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Resumo

O objetivo do presente trabalho foi o de estender e confirmar a agdo
antinociceptiva do (-)-linalol, bem como do envolvimento do
sistema glutamatérgico ¢ dos receptores de potencial transitorio
(TRP) no seu mecanismo de acdo antinociceptivo em
camundongos. O  (-)-linalol administrado via sistémica
(intraperitoneal ou oral), central (intratecal) ou periférica
(intraplantar) inibiu, de maneira dependente da dose, a nocicepgdo
induzida pelo glutamato. Além disso, o (-)-linalol foi capaz de
reduzir a nocicep¢do causada pela inje¢do intratecal de agonistas
iGluRs (NMDA, AMPA e cainato), citocinas pro-inflamatorias (IL-
1B e TNF-0) e SP. Entretanto, ndo preveniu a nocicep¢do induzida
pelo trans-ACPD, agonista mGluR. Por outro lado, o (-)-linalol
também inibiu a nocicep¢do induzida pelo cinamaldeido (CA,
agonista TRPA1) e somente uma dose alta de (-)-linalol (200
mg/kg) foi capaz de inibir a nocicepgdo induzida pela capsaicina
(agonista TRPVI1). Além disso, o (-)-linalol inibiu a
hipernocicepcdo mecanica, mas nao a hipernocicep¢io térmica
(quente), induzida pelo CA (i.pl.). A injegdo i.pl. de glutamato
induziu nocicep¢do em animais com dele¢do génica TRPA1™ de
maneira equivalente aquela observada em camundongos selvagens,
sendo que a nocicep¢do induzida pelo glutamato em animais
TRPA1™ foi também reduzida pelo (-)-linalol. O MK®801
(antagonista de receptores NMDA) foi capaz de inibir a nocicepg¢ao
induzida pelo CA e, interessantemente, a co-administragdo de doses
sub-efetivas de (-)-linalol e de MK801 promoveram reducdo
significativa da nocicepg@o induzida pelo CA. Usando a técnica de
imagens de Ca'?, observou-se que o (-)-linalol inibiu o aumento da
[Ca™]; induzido pelo agonista TRPAI (alil isotiocianato) em
células CHO transfectadas com TRPA1. Porém, apenas a maior
dose inibiu o aumento da [Ca™]; induzido pela capsaicina em
cultura de células CHO transfectadas com TRPVI1. Em cultura de
neurdnios do GRD, a adi¢do de (-)-linalol (500 pM) ao sistema
causou um aumento na [Ca+2]i tanto em neurdnios sensiveis quanto
insensiveis aos agonistas TRPs (mentol, alil isotiocianato e
capsaicina). Entretanto, doses menores de (-)-linalol (100 e 250



uM) foram capazes de reduzir o aumento da [Ca™]; em neurdnios
do GRD induzido pelo AITC, sendo que esta resposta ndo foi
bloqueada pela infusdo de MK801. O (-)-linalol (500 uM) também
foi capaz de reduzir o aumento da [Ca™]; induzido pelo glutamato
em cultura de neurdnios do corno dorsal da medula espinhal. E
importante mencionar que o (-)-linalol foi também efetivo em
modelos de dor crénica. Assim, o (-)-linalol foi capaz de reduzir a
hipersensibilidade mecénica e térmica (frio), bem como o edema de
pata, induzida pelo CFA. Contudo, o (-)-linalol ndo foi capaz de
reduzir a hipersensibilidade mecéanica induzida pelo CFA em
animais TRPA1”, sugerindo que o efeito do (-)-linalol na
hipersensibilidade mecanica parece envolver os canais TRPA1. Na
neuropatia induzida pela ligagdo parcial do nervo ciatico, o (-)-
linalol também foi eficiente em atenuar a hipersensibilidade
mecanica. Portanto, o presente trabalho estende os dados descritos
na literatura e demonstra que o (-)-linalol ¢ eficaz em varios
modelos de dor aguda e cronica, sendo, entdo, uma molécula
interessante para o desenvolvimento de firmacos teraputicamente
uteis no controle de estados de dor, principalmente estados de dor
cronica.

Palavras — chave: (-)-linalol, glutamato, receptor NMDA,
TRPAT1, nocicepgao



Abstract

The objective of the present work was to extend and confirm the
antinociceptive action of (-)-linalool, as well the involvement of
glutamatergic system and transient receptor potential (TRP)
channels in the mechanism (s) underlying the antinociceptive action
of (-)-linalool. (-)-Linalool administered by systemic, central or
peripheral routes inhibited, dose-dependent, the nociception
induced by glutamate and the nociception induced by intrathecal
injection of iGluRs agonists (NMDA, AMPA and kainate), pro-
inflammatory cytokines (IL-1 e TNF-a) and SP. This compound
also inhibited the nociception induced by cinnamaldehyde (CA,
TRPA1 agonist) and only the highest dose of (-)-linalool (200
mg/kg) was able to inhibit the nociception induced by capsaicin
(TRPV1 agonist). Moreover, (-)-linalool inhibited the mechanical
hypersensitivity, but it did not reduce the thermal hypersensitivity,
induced by CA (i.pl.). MK801 (NMDA antagonist) was able to
inhibit the nociception induced by CA and, interestingly, sub-
effectives doses of (-)-linalool co-administered with MK801
promoted significant reduction of CA-induced nociception. We
observed that (-)-linalool inhibited the [Ca']; increase induced by
TRPAT1 agonist (AITC, allyl isothiocyanate) in CHO cells. In DRG
neurons, (-)-linalool inhibited the [Ca+2]i increase by AITC, not
beln% blocked by MKS801. Also, (-)-linalool was able to reduces
[Ca™]; increased induced by glutamate in cultured dorsal horn
neurons. It is important to mention that (-)-linalool was effective in
pain chronic models. Therefore, (-)-linalool was able to reduce
mechanical and thermal (cold) hypersensitivity induced by both
CFA and nerve injury, but did not reduce the mechanical
hypersensitivity induced by CFA in TRPA1™”. So, this study adds
information about the antinociceptive action of (-)-linalool and
indicates that (-)-linalool might be potentially interesting in the
development of new clinically relevant drugs for the management
of persistent pain.

