trocadas a cada 2 ou 3 dias preenchidos com maravalha autoclavada
para esterilizacdo. As caixas ficaram em estante ventiladas com exaustdo de ar prdprias para
este fim, ainda, os animais foram mantidos em quantidade maxima de 5 animais por caixa.
Tanto os testes comportamentais quanto os experimentos in vitro, foram realizados com ratos
Wistar pesando entre 200 a 300g com aproximadamente 4 semanas, sendo todos 0s experimen-
tos realizados de acordo com as normais de ética estabelecidas para experimentacdo animal
recomendadas pela IASP (International Association for the Study of Pain) (ZIMMERMANN,
1983). Os procedimentos experimentais foram analisados e aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentagdo Animal da Universidade Federal de Uberlandia (Processo n°
23117.028710/2023-97).

4.2 Drogas

o Extrato de Biseugenol
o Carragenina (Sigma®)
o Capsaicina (Sigma®)

4.3 Administracéo de drogas

As drogas utilizadas no presente estudo, nos testes comportamentais, foram administra-
das via intraplantar (i.pl.) subcutanea. As quais foram injetadas na pata traseira dos ratos por
meio de uma agulha hipodérmica, conectada a uma seringa BD Ultra-fine Il e inserida na por¢do
central da pata, entre as cinco calosidades distais. Nos testes in vitro foram utilizadas a capsai-
cina na concentragdo de 100 nM, e o biseugenol nas concentra¢fes de 10 e 100 uM, enquanto
nos testes in vivo, teste de nocicepcdo induzido pela capsaicina e o teste de hiperalgesia infla-
matdria induzido pela carragenia, as mesmas foram utilizadas nas concentracdes de 10 pg, 5 e

50 ug, respectivamente.

4.4 Experimento in vitro

4.4.1 Coleta de ganglios

Os ganglios da raiz dorsal foram obtidos a partir das regides toracica e lombar dos ani-
mais, sendo coletados aproximadamente de 12 a 16 ganglios por animal. Para isso, 0s animais
foram submetidos a anestesia, utilizando o anestésico geral Isoflurano 5% administrado por
inalagdo por meio do sistema de anestesia inalatoria da Bonther. Posteriormente, os animais

foram decapitados e posicionados verticalmente para realizacdo da exsanguinacgdo. Em seguida,
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foi feita a remocéo da pele da regido dorsal, exposicao da coluna vertebral e secGes das vérte-
bras, os ganglios foram coletados e colocados em placas de cultura contendo uma solugéo estéril
de Hank com um tampéo de 10 mM de HEPES.

4.4.2 Cultura de ganglios primarios

As células coletadas foram submetidas a uma dissocia¢ao enzimatica, primeiro através
de incubagao a 37°C por 60 minutos em uma solugao de Hanks/Hepes contendo 0,28 U/ml de
colagenase e, apos 20 minutos em uma solucéo contendo 0,25 mg/ml de tripsina. Em seguida,
o0s ganglios foram lavados com meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1
mL de penicilina/estreptomicina. As células foram entdo dissociadas mecanicamente utilizando
uma pipeta Pasteur de vidro e, em seguida, cultivadas no meio descrito anteriormente e em
placas de cultura revestidas com Matrigel. As placas foram mantidas em uma estufa de cultura
com atmosfera Umida contendo 5% de CO- a uma temperatura de 37°C por um periodo de 72

horas.