Key-words: (-)-linalool, glutamate, TRPAI, NMDA receptor,
nociception






1. Introducao

1.1 Dor e processamento da informacao nociceptiva

Uma das fungdes vitais do sistema nervoso ¢ processar
informag@o sobre a ocorréncia ou ameaca de lesdo. Portanto, a dor é
um sinal vital clinicamente importante para a deteccdo e
diagnéstico de intimeras doengas, bem como para induzir um
comportamento de precaugdo e, consequentemente, limitagdo de
danos (Millan, 1999; Woolf, 2000; Almeida et al., 2004). Por outro
lado, a dor ¢ um fendémeno de suprema relevancia, uma vez que
diminui drasticamente a qualidade de vida dos portadores deste
sintoma que, em alguns casos, pode tornar-se uma doenga. A dor
causa reagdes emocionais negativas e, quando persistente, torna-se
debilitante e causadora de sofrimento (Griffis et al., 2006). A
Associagdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP) definiu a dor
como sendo uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel,
associada a uma lesdo tecidual real ou potencial, ou ainda descrita
em termos que sugerem tal lesdo (Merskey e Bogduk, 1994). Do
ponto de vista fisiologico, a dor aguda é necessaria a sobrevivéncia
e manuten¢do da integridade do organismo, pois tem como
proposito detectar estimulos nocivos que podem acarretar lesdes
teciduais, ou ainda, desencadear comportamentos de protecdo de
um membro ja lesado, a fim de promover a resolu¢do da mesma.

Ja estd bem estabelecido que a dor ¢ uma experiéncia
complexa e envolve ndo apenas a transdugdo de estimulo nocivo
ambiental, mas também o processamento cognitivo e emocional
pelo encéfalo (Chapman e Gavin, 1999; Julius e Basbaum, 2001).
Almeida e colaboradores (2004) descreveram que, enquanto o
sistema sensorial permite a localizagdo espago-temporal, a
qualificagdo fisica e a intensidade do estimulo nocivo, o
componente cognitivo afetivo atribui emogdes a experiéncia, sendo
responsavel pelas respostas comportamentais a dor. Sendo assim, a
sensacdo dolorosa ¢é influenciada tanto por fatores fisiologicos
quanto psicoldgicos, e por essa razdo, em animais ¢ avaliada de
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forma indireta, pois, além da experiéncia emocional, a dor esta
associada a um componente sensorial, denominado nocicepgao
(para revisdo ver Millan 1999).

Assim, enquanto a dor envolve a percepc¢ao de um estimulo
aversivo, a nocicepcao refere-se as manifestagdes neurofisiologicas
geradas pelo estimulo nocivo (Tj@lIsen e Hole, 1997; Almeida et al.,
2004). A fung@o de alerta da dor reflete a ativacdo fasica de
sensores denominados nociceptores, os quais s@o sensibilizados
quando o estimulo & potencialmente perigoso, ou seja, excedem
uma determinada faixa considerada fisioldgica (Burgess e Perl,
1967; Millan, 1999).

As fibras sensoriais altamente especializadas, sozinhas ou
em conjunto com outras fibras especializadas, fornecem informacao
para o sistema nervoso central ndo somente sobre o ambiente, mas
também sobre o estado do organismo. A detec¢do do estimulo
nocivo depende da ativagdo de receptores especificos e vias
neuroanatomicas que fazem a comunicagdo entre o sistema nervoso
periférico e o sistema nervoso central (Tj@lsen e Hole, 1997; Russo
e Brose, 1998). Devido ao fato destes receptores responderem
preferencialmente a estimulos nocivos, sdo chamados de
nociceptores. Dentre as muitas variedades de receptores sensoriais,
os nociceptores sdo distintos na medida em que tipicamente
respondem a multiplas formas de producdo de lesdo (estimulos
térmicos, mecanicos e quimicos), ¢ fornecem informacdo para o
sistema nervoso central com respeito a localizagdo e intensidade
dos estimulos nocivos (Millan, 1999; Julius ¢ Basbaum, 2001).

Os nociceptores estdo localizados na por¢do distal dos
neurdnios aferentes sensoriais que estdo amplamente distribuidos na
pele, vasos, musculos, articulagdes e visceras e sdo sensiveis a
estimulos térmicos, mecanicos ou quimicos (Julius e Basbaum,
2001). Existem ainda os chamados nociceptores silenciosos
(“silent” ou “sleeping”), que sdo uma pequena propor¢ao das fibras
aferentes, os quais normalmente ndo sdo responsivos a estimulos.
Entretanto, quando influenciados por mediadores inflamatorios, ou
apo6s a administragdo de agentes flogisticos, apresentam atividade
espontanea ou tornam-se sensibilizados e respondem a estimulos
sensoriais (Julius e Basbaum, 2001).
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Em termos de duragdo, a sensagdo dolorosa pode ser
transitéria, aguda ou crénica. Quando transitoria, a ativagdo de
nociceptores ¢ feita na auséncia de qualquer dano tecidual. Em
contrapartida, na dor aguda geralmente ocorre lesdo e ativacao de
nociceptores no sitio lesionado. Por sua vez, a dor cronica, na
maioria das vezes ¢ gerada por lesdo ou doenga, podendo ser
perpetuada por fatores que ndo os causadores da dor, podendo
permanecer mesmo apos a recuperagdo do individuo persistindo por
meses ou anos (Loeser and Melzack, 1999; Woolf ¢ Mannion,
1999; Zimmermann, 2001; Mendell e Sahenk, 2003).

Quanto a sua origem, a dor pode ser classificada em:
nociceptiva, neurogénica, neuropatica, psicogénica e inflamatdria.
A dor nociceptiva deve-se a estimulagdo excessiva dos nociceptores
localizados na pele, visceras e outros tecidos. A dor neurogénica
reflete dano de tecido neuronal na periferia ou no Sistema Nervoso
Central (SNC). Quando ha disfuncdo ou dano do nervo ou grupos
de nervos, resultando em quadro 4lgico denomina-se dor
neuropatica. No entanto, quando a dor ndo ¢é proveniente de fonte
somatica identificavel e pode refletir fatores psicoldgicos, diz-se
dor psicogénica (Millan, 1999). Por fim, na dor inflamatdria, ocorre
significativo dano tecidual, com dor geralmente mais persistente e
acompanhada de inflamagéo (Dray, 1997).

Os estimulos de natureza mecanica, térmica ou quimica
sdo detectados por e transmitidos ao sistema nervoso central
através de fibras aferentes primarias periféricas, que podem ser
classificadas de acordo com a modalidade sensorial, os seus
didmetros e ainda com base na velocidade com que conduzem
potenciais de acdo (Figura 1). Dessa maneira, fibras Aa e AP
representam os proprioceptores e receptores mecanicos de baixo
limiar e sdo especializadas na condugdo do estimulo mecanico
indcuo. Essas fibras sdao altamente mielinizadas, de maior diametro
(> 10 um), apresentam velocidade de condugdo rapida (30 a 100
m/s) e sdo particularmente abundantes na derme e epiderme. Por
outro lado, algumas fibras com diametros menores possuem
terminag¢Oes nervosas periféricas livres, apresentam alto limiar de
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ativacdo e sdo responsaveis por detectar estimulos nocivos, sendo,
portanto, denominadas de nociceptores. Entre elas, as fibras Ad
sdo responsaveis pela deteccdo da dor rdpida e aguda, sendo
pouco mielinizadas, de médio didmetro (2 a 6 um) e velocidade de
conducdo intermediaria (12 a 30 m/s), enquanto que as fibras C
sdo condutoras da dor lenta e difusa, sendo amielinizadas, de
pequeno diametro (0,4 a 1,2 um) e velocidade de conducdo lenta
(0,5 a 2 m/s) (para revisdo ver Millan, 1999; Djouhri e Lawson,
2004).

; , AaeAp | i L] LT h—
Tipe de fibra . { e’
Mielinizacdo Muita Pouca Ausente
Didmetra 10pm 2 - 6pum 0.4 -1.2pm
Velocidade de . e
condugdo 30 - 100m/s 1.2-30m/s 0.5-2m/s
Temperatura Mao reconhece ::s: |I| : ?3\(('_ = 43°C
Tipe de sinal Propriocepcao Hocicepcio Mocicepcio
Toque leve (érmica, mechica & (sermica, mecinica
aumica) auimica)

Figura 1: Diferentes tipos de neur6nios sensoriais primarios,
responsaveis pela conducdo do sinal da periferia ao SNC. Adaptado
a partir de Julius e Basbaum, 2001.

A lesdo resulta na liberacdo local de numerosas substancias
quimicas que medeiam ou facilitam o processo inflamatdrio,
incluindo bradicinina, prostaglandina, leucotrienos, serotonina,
histamina, substancia P, tramboxanos, fator de ativagio plaquetaria,
adenosina e ATP, prétons e radicais livres. As citocinas, tais como
as interleucinas e fator de necrose tumoral (TNF), e neurotrofinas,
especialmente o fator de crescimento do nervo (NGF) sdo também
geradas durante a inflamagdo. O NGF ndo é somente necessario
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para a sobrevivéncia dos nociceptores durante o desenvolvimento,
mas pode também ter um papel importante durante o processo
inflamatdrio em animais adultos (para revisdo ver McMahon et al.,
2005). Alguns destes agentes podem diretamente ativar os
nociceptores enquanto, que, outros agem indiretamente via células
inflamatdrias, as quais entdo liberam os agentes algogénicos (Julius
e Basbaum, 2001; Griffs et al., 2006).

Estes mediadores interagem com receptores especificos,
levando a uma propagacdo do sinal nociceptivo gracas a um
aumento na permeabilidade da membrana neuronal a cations e,
consequentemente, geracdo do potencial de acgdo (Carlton e
Coggeshall, 1999; Pasero et al., 1999; Raja et al., 1999). Entretanto,
para alguns destes receptores ¢ questionavel se a ligacdo de um
ligante especifico resulta em excitagdo de fibras nociceptivas.
Ainda, estes receptores podem modular a sensibilidade de
nociceptores periféricos a estimulos exogenos. Uma variedade de
receptores, incluindo receptores de potencial transitorio (TRPs) e
receptores glutamatérgicos, foi identificada em células do ganglio
da raiz dorsal e em terminais periféricos de fibras aferentes
nociceptivas.

As regides da cabeca e do corpo sdo inervadas por
neurdnios sensoriais cujos corpos celulares encontram-se nos
ganglios trigeminais e nos ganglios da raiz dorsal (GRD),
respectivamente. Ambas as estruturas sdo agrupamentos de corpos
celulares de neuronios, normalmente encapsulados por células
satélites de origem glial, responsaveis por conduzir a informagao
gerada na periferia para o nicleo trigeminal caudal ou para o corno
dorsal da medula espinhal, respectivamente (Beeson, 1999).
Situados na coluna vertebral e dispostos lateralmente ao longo da
medula espinhal, os GRDs contém ainda células dendriticas e
macrofagos, além de uma rica rede de capilares sanguineos que
apresentam propriedades diferentes da barreira hematoencefalica do
sistema nervoso central (Olsson, 1990).

Os estimulos nociceptivos de origem mecanica, térmica ou
quimica podem ativar canais i6nicos especificos presentes nos
terminais periféricos de fibras aferentes nociceptivas, gerando
correntes despolarizantes que, dependendo da intensidade, iniciam
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os disparos dos potenciais de agdo por ativacao de canais de sddio
sensiveis a voltagem. Sabe-se que uma vez ativadas, as fibras
aferentes primarias liberam varios neurotransmissores (p. ex.
glutamato), que por sua vez irdo ativar neurdnios secundarios
especificos, localizados em laminas de Rexed na medula espinhal.
A organizacdo arquitetonica da medula espinhal permite distinguir
anatomicamente onde cada tipo de fibra aferente primaria termina,
sendo que, as laminas de I a VI, fazem parte do corno dorsal, as
laminas VII, VIII e IX constituem o corno ventral e a lamina X
representa as células organizadas ao redor do canal medular. Dessa
maneira, fibras AP, que conduzem informagdes ndo-nociceptivas,
terminam principalmente nas laminas III e IV, enquanto as fibras
nociceptivas Ad e C projetam-se nas laminas I e II, tornando-as
importantes sitios para a regulagdo da informagdo nociceptiva (para
revisdo ver Besson e Chaouch, 1987; Willis e Coggeshall, 1991;
Millan, 1999). Adicionalmente, as fibras C ainda podem ser
divididas em dois subtipos considerando suas caracteristicas
neuroquimicas e funcionais. As fibras C peptidérgicas contém
neuropeptideos como o peptideo relacionado ao gene da calcitonina
(CGRP) e substancia P, projetam-se na lamina I e na camada mais
superficial da lamina II e sdo reguladas pela neurotrofina, fator de
crescimento do nervo (NGF), que atua pelo receptor trkA. Por outro
lado, as fibras C ndo-peptidicas sdo identificadas pela expressdo de
receptores purinérgicos P2X3 para o trifosfato de adenosina (ATP),
por conter a fosfatase acida resistente ao fluoreto (FRAP) e por
apresentar em sua membrana residuo do carboidrato a-D-galactose,
que se liga a isolectina-B4 (IB4), derivada da planta Griffonia
simplicifolia. Além disso, essas fibras terminam
predominantemente na camada mais profunda da ldmina II,
respondem ao fator neurotrofico derivado da glia (GDNF) e
apresentam receptores c-ret, GFRa-1 e GFRa-2 para essa
neurotrofina (Nagy e Hunt, 1982; Hunt e Rossi, 1985; Silverman e
Kruger, 1990; Willis e Coggeshall, 1991; Michael et al., 1997;
Bennett et al., 1998; Stucky e Lewin, 1999).

Os neurdnios nociceptivos de segunda ordem também
apresentam grande diversidade funcional. Quando presentes nas
laminas 1 e II sdo denominados nociceptivos especificos, pois

6



possuem alto limiar de excitabilidade e fazem sinapses com fibras C
e AJ. Ja os neurdnios que fazem sinapses nas laminas IV e V sdo
excitados por estimulos de intensidade variada e sdo denominados
neurdnios de faixa dindmica ampla (Millan, 1999).