4.4.3 Microscopia confocal
As culturas primarias de ganglios sensoriais foram estabelecidas em placas que conti-
nham uma laminula de vidro aderida ao fundo, permitindo a visualiza¢do por microscopia con-
focal. Antes do experimento, as placas foram submetidas a uma lavagem com solu¢do Hank's
contendo 10 mM de HEPES (pH 7,4) e, em seguida, foram incubadas com 10 uM do indicador
de célcio intracelular Fluo 3-AM (Invitrogen) por 45 minutos, mantidas no escuro e a tempera-
tura ambiente. Apos este periodo, as culturas foram lavadas 3x com solugido de Hank’s/HEPES.
A avaliacdo da fluorescéncia emitida pelas células foi realizada por meio de séries tem-
porais de imagens obtidas utilizando microscopia confocal (Zeiss LSM 510 Meta). Os dados
foram apresentados como a razdo (AF/F0), que representa a varia¢do na intensidade de fluores-
céncia (AF = F - FO) dividida pela fluorescéncia basal (FO). Isso permitiu normalizar as varia-
¢Oes na concentracdo do indicador fluorescente nas células.
Nesta etapa os tratamentos utilizados foram:
e Controle: administracdo de veiculo (Hanks + 1% DMSQO) e ap6s 2 minutos ad-
ministracdo de capsaicina (100 nM).
e Tratado com Biseugenol 10 uM: administrou-se Biseugenol (10 uM) e apds 2

minutos administrou-se capsaicina (100 nM).
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e Tratado com Biseugenol 100 uM: administrou-se Biseugenol (100 uM), apos 2
minutos administrou-se capsaicina (100 nM).

A intensidade de fluorescéncia produzida pelas células foi avaliada por meio de sequén-
cias temporais com duragdo de 2 minutos, adquiridas utilizando um microscopio confocal (LSM
520 Meta, Zeiss). As imagens foram capturadas e submetidas a analise com o auxilio do sof-
tware de imagens ImageJ (NIH), uma ferramenta de codigo aberto amplamente disponivel e

gratuita.

4.5 Testes comportamentais in vivo

4.5.1. Teste de nocicepcao induzido por capsaicina

O teste da capsaicina foi desenvolvido por Sakurada et al. (1992) com o propoésito de
investigar substancias que impactam a dor de origem neurogénica. A introducdo da capsaicina
por meio de injecdo direta estimula os neurdnios nociceptivos, por ativar receptores TRPV1,
levando a liberagdo de diversos neuropeptidios relacionados a transmissao da dor. Observou-se
gue a capsaicina induz a nocicep¢do em um intervalo de 5 minutos, comec¢ando imediatamente
apos a injecao e desaparecendo completamente ap6s 10 minutos. Os animais foram distribuidos
em 4 grupos de 10 animais cada, assim, o biseugenol ou veiculo (controle salina + 10% de
DMSO) foi administrado localmente na pata traseira direita de cada animal, por via intraplantar,
juntamente com a capsaicina (10 pg), em 50 microlitros de salina estéril. Sendo avaliado o
efeito do biseugenol per se, na maior dose testada. Este controle € importante para que se possa
avaliar se o biseugenol causa efeito nociceptivo direto. O comportamento dos animais foi
observado durante 5 minutos apds as administracBes, conforme descrito no protocolo
experimental. Ainda, foi registrado o nimero de vezes em que o0 animal produziu uma resposta

nociceptiva como a sacudida (flinch) ou lambida de pata.

4.5.2. Teste de hiperalgesia inflamatoria induzido por carragenina: von Frey ele-
trénico

O teste da carragenina € um modelo de inflamac&o utilizado para avaliagéo de potenciais
agentes anti-inflamatérios. A carragenina é uma substancia exdgena que induz uma resposta
inflamatdria tipica e bem conhecida na pata de ratos. Neste experimento, o biseugenol foi
administrado ao mesmo tempo que a carragenina, de forma a avaliar o efeito do fitoquimico no
desenvolvimento da resposta inflamatoria. Cada grupo experimental contou com 4 animais,

sendo os tratamentos administrados por via intraplantar com as seguintes diluigdes:
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e Grupo 1: Carragenina
e Grupo 2: Biseugenol (5 pg) + carragenina
e Grupo 3: Biseugenol (50 pg) + carragenina

e Grupo 4: Biseugenol (50 ug)