As fibras aferentes primarias podem ainda fazer sinapses
com neurdnios ndo nociceptivos localizados nas laminas II, 11T e IV.
A transmissdo da informag@o nociceptiva pode ser regulada
negativamente por interneurdnios inibitérios, que fazem sinapses na
lamina II, também conhecida como substancia gelatinosa, onde
liberam neurotransmissores e neuromoduladores tais como o
GABA, encefalinas e glicina, entre outros (para revisao ver Millan,
1999). A partir da transmissdo da informagdo nociceptiva ao
neurdnio de segunda ordem espinhal, esta ascendera para multiplas
areas supraespinhais através de tratos neuronais especificos.
Através do emprego de técnicas de neuroimagem por tomografia de
emissdo de positrons ou ressondncia magnética, revelou-se a
ativagdo de multiplas areas cerebrais envolvidas no processamento
da dor durante a estimulagdo nociva aguda (Derbyshire et al.,
1997). Entre as vias classicas destaca-se o trato espinoparabraquial,
que termina no nucleo parabraquial e se dirige para o hipotalamo e
amigdala, estruturas relacionadas com componentes afetivos da dor.
Outra importante via corresponde ao trato espinotalamico, que
termina no nucleo ventrobasal do tdlamo e projeta-se para o cortex,
sendo responsavel pela discriminagdo (percepg¢do da sensacdo
dolorosa) e por componentes afetivos da dor (desconforto e reacdes
aversivas). Assim, a informac¢do nociceptiva alcanca as areas
sensoriais do cortex cerebral, onde aspectos como qualidade,
intensidade, localizagdo e duragdo do estimulo nociceptivo serdo
integrados e componentes afetivos e emocionais serdo interpretados
e contextualizados, levando a percep¢do do estimulo nociceptivo.
Ainda nesse nivel, a informacdo nociceptiva pode ser modulada
pela ativagdo de vias descendentes centrais originadas na amigdala
e no hipotdlamo e que terminam, principalmente, na substancia
cinzenta periaquedutal (Russo e Brose, 1998; Treede et al., 1999;
para revisoes ver Milan, 1999; Hunt e Mantyh, 2001).



1.2 Sistema glutamatérgico

A informagdo nociceptiva que se projeta pelas vias
ascendentes, também chamadas de vias de 2% ordem, ¢ estimulada
pelos neurdnios aferentes primarios principalmente pela liberagédo
de glutamato e substancia P (SP) (Hill, 2001). Assim, é notério que
o glutamato exerce um papel fundamental na sinalizacdo do
processo nociceptivo a nivel espinhal, sendo liberado a nivel central
apos lesdo tecidual (Jackson et al., 1995). O glutamato desempenha
importante papel no controle dos processos excitatorios e de
sensibilizagdo dos nociceptores e, consequentemente, no
estabelecimento da hipersensibilidade mecanica ou térmica
(Jackson et al., 1995). Todos os receptores de glutamato, cada um
com sua peculiaridade, participam da indug¢fo, modulagdo e
manutencdo da dor (Carlton e Coggeshal, 1999; Beirith et al.,
2002). Os receptores glutamatérgicos (GluR) sdo divididos em duas
grandes classes: ionotropicos e metabotropicos. Os receptores
ionotropicos do glutamato (iGIuR) sdo canais iGnicos permeaveis a
cations e sdo ainda subdivididos em trés subclasses: 4acido cainico
(cainato), 4cido -amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropidnico
(AMPA) e
acido N-metil-D-aspartico (NMDA) (Ozawa et al., 1998).

Os receptores metabotropicos do glutamato (mGluR) sdo
acoplados as proteinas de ligacdo ao GTP, conhecidas como
proteinas G, e operam tanto pela liberagdo de segundos mensageiros
intracelulares ou por influenciar canais i0nicos através da interagdo
com as subunidades da proteina G através da membrana (Meldrum,
2000). Atualmente, 8 subtipos de receptores metabotropicos ja
foram clonados e denominados GluRms 1-8, classificados em
diferentes grupos: grupo I (GluRms 1 e 5) que levam a estimulagdo
da fosfolipase C, Il (GluRms 2 e 3) e III (GluRms 4, 5, 6, 7 ¢ 8) que
inibem a atividade da adenilato ciclase (Ozawa et al., 1998, Goudet
et al., 2008). A ativacdo dos nociceptores periféricos, causada por
lesdo tecidual, inflamacdo ou lesdo de nervo, provoca co-liberagio
de glutamato e SP, dos aferentes primarios, ativando assim seus
receptores especificos localizados nas fibras secundarias (Chizh,
2002). Além disso, os receptores NMDA também estdo presentes
pré-sinapticamente nos terminais nervosos dos neurdnios aferentes
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primarios que contém SP (Shigemoto et al., 1992; Liu et al., 1994).
Existem ainda dados na literatura demonstrando que a ativacdo dos
receptores NMDA pré-sindpticos aumentam os efeitos poOs-
sinapticos causados pelo glutamato na produgdo da dor, pois a
liberagdo espinhal de SP ¢, pelo menos em parte, dependente da
ativagdo dos receptores NMDA pelo glutamato (Liu et al., 1994;
Afrah et al., 2000). O glutamato e a SP liberados centralmente sdo
capazes de ativar as células gliais promovendo a liberagdo de
citocinas pré-inflamatorias, como o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e a interleucina-13 (IL-1B), ambos mediadores
nociceptivos (para revisdo ver Wieseler-Frank et al., 2004). Sabe-se
ainda que a administragdo de TNF-a e IL-1p em animais e humanos
¢ capaz de produzir dor e hiperalgesia pela ativagdo e sensibilizagdo
de neurdnios sensoriais nociceptivos (para revisao ver McMahon et
al., 2005). Neste sentido, Kleinschnitz e colaboradores (2004)
demonstraram recentemente que os receptores glutamatérgicos
NMDA modulam a expressio de citocinas pro-inflamatérias,

0 TNF-a e a IL-1pB, em dois modelos de lesdo de nervo periférico
em camundongos. Além disso, estd bem estabelecido que tais
citocinas pro-inflamatorias, bem como a ativagdo dos receptores
glutamatérgicos, causam potente estimula¢do da produgdo de 6xido
nitrico, outro importante modulador da transmissdo nociceptiva
(Evans e Ralston, 1996; Hill, 2001).

No entanto, tem sido demonstrado que diversos sistemas de
transmissores tém a capacidade de interferir na transmissdo
nociceptiva no SNC por causa de sua agdo modulatoria sob o
sistema glutamatérgico (Larsson, 2009).