Neste foi avaliado o efeito do biseugenol per se, na maior dose testada. Este controle é
importante para que se possa avaliar se 0 biseugenol causa alguma resposta inflamatdria ou
sensibilizagdo. A sensibilizagdo mecénica foi avaliada por meio de um anestesiobmetro
eletronico (Von Frey eletronico Insight), que consiste em um transdutor de pressao conectado
a um contador digital de forca expressa em gramas (g). O contato do transdutor de pressao a
pata dos animais é realizado por meio de uma ponteira Universal Tips10mL (T-300, Axygen)
adaptada ao aparelho. Os animais foram colocados em caixas de acrilico, cujo assoalho é uma
rede de malha igual a 5 mm? constituida de arame n&o maleavel de 1 mm de espessura. Espelhos
sdo posicionados 25 cm abaixo das caixas de experimentacdo para facilitar a visualizacdo das
plantas das patas dos animais. Foi aplicada, por entre as malhas da rede, uma pressdo
linearmente crescente no centro da planta da pata do rato até que o animal produza uma resposta
caracterizada como sacudida (“flinch”) da pata estimulada. O reflexo de retirada da pata é
considerado representativo do limiar hipernociceptivo, ou seja, a forca necessaria aplicada a
pata para que induza uma resposta aversiva a um estimulo nocivo (Limiar Nociceptivo de
Retirada da Pata - LNRP). A intensidade de hipernocicepcao é quantificada com base na pressdo
obtida antes e apds o expermineto, em gramas. O LNRP foi registrado 3 ou 4 vezes em cada
animal antes e ap6s 1h30 e 3h da administracdo intraplantar (pata direita traseira utilizando uma
seringa BD Ultra-fine I1; 100 pg/ 50 pL) das diluicdes, sendo considerada a média dos valores
obtidos.

4.5.3 Edema de pata

O edema de pata foi avaliado nos mesmo animais do teste da carragenina, logo apos
cada avaliacdo da sensibilidade mecéanica. Para avaliagdo do edema foi utilizado um
pletismémetro, conforme representado pela Figura 5 (Ugo Basile), o qual permitiu avaliar o
volume da pata pelo deslocamento de liquido causado pela imersdo da pata do animal no
aparelho, os resultados foram expressos com a variagdo do volume da pata em relagdo ao

volume basal.
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Figura 5- Representacao do equipamento de pletismometro para avaliacdo do edema na pata. Adap-
tado de COELHO (2009).

4.6 Analise estatistica
Nos testes in vitro, foram avaliados as variagdes maximas de fluorescéncia em cada

neur6nio ou célula glial submetido & anélise. Ja nos testes in vivo, os resultados foram apresen-
tados de acordo com a média e o desvio padrdo, derivados da andlise do indice de dor proveni-
ente da contagem de flinch ou lambidas de cada animal. Em ambos os conjuntos de testes, as
médias dos valores foram submetidas a comparagdo por meio de testes t, quando se tratava de
duas médias comparadas, ou andlise de variancia (ANOVA), quando se tratava de mais de duas
médias comparadas. Para tais testes o nivel de significancia estabelecido foi de 5%.

5. RESULTADOS

5.1 Experimentos in vitro
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Com o objetivo de avaliar os efeitos do biseugenol na ativacéo do receptor TRPV1 em
neurdnios nociceptivos primarios presentes em culturas de ganglio da raiz dorsal de ratos, con-
duzimos experimentos utilizando concentracdes de 10 uM e 100 uM de biseugenol. A Figura
6, gerada por meio de microscopia confocal, revela um aumento significativo na fluorescéncia

associado a concentragdo de 100 uM de biseugenol.