Os terminais centrais derivados das fibras aferentes
primarias fazem a primeira sinapse com os neurdénios do corno
dorsal. Nestas sinapses, o glutamato ¢ wusado com um
neurotransmissor exitatério rapido para converter os sinais
sensoriais da periferia (Yoshimura e Jessel, 1990). Um grande
numero de canais € expresso nos terminais centrais das fibras
aferentes primarias e possuem um importante papel na modulagio
sinaptica da liberagdo de neurotransmissores para os neuroénios do
corno dorsal da medula espinhal (Larsson, 2009).
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Recentemente, foi descrito que a ativagdo do sistema
glutamatérgico pode modular positivamente a fung¢do do receptor de
potencial transitorio do tipo vanildide 1 (TRPV1) que ¢ um canal
catiénico ndo seletivo permeavel ao Ca>". Por exemplo, receptores
glutamatérgicos do tipo metabotropico do gupo 1 aumentam a
sensibilidade térmica por facilitar a abertura do canal vaniloide (Hu
et al., 2002). Além disso, receptores NMDA periféricos modulam a
atividade eletromiografica muscular da mandibula induzida pela
injecdo de capsaicina na articulagdo temporomandibular de ratos
(Lam et al., 2005). Um estudo feito por Jin e colaboradores (2006)
mostrou que a aplicagdo de creme de capsaicina no dorso do pé,
também provoca um marcado aumento nos niveis de glutamato,
sendo que esta liberagdo foi significativamente diminuida pelo
tratamento com capsaicina, por 3 dias consecutivos. Em 2009, este
mesmo autor mostrou que a inje¢do subcutinea (s.c.) de capsaicina
aumenta a liberagdo de glutamato, sendo esta inibida pela
administragdo de capsazepina (um antagonista competitivo de
receptores TRPV1) e antagonistas de receptores ionotropicos e
metabotropicos do grupo 1 glutamatérgicos. Estes achados indicam
que os receptores glutamatérgicos periféricos sfo responsaveis
pelas respostas nociceptivas via ativagdo do receptor de portencial
transitorio vanildéide 1 (TRPV1).

Com respeito aos receptores de potencial transitorio do tipo
A1l (TRPAT1), foi demonstrado que este receptor também é um canal
catibnico ndo seletivo permeavel ao Ca®’, sendo encontrados co-
expressos com os receptores TRPV1 em neurdnios sensoriais (Story
et al.,, 2003). Em 2007, Kosugi e colaboradores publicaram um
trabalho mostrando que agonistas seletivos para o receptor TRPAI,
alil isotiocianato (AITC) e cinamaldeido, marcadamente aumentam
a transmissdo sinaptica excitatoria através do aumento da liberagdo
de glutamato pela entrada direta de fons Ca®" através de receptores
TRPA1 em terminais de fibras nervosas. Mais recentemente,
Wrigley e colaboradores (2009) demonstraram que AITC e
cinamaldeido modulam a transmissdo glutamatérgica em
subpopulac¢des de neurdnios das laminas I e Iy do corno dorsal da
medula espinhal.
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1.3 Receptores de Potencial Transitorio

A historia dos Receptores de Potencial Transitorio (TRPs)
comecou em 1969, quando Cosen e Manning descobriram uma
Drosophila mutante que mostrou uma resposta transitéria a luz
brilhante (Cosens ¢ Manning, 1969). Andlises das células
fotorreceptoras de voadores mutantes revelaram que a exposi¢ado
mantida a luz induziu um potencial transitério mais do que o
normal. Os mutantes foram entdo batizados de #rp, para o receptor
de potencial transitorio. Duas décadas apds, o gene trp foi clonado e
mais tarde mostrou codificar um canal de cation permeavel ao Ca*
(Montell e Rubin, 1989; Hardie e Minke, 1992).

A identificagdo do primeiro homoélogo TRP em mamiferos
ocorreu 1995 e aumentou a busca por genes relacionados aos TRP,
que resultou na identificacdo e caracterizagdo de mais de 50 canais
TRPs em levedura, vermes, insetos, peixes ¢ mamiferos (Clapham,
2003; Voets et al., 2005).

Os canais TRPs sdo incomuns entre as familias de canais
i0nicos, pois sdo canais polimodais, ou seja, sdo ativados por
diversos mecanismos e variam na seletividade aos cations. Estes
canais podem ser considerados como integradores de sinais
multiplos, assim como a resposta a um impulso ¢ modificada por
outro. Nao obstante, um aspecto comum dentre a superfamilia ¢ que
os canais TRPs desempenham um papel importante em resposta a
diferentes estimulos externos, incluindo luz, som, substancias
quimicas, temperatura e toque e ainda possuem capacidade para
sentir alteragdes locais, como alteragdes na osmolaridade ¢ pH
(Venkatachalam e Montell, 2007).

A superfamilia de canais TRP esta dividida em dois grupos:
1 e 2, os quais estdo divididos em sete subfamilias. Uma oitava
familia, TRPY, consiste em um canal TRP de levedura, os quais
foram remotamente relacionados com as outras familias (Figura 2)
(Palmer et al., 2001; Denis e Cyert, 2002; Venkatachalam e
Montell, 2007).

A separacdo do grupo 1 e 2 estd baseada na seqiiéncia e
diferencgas topologicas (Figura 2). O grupo 1 de canais TRPs
consiste de 5 subfamilias, as quais apresentam uma forte homologia
para os membros encontrados da superfamilia Drosophila TRP
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(Montell and Rubin, 1989). Esses canais mais relacionados com o
TRP de Drosophila sdo referidos como classicos ou TRPC. As
subfamilias TRPV, TRPM, TRPA ¢ TRPN s3o denominadas
baseadas no nome original dado ao primeiro membro descrito de
cada familia. As duas subfamilias TRPP e TRPML compreendem o
grupo 2 dos canais TRPs, os quais sdo remotamente relacionados ao
grupo 1. Estes canais sdo proteinas que contém uma grande alca de
separacdo entre o primeiro e o segundo dominios transmembranas
(Venkatachalam e Montell, 2007).

i T

2

Figura 2. A superfamilia TRPs. Representagdo de um tnico
membro de cada familia do grupo 1 e 2 (Montell, 2005).

A estrutura dos canais i6nicos da familia TRP (figura 3) ¢
similar & de canais dependentes de voltagem, apresentando 6
dominios transmembranares. Acredita-se que esses canais formem
tetrameros ligando os aminoacidos entre os segmentos S5 e S6 e
formando o poro do canal (Clapham et al., 2001).

Figura 3. Estrutura de canais da familia TRP
(http://www.scripps.edu/cb/patapoutian/bibliography.html).

Os canais TRP sdo ativados por varios estimulos que
incluem a ligacdo de ligantes extracelulares e intracelulares,
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mudangas na temperatura, e estresse quimico e/ou mecanico
(osmotico) (Nilius et al., 2007).

Em 1997, Caterina e colaboradores clonaram o receptor
vaniloide TRPV1 e descobriram que este canal ¢ ativado por
temperaturas acima de 43°C. Cinco outros canais ativados por
temperaturas foram descritos: TRPV2, TRPV3 e TRPV4 ativados
por temperaturas elevadas, ¢ TRPM8 e TRPA1 ativados por
temperaturas mais baixas (Figura 4) (Dhaka et al., 2006).