Figura 6- Efeito do biseugenol sobre o influxo de célcio induzido por capsaicina nas culturas pri-
marias de GRD. Imagens de microscopia confocal de células GRD primarias incubadas com o indicador intrace-
lular Fluo 3-AM (Invitrogen), nas quais as setas amarelas representam os neur6nios enquanto as setas azuis indi-
cam células da glia. (A) Basal + veiculo. (B) Capsaicina apés o veiculo. (C) Basal ap6s Biseugenol 100 uM. (D)
Capsaicina ap6s Biseugenol 100 uM.

O gréfico ilustrado na Figura 7 indica que a administragdo do biseugenol, em ambas as
concentracdes de 10 mM e 100 mM, conseguiu inibir o efeito da capsaicina. Notavelmente, a
concentracdo de 10 mM demonstrou induzir uma resposta mais pronunciada em comparacao

com a administragdo de biseugenol na concentragcéo de 100 mM.
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Efeito do biseugenol sobre a agao da capsaicina na ativagao do receptor TRPV1
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Figura 7- Efeito do Biseugenol sobre o potencial de repouso em neur6nios sensoriais primarios. A
avaliacéo do potencial de repouso neuronal foi realizada por meio das variagdes na fluorescéncia emitida pelo
indicador intracelular Fluo 3-AM (Invitrogen). Na figura, s@o apresentadas as mudancas na fluorescéncia provo-
cadas pela administracdo do veiculo (Hanks) ou o biseugenol (10 uM, 100 pM) ao longo de um periodo de 2

minutos.

Os efeitos da capsaicina nos niveis de calcio intracelular foram avaliados em culturas
primarias de ganglios da raiz dorsal, utilizando Fluo3-AM conforme descrito anteriormente. Ao
incubar essas culturas com Fluo-3 AM para a observacdo do célcio intracelular, o fluoréforo
inicialmente alcanca as células gliais satélites, acumulando-se nelas. Como resultado, a quanti-
dade de Fluo-3 AM que atinge os neurdnios é reduzida, resultando em uma fluorescéncia basal
mais baixa. Ainda, conforme demonstrado na figura 8, constatamos que a aplicacdo de biseu-
genol na concentracdo de 100 uM provocou um aumento imediato nos niveis de célcio intrace-

lular nas células da glia.
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Efeito do biseugenol associado a capsaicina sobre células da glia
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Figura 8- Efeito do biseugenol sobre o potencial de repouso em células da glia. A avalia¢do do po-
tencial de repouso neuronal foi realizada por meio das variages na fluorescéncia emitida pelo indica-dor intrace-
lular Fluo 3-AM (Invitrogen). Na figura, s@o apresentadas as mudancas na fluorescéncia provocadas pela admi-
nistracdo do veiculo (Hanks) ou biseugenol (10 pM, 100 uM) ao longo de um periodo de 2 minutos.

5.2 Experimentos in vivo

5.2.1 Teste de nocicepc¢ao induzido por capsaicina

No teste in vivo, destinado a avaliar o impacto da administracdo intraplantar de biseu-
genol na nocicepgéo induzida pela injecdo de capsaicina nas patas de ratos, foi observado que
0s animais submetidos as concentracGes mais elevadas de biseugenol (50 uM) manifestaram
uma reducdo significativa na resposta nociceptiva em compara¢do com 0s animais controle,
que receberam uma solucdo de capsaicina contendo apenas o veiculo (Figura 9). Além disso,
foi possivel observar que a administracdo do biseugenol sozinho nédo foi capaz de induzir res-

postas nociceptivas nos animais testados.
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Teste da capsaicina
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Figura 9- Teste de nocicepcéo induzida pela capsaicina. As rea¢des nociceptivas foram avaliadas
durante 5 minutos apds a administracéo de capsaicina, 10 g em 50 pl (intraplantar). O biseugenol (5 pg ou 50
Hg) e o veiculo (1% DMSO) foram administrados juntamente com a capsaicina, na mesma inje¢do. Dados apre-
sentados em média e EPM de 10 animais por grupo. *(p<0,05) significativamente diferente do grupo controle
sem biseugenol (ANOVA seguida de teste de Dunnet)

5.2.2 Teste de hiperalgesia induzido por carragenina

Foram conduzidos testes para examinar os efeitos da administracdo de biseugenol no
limiar hipernociceptivo dos animais. O limiar de sensibilidade mecénica foi avaliado em trés
momentos distintos: no estado basal, 1h30 ap6s a administragdo intraplantar de carragenina
(100 pg em 50 pl) e 3h posteriormente. A aplicacao de biseugenol (5 pg ou 50 pg) ocorreu por
via intraplantar, juntamente com a carragenina. Contudo, ndo se observou uma diferenca signi-
ficativa no limiar de sensibilidade mecénica entre os grupos de animais analisados, como ilus-
trado na Figura 10. Em outras palavras, o biseugenol ndo demonstrou ter impacto significativo
na hiperalgesia induzida pela carragenina, embora seja possivel observar uma tendéncia na ini-
bicdo da hiperalgesia induzida pela carragenina na dose de 50 pg de biseugenol. Toda via,
guando administrado de forma isolada o biseugenol foi capaz de aumentar o limiar, sugerindo

uma reducdo na sensibilidade mecéanica.
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Teste de hiperalgesia induzida por carragenina
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Figura 10- Teste de hiperalgesia induzida por carragenina. O limiar de sensibilidade mecénica foi
avaliado em trés momentos, sendo: basal, 1h30 depois da administragdo de carragenina (10 pg em 50 pl, intra-
plantar) e 3h. Dados apresentados em média e EPM de 4 animais por grupo.

5.2.3 Teste de avaliacdo do edema da pata

No ensaio de edema de pata induzido por carragenina, os resultados obtidos com os
grupos tratados apds 1h30 e 3h ndo apresentaram diferencas estatisticamente significantes em
relagcdo aos grupos controles (carragenina e salina), quando avaliados por ANOVA (p < 0.05)
(Figura 11). A administragdo intraplantar de biseugenol nas patas direitas dos ratos néo foi ca-
paz de inibir o desenvolvimento do edema. Em outras palavras, as doses de 5 e 50 pg de biseu-
genol ndo demonstraram capacidade de reduzir a inflamacdo desencadeada pela carragenina
nas patas dos animais tratados. Assim é possivel observar que as fracdes de biseugenol usadas
no ensaio ndo apresentaram acao anti-inflamatéria em condic6es de tempo e dose especificas,

no ensaio de edema de pata induzido por carragenina.
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Teste de avaliagao do edema da pata
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Figura 11- Teste de avaliacdo do edema da pata. O volume da pata foi avaliado em trés momentos:
basal, 1h30 depois da administracdo de carragenina (10 pg em 50 pl, intraplantar) e 3h. Dados apresentados em
média e EPM de 4 animais por grupo.

6. DISCUSAO
Neste estudo, exploramos as propriedades analgésicas e anti-inflamatdrias do biseuge-

nol, além de investigar seu impacto no influxo de calcio em neurdnios aferentes primarios e
células satélites gliais presentes nos ganglios da raiz dorsal de ratos, tanto em culturas quanto
em avaliagcGes comportamentais. O objetivo principal foi identificar potenciais antagonistas do
receptor TRPV1 derivados de produtos naturais, visando a descoberta de analgésicos mais se-
guros e eficazes para o tratamento da hiperalgesia inflamatoéria. Os resultados desta pesquisa
sustentam a ideia de que o biseugenol, um dimero do eugenol, exerce efeitos semelhantes a este
composto, atuando como agente anestésico e analgésico. Dessa forma, identificamos as propri-
edades antinociceptivas e 0 mecanismo de acdo do biseugenol em relacéo ao receptor TRPV1,
evidenciando seu potencial anti-nociceptivo em modelos de dor aguda, como no teste de noci-
cepcdo induzido pela injecdo intraplantar de capsaicina. Neste teste, observou-se que a admi-
nistracdo do biseugenol em concentragdes de 10 e 100 mM foi capaz de bloquear a ativacao do
receptor TRPV1 e inibir o efeito da capsaicina sobre o influxo de célcio nos nociceptores. En-
guanto, ao examinar a influéncia do biseugenol nas células da glia, notou-se que ele demonstrou
a capacidade de induzir anestesia nos neurénios. O que resultou na liberagdo instantanea de
ATP ao aplicar a capsaicina, intensificando a ativacdo das células gliais.