Figura 4. Canais TRPs ativados por diferentes faixas de
temperatura e substancias derivadas de produtos naturais (Dhaka et
al., 2006).

A abertura dos canais TRPs provoca o influxo de ions
calcio. Estes ions, por sua vez, possuem papel central em muitos
processos celulares incluindo contracdo muscular, liberagdo de
transmissores, proliferagdo celular, transcri¢do genética e morte
celular (Berridge et al., 2000). Os canais TRPs contribuem, entdo,
para as mudangas na concentra¢ao intracelular de Ca”" livre por agir
nas vias de entrada de Ca*" na membrana plasmética ou por mudar a
polarizacdo da membrana, modulando a for¢a de dire¢do para
entrada de Ca’ mediada por vias alternativas. Estes canais
provavelmente também formam vias intracelulares para a liberagao
de Ca®" de varias organelas celulares (Nilius et al., 2007).

Foi descrito que os TRPs, na sua grande maioria, sdo
permeaveis a cations mono e divalentes, com excec¢do dos canais
TRPM4 e TRPMS, os quais sdo somente permedveis a cations
monovalentes. A maioria dos canais TRPs g)ermeéweis aos ions
Ca2+, sio fracamente seletivos para Ca”, com razio de
permeabilidade relativa ao Na" (Pc4/Pna,) na faixa entre 0,3 e 10. As
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excecOes sdo os canais TRPVS5 e TRPV6, dois canais TRPs
altamente seletivos para Ca2+, com Pc,/Pn, > 100 (Nilius et al.,
2007).

Evidéncias crescentes mostram que varios membros da
superfamilia dos TRPs participam na deteccdo de estimulos nocivos
térmicos, mecanicos ¢ quimicos. Além disso, dados da literatura
mostram que a hipersensibilidade & dor, que ocorre sobre varias
condigOes patologicas, é frequentemente resultante de um aumento
na expressdo e/ou aumento da sensibilidade dos canais TRPs
(Nilius et al., 2007).

1.3.1 Receptores de Potencial Transitorio e dor

O entendimento dos mecanismos envolvidos na transmissao
do processo doloroso tem progredido dramaticamente nos ultimos
anos, em grande parte devido a um aprimoramento na compreensao
dos mecanismos envolvidos na fisiologia das fibras aferentes e no
processo de neurotransmissdo no corno dorsal da medula espinhal
(Grubb, 1998, Furst, 1999; Millan, 1999).

Durante a década passada, varias pesquisas t€ém revelado que
membros da familia de canais i6nicos TRPs sdo moléculas
fundamentais que detectam estimulos nocivos e transduzem uma
ampla diversidade de estimulos quimicos e fisicos em potenciais de
acao nos nociceptores somatossensoriais (Nilius et al., 2007).

O primeiro canal descoberto em neurdnios sensoriais de
mamiferos foi o Receptor de Potencial Transitorio do tipo
Vaniloide 1 (TRPV1). Este canal ¢ o receptor para a capsaicina, €
também o receptor alvo para o calor nocivo (>42°C) (Caterina et al.,
1997). O TRPV1 ¢ encontrado em neur6nios sensoriais
nociceptivos de didmetro médio e pequeno (fibras C) (Tominaga et
al., 1998). Sua expressdo em neurdnios do ganglio da raiz dorsal,
ganglio trigeminal e ganglio nodoso, particularmente em associagdo
com outras fibras aferentes nociceptivas, junto com sua ativagdo
pelo calor, 4acido e compostos vanildides pungentes, fortemente

14



indica seu papel importante na detec¢do e integracdo de estimulos
nocivos. Analises em camundongos com dele¢do génica para o
receptor TRPV1 confirmaram que este canal contribui para
estimulos quimicos e térmicos (Caterina et al., 2000). Em
particular, os camundongos com dele¢do génica para o receptor
TRPV1 mostraram respostas reduzidas aos estimulos de calor
nocivo e completa indiferenca a vanildéides pungentes. Portanto, a
identificacio do TRPV1 foi o maior catalisador que lancou os
campos da pesquisa de transdugdo somatossensorial ¢ dor para nivel
molecular.

O receptor TRP do tipo melastatina 8 (TRPMS) foi
subsequentemente descoberto em 2002 e parece ser ativado por
substancias quimicas que mimetizam a sensacdo de refrescancia
como o mentol e por frio ndo nocivo (McKemy et al., 2002; Peier et
al., 2002). Este receptor esta localizado em neurdnios sensoriais de
diametro médio e pequeno dentro dos ganglios trigeminais de raiz
dorsal. Recentemente trés estudos realizados, independentemente,
em camundongos que ndo expressam o receptor TRPMS sugerem
que este canal estd envolvido na transducdo de sensacdes de
refrescdncia e frio ndo nocivo em neurdnios sensoriais de
mamiferos (McKemy et al., 2002; Peier et al., 2002; Bautista et al.,
2007; Dhaka et al., 2007; Colburn et al., 2007; Stucky et al., 2009).

O receptor de potencial transitorio relacionado a proteina
anquirina do tipo 1 (TRPA1) é o unico membro da subfamilia das
anquirinas encontrado em mamiferos. Originalmente chamado de
ANKTMI, o receptor TRPA1 foi identificado cuidadosamente por
Jaquemar e colaboradores em 1999 e por Story e colaboradores em
2003. Sua estrutura é distinta dos outros canais TRPs por ser o
unico membro com uma extensa cadeia de anquirinas (14 — 17) no
dominio N terminal (Clapham, 2003). Os canais TRPAl sao
expressos nos ganglios da raiz dorsal e neurdnios trigeminais ¢ em
uma subpopulacdo de nociceptores ndo-mielinizados que também
expressam o receptor TRPV1, sugerindo um importante papel na
nocicepgdo. Sendo assim, este receptor ¢ ativado por diversos
compostos quimicos pungentes ou irritantes incluindo aqueles
encontrados no 6leo de mostarda (alil isotiocianato), 6leo de canela
(cinamaldeido), gés (acroleina), cebola e alho (alicina) e formalina
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(formaldeido), sendo que todos eles causam sensacdo dolorosa,
como queimagdo ou alfinetada (Story et al., 2003; Bandell et al.,
2004; Jordt et al., 2004; Macpherson et al., 2005; Bautista et al.,
2006; McNamara et al., 2007). Além disso, os receptores TRPA1
foram descobertos como transdutores naturais para estimulos
fisicos, como for¢a mecanica e frio nocivo (< 17°C) (Story et al.,
2003; Corey et al., 2004). Um suporte indireto para a fungdo
termossensitiva do TRPAT deriva de relatos recentes que animais
com delecdo génica para o receptor TRPA1 mostram uma
diminui¢do na hipersensibilidade ao frio, subsequente a ligacdo de
nervos espinhais em ratos (Katsura et al., 2006) e que o aumento da
expressdo deste canal em neur6nios sensoriais, seguida de lesdo e
inflamag@o, contribui para a hipersensibilidade ao frio (Obata et al.,
2005). E, finalmente, estudos usando antagonistas especificos de
TRPA1 dao suporte para o entendimento do envolvimento deste
canal na hipersensibilidade ao frio e mecanica resultantes de
inflamagdo ou lesdo de nervo (Petrus et al., 2008, da Costa et al.,
2010).

1.4 Linalol

Desde a antiguidade, os produtos naturais, principalmente
os derivados de plantas, t€ém constituido importante fonte para
obten¢do de agentes terapéuticos. Além do uso clinico dos produtos
naturais ou seus derivados para tratar doengas, estas substancias sdo
importantes ferramentas para a descoberta de novos alvos como
receptores, enzimas, transportadores ou canais i6nicos envolvidos
em processos patoldogicos e fisiologicos (Calixto et al., 2005).

A medicina tradicional vem utilizando muitas espécies de
plantas aromaticas para aliviar sintomas e curar uma variedade de
doengas tanto agudas quanto crénicas. O (-)-linalol € um composto
monoterpénico natural, comumente encontrado como o maior
componente volatil de 6leos essenciais de varias espécies de plantas
aromaticas (Figura 5). Dentre estas espécies estdo a Salvia sclarea e
a Salvia desoleana (Figura 6) (Peana et al., 1999).
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Figura 5. Estrutura quimica do (-)-linalol

S. sclarea S. desoleana

Figura 6. Plantas aromaticas que possuem como componente
principal o (-)-linalol.
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Estudos feitos em animais mostraram que os Oleos
essenciais destas plantas, apds administragdo sistémica, possuem
atividade anti-inflamatéria e analgésica periférica (Peana et al.,
1999). Em 2002, Peana e colaboradores mostraram que a
administragdo sistémica de (-)-linalol e seu racemato, presentes em
varios Oleos essenciais destilados ou extraidos, reduziram o edema
da pata induzido pela injecdo de carragenina em ratos. O
enantidmero puro produziu um efeito tardio e mais prolongado,
enquanto que a forma racémica significativamente reduziu o edema
da pata somente uma hora ap6s a administracdo de carragenina,
sugerindo que espécies que produzem o (-)-linalol sdo
potencialmente anti-inflamatérias (Peana et al., 2002). De acordo
com estas observagdes, estudos feitos pelo mesmo autor (Peana et
al., 2004b) mostraram que o (-)-linalol reduz de maneira
dependente da dose a hipersensibilidade térmica produzida pela
administragdo intraplantar de carragenina.

O primeiro relato sobre a atividade antinociceptiva do (-)-
linalol foi publicado em 2003 por Peana e colaboradores, que
mostraram que a administragdo de (-)-linalol em camundongos
reduziu as contor¢des abdominais induzidas por acido acético nas
doses de 25 até 75 mg/kg, administrados subcutdneamente (s.c.),
sendo este efeito revertido pela administragdo de naloxona (5
mg/kg, intraperitoneal (i.p.)), um antagonista de receptor opoide, ¢
atropina (5 mg/kg i.p.), antagonista de receptor muscarinico.

Estudos mostram que no teste da placa quente, um modelo
utilizado para avaliar analgesia supraespinhal, somente a dose de
100 mg/kg via s.c. de (-)-linalol resultou num efeito significante,
sendo este efeito revertido pela atropina, porém ndo pela
pirezenpina, um antagonista seletivo de receptores muscarinicos
MI1. A administracio de sulpirida, antagonista de receptor
dopaminérgico D2, reverte o efeito antinociceptivo do (-)-linalol no
teste da placa quente, enquanto que o antagonista de receptor D1 da
dopamina, SCH-23390, ndo foi capaz de ter este mesmo efeito. O
pré-tratamento feito com glibenclamida, inibidor de canais de K"
sensiveis ao ATP, produz uma inibicdo da antinocicep¢do induzida
pelo (-)-linalol. Em contraste, a naloxona, antagonista de receptores
opiddes, foi efetiva em animais tratados apenas com a maior dose
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de linalol (150 mg/kg, s.c.) (Peana et al., 2004a). Além disso, foi
demonstrado que antagonistas de receptores adenosinérgicos do
tipo Al e A2A também foram efetivos em reverter a agdo
antinociceptiva do (-)-linalol (25, 50 e 100 mg/kg, s.c.) no teste da
placa quente (Peana et al., 2005). Estes dados sugerem que
diferentes mecanismos estdo envolvidos na ac¢do antinociceptiva do
(-)-linalol e que parecem ser dependentes da dose.

No teste de formalina, o (-)-linalol na dose de 150 mg/kg
(s.c.) foi capaz de reduzir a resposta nociceptiva nas fases
inflamatdria e neurogénica, porém as respostas da fase aguda sdo
reduzidas apenas com doses mais baixas, sendo revertidas pelo
bloqueio de receptores muscarinicos com a atropina e dos
receptores opidides com a naloxona; por outro lado, o efeito do (-)-
linalol ndo foi revertido pela pirezenpina, antagonista de receptores
MI. A naloxona inibiu o efeito antinociceptivo do (-)-linalol (150
mg/kg) apenas na segunda fase do teste e o bloqueio dos receptores
dopaminérgicos D2 com sulpirida ou dos canais de K™ com
glibenclamida inibiu o efeito do (-)-linalol em ambas as fases do
teste de formalina (Peana et al., 2004a). Portanto, o efeito deste
composto nos sistemas de neurotransmissores, tais como
colinérgicos M2, opiodérgico e dopaminérgico D2, bem como o
efeito em canais de potéssio, pode resultar da estimulacdo indireta
destas 3 familias de receptores que sdo acopladas a proteinas Gi/Gg
que sdo capazes de induzir a abertura de canais de K' e,
consequentemente, a hiperpolarizacao celular (Childers, 1991).

Estudos mostram que o linalol ¢ um antagonista de
receptores N-methyl-D-aspartato (NMDA) (Elisabetsky et al., 1999;
Silva Brum et al., 2001 a,b) ¢ a inibi¢do da atividade de receptores
NMDA produz antinocicepg¢ao (Coderre e Van Empel, 1994; Chizh
et al., 2001), parcialmente mediada por opiodides centrais (Forman,
1999).  Peana e colaboradores (2004b) mostraram que a
administragdo subcutdnea de (-)-linalol (200 mg/kg) reverteu a
hiperalgesia induzida por i-glutamato e também, reduziu a
hiperalgesia térmica induzida pela injecdo intraplantar de
prostaglandina E2 nas patas ipsi ¢ contralateral (Peana et al.,
2004b). A injecdo intraplantar de prostaglandina E2 induz
hiperalgesia na pata contralateral, o que sugere o envolvimento de
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mecanismos centrais. Entdo, a eficacia do (-)-linalol pode estar
relacionada ao efeito deste composto em diferentes sistemas de
transmissdo, tais como opidides, aceticolina, dopamina, canais de
K" e glutamato, possivelmente envolvidos na hiperalgesia induzida
pela prostaglandina E2. Além disso, linalol possui uma fraca
atividade inibitéria in vitro da colinesterase (Perry et al., 2000) e
estudos mostram que a neurotransmissdo muscarinica estd
envolvida na transmissdo da antinocicep¢@o na medula espinhal de
ratos (Naguib e Yaksh, 1997).