Paralelamente, estudos recentes conduzidos por nosso grupo de pesquisa (LEMES, et
al., 2018), revelaram que a comunicacao entre as células da glia e os neurdnios sensoriais pri-

marios nos ganglios da raiz dorsal desempenha um papel crucial no processamento rapido da
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dor aguda. Em neurdnios cultivados, observou-se que a ativagao pela capsaicina resulta na li-
beracdo de ATP, que, por sua vez, ativa o receptor P2X7, desencadeando transientes de célcio
nas células gliais circundantes. Em ratos, a administracdo de um antagonista P2X7 ou de um
bloqueador de junc¢Bes comunicantes diretamente nos ganglios da raiz dorsal (no nivel L5) di-
minuiu o0 comportamento nocifensivo agudo provocado pela injecéo intraplantar de capsaicina.
Quando ambas as substancias foram administradas antes da injecéo intraplantar de formalina,
apenas a fase inflamatdria (fase 2) foi reduzida.

Nos ganglios sensoriais, a comunicacao entre neurdnios e glia tem sido associada a sen-
sibilizagdo neuronal e & manutengdo da dor cronica. Relatos indicam que neurotransmissores
como glutamato ou ATP sdo liberados por neurdnios dentro dos ganglios da raiz dorsal, po-
dendo ativar células gliais satélites. Durante experimentos, foi observado que, aproximada-
mente 8 segundos apos as respostas neuronais, as células gliais satélites exibiram um transiente
de célcio. Esses dados sugerem que as células gliais satélites sdo ativadas pelo ATP liberado
por neurdnios excitados, e esse sinal pode ser transmitido através de células satélites vizinhas
por meio de calcio ou outras substancias que atravessam juncdes comunicantes. Embora pro-
cessos semelhantes tenham sido identificados anteriormente, este foi o primeiro relato dessa
comunicacgédo ocorrendo na nocicep¢do aguda. Em condigdes basais, as juncbes comunicantes
que conectam as células gliais satélites sdo encontradas principalmente entre células que envol-
vem 0 mesmo neurdnio. No entanto, apds lesdo nervosa ou inflamacéo, essa conexao também
é observada entre células ao redor de neurénios vizinhos. Portanto, em condicdes basais, como
na dor aguda, as células gliais satélites sdo mais propensas a fornecer um feedback positivo
para 0 mesmo neurdnio que foi excitado.

Outro modelo experimental classico no estudo da dor € o teste da carragenina, que € um
modelo para avaliacdo da hiperalgesia inflamatoria. Neste caso, é avaliada a variacdo no limiar
de sensibilidade mecanica na pata dos animais. A carragenina € um polissacarideo extraido de
algas, bastante utilizado na industria alimenticia e que, quando injetado no tecido intraplantar
dos animais induz uma resposta inflamatdria aguda tipica, com migracéo neutrofilica e libera-
¢do de mediadores inflamatorios, tais como TNF-a, IL-1B ¢ PGE2 (ARAUJO, 2019). Dessa
maneira, os resultados expostos neste estudo indicam que a administracdo intraplantar de bi-
seugenol pode potencialmente induzir analgesia no modelo de hiperalgesia inflamatdria, de-
monstrando a capacidade de aumentar o limiar de sensibilidade mecéanica. Além disso, devido

a problemas na primeira série de experimentos, incluindo a baixa quantidade de animais testa-
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dos e as concentragdes das drogas administradas, é necessario que este teste seja repetido pos-
teriormente, aumentando tanto o nimero de animais quanto as concentragdes. Pois, somente
assim seré possivel a apresentacdo de resultados concretos e fidedignos.

No contexto do modelo de edema de pata, a formacdo do edema inflamatorio é forte-
mente influenciada pelos aspectos microvasculares. O equilibrio entre a pressdo hidrostatica
intravascular, que favorece a saida do fluido dos vasos, e a pressdo osmética exercida pelas
proteinas plasmaticas, que tende a reter o fluido dentro dos vasos (conhecido como a lei de
Starling), regula o movimento do fluido na microcirculacdo. Durante a resposta inflamatoria
aguda, ocorre um aumento na pressao hidrostatica na microcirculagdo, tornando os pequenos
vasos mais permeaveis as proteinas plasmaticas. A saida dessas proteinas dos vasos para o in-
tersticio eleva a pressdo osmatica, resultando na liberacéo adicional de fluido para o intersticio.
Esse processo leva a formacdo do edema e ao aumento da viscosidade sanguinea, que desacelera
o fluxo sanguineo (estase sanguinea) e favorece a adesdo leucocitaria. Assim, é originado o
exsudato inflamatorio, caracteristica principal da resposta inflamatoria aguda.

Em nossa pesquisa, 0 biseugenol, quando administrado isoladamente, ndo demonstrou
acao anti-edematogénica. No entanto, a resposta observada nao foi consistentemente proporci-
onal a dose aplicada. O edema de pata induzido por carragenina serve como um modelo (til
para avaliar o potencial anti-inflamatorio de substancias e investigar a contribuicdo de media-
dores envolvidos nas alteracfes vasculares associadas a inflamagéo aguda. Embora esse modelo
possa ndo ser eficaz para detectar o efeito anti-edematogénico de substancias que inibem a sin-
tese de prostaglandinas, isso ndo implica que ele seja capaz de expressar claramente uma rela-
cao dose-resposta da substancia avaliada. O que a principio ndo nos leva a ser capaz de com-
provar o efeito anti-inflmatorio até entdo sugerido, portanto, também se torna necessario con-
duzir o teste em novas concentracdes e com um maior nimero de animais testados, uma vez
que a falta estatisticas significativas se deu devido a imprevistos com a na primeira série de
experimentos in vivo realizados.

Assim, a inflamacdo induzida por carragenina € aguda e auto-limitada, resolvendo-se
sozinha. De fato, 0 edema causado pela carragenina apresenta volume maximo entre 3 e 4 horas
apos aplicagdo, diminuindo gradativamente nas horas seguintes. Essas rea¢fes sdo resultantes
da acdo de mediadores que podem ser gerados no local da inflamacdo ou trazidos por células
que infiltram dos vasos, devido ao edema e aumento da permeabilidade vascular (SALVADOR,
2011).
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7. CONCLUSAO

Os resultados encontrados nesse estudo permitem concluir que:

O biseugenol em concentracGes de 10 e 100 mM é capaz de bloquear a ativacédo
do receptor TRPV1 e inibir o efeito da capsaicina sobre o influxo de calcio nos
nociceptores.

O biseugenol, demonstra exerce efeitos semelhantes a seu dimero eugenol, atu-
ando como agente anestésico e analgésico.

O biseugenol, é capaz de induzir anestesia nos neurénios, resultando na libera-
¢ao instantanea de ATP ao aplicar a capsaicina, intensificando a ativacdo das
células gliais.

A administracdo intraplantar de biseugenol pode potencialmente induzir analge-
sia no modelo de hiperalgesia inflamatdria, demonstrando a capacidade de au-
mentar o limiar de sensibilidade mecénica.

O biseugenol nédo foi capaz de demonstrar potencial anti-inflamatorio e reduzir

0 edema da pata em ratos.
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