Um estudo feito em macrofagos J774.A1 mostrou que a
atividade antinociceptiva do (-)-linalol poderia estar relacionada
com a inibi¢do da liberagdo ou formagdo de oxido nitrico (NO),
porém, esta atividade ndo sofre interferéncia com as vias das
prostaglandinas, uma vez que o (-)-linalol inibiu o actimulo de
nitrito nos macrofagos J774.A1, estimulados com o
lipopolissacarideo (LPS); porém, ndo modificou a formacdo de
PGE2 e COX2 (Peana et al., 20006).

Em modelo de dor neuropatica de ligacdo do nervo
espinhal (SNL), o pré-tratamento feito 1 hora antes da ligagdo, com
uma Unica dose de (-)-linalol (100 mg/kg s.c.) ndo afeta a resposta
nociceptiva aos estimulos mecéanico e térmico induzidos pela
neuropatia. Entretanto, a hipernocicepcdo mecanica ¢ reduzida
transitoriamente quando o (-)-linalol ¢ administrado por 7 dias
consecutivos, apos a indu¢do da neuropatia, porém, ndo foi vista
nenhuma mudanca na sensibilidade ao calor radiante nocivo
(Berliocchi et al., 2009). Isto sugere que o (-)-linalol pode reduzir a
hipersensibilidade mecanica somente na fase recente do
desenvolvimento da sensibilizagdo central, mas ndo é capaz de
atenuar o comportamento nociceptivo durante o periodo de
manutencdo do estado doloroso. Neste mesmo estudo, Berliocchi e
colaboradores (2009) mostraram que o tratamento feito com (-)-
linalol ndo afeta a expressdo da proteina fosfatidilinositol 3-kinase
(PI3K) — Akt e nem de IL-1p na medula espinhal seguida da ligagdo
do nervo espinhal.

Interessantemente, existem dados descritos na literatura
que demonstram que extratos de plantas que contém 75% de (-)-
linalol causam sensagdes de acidez ¢ ardéncia (Riera et al., 2009),
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as quais podem estar atribuidas a estimulagdo de receptores de
potencial transitério (TRPs). Um estudo feito por Behrendt e
colaboradores (2004) em cultura de células HEK293 transfectadas
com TRPMS8 mostrou que compostos quimicamente relacionados
ao mentol, dentre eles o linalol (6,7 mM), produzem aumento da
concentragio de Ca’" intracelular ([Ca’']}). Atualmente, foi
demonstrado que em cultura de neurdnios do ganglio da raiz dorsal
(GRD), 500 pM de linalol induz aumento na concentragio de Ca**
intracelular em neurénios, que responderam ambos a capasaicina
(agonista de receptor TRPV1) e cinamaldeido (agonista de receptor
TRPA1). Porém, nenhuma mudanga na [Ca2+]i foi evocada pelo
linalol em neurénios puramente sensiveis a capsaicina ou mentol,
sugerindo, entdo, que este composto ativa o receptor TRPA1 (Riera
et al., 2009).

E por fim, outros autores tém relatado que o linalol
modifica a cinética do receptor nicotinico na jun¢do neuromuscular
de camundongos (Re et al., 2000), possui atividade anestésica local
(Ghelardini et al., 1999), efeito espasmolitico (Lis-Balchin e Hart,
1999) e uma fraca atividade inibitoria in vitro da colinesterase
(Perry et al., 2000). Ainda, Celik e Ozkaya (2002), mostraram que o
linalol possui propriedades antioxidantes.

Assim, através de uma andlise farmacologica in vivo e in
vitro, o presente estudo procurou estender os dados encontrados na
literatura sobre a a¢do antinociceptiva do (-)-linalol, através de um
melhor entendimento do seu envolvimento com o sistema
glutamatérgico e também analisar a participagdo dos receptores de
potencial transitorio (TRPs) no seu efeito antinociceptivo. Portanto,
a continuidade das pesquisas com este composto pode fornecer uma
perspectiva favoravel para a maior compreensdo dos efeitos
farmacologicos e, também, para o desenvolvimento de um
analgésico com efeito superior aos existentes atualmente na clinica.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Para que haja um melhor entendimento dos
mecanismos envolvidos na atividade antinociceptiva do (-)-
linalol, o objetivo do trabalho foi aprofundar o
conhecimento sobre o envolvimento do sistema
glutamatérgico e a possivel participagdo dos receptores de
potencial transitotio (TRP) na acdo antinociceptiva do (-)-
linalol.

2.2 Objetivos especificos

v Verificar a atividade antinociceptiva do (-)-linalol no modelo
de nocicepgdo induzida por inje¢do intraplantar e intratecal de
glutamato em camundongos;

v Verificar o efeito do (-)-linalol sobre a performance locomotora
de camundongos no teste de rota-rod,

v' Analisar o efeito do (-)-linalol na nocicep¢do causada por
agonistas de receptores glutamatérgicos, substincia P e
citocinas pro-inflamatdrias em camundongos;

v' Avaliar o efeito do (-)-linalol na nocicep¢do causada pela
injecdo intraplantar e intratecal de capsaicina ou cinamaldeido;

v' Analisar o efeito do (-)-linalol sobre a hipernocicep¢io
mecanica e térmica (quente), induzida pela administragdo
intraplantar (i.pl) de cinamaldeido;

v Verificar, através de técnica de Western blotting, o efeito do (-
)-linalol sobre a fosforilagdo de ERK1/2, p38 e JNK na
nocicepg¢do causada pelo cinamaldeido;

v' Avaliar o efeito do (-)-linalol na nocicep¢do causada pela
administragdo intraplantar de éster de forbol (PMA), ativador
da proteina quinase C (PKC);

22



Avaliar o efeito da administragdo intraplantar de glutamato em
animais com deleg@o génica para os receptores TRPA1 (TRPA”
"), bem como verificar o efeito do (-)-linalol nesta nocicepgao.
Verificar o efeito da administragdo de inibidores competitivo
(AP-5) e ndo-competitivo (MKS801), de receptores NMDA na
nocicepg¢do induzida pela injegdo intraplantar de cinamaldeido;
Verificar o efeito do (-)-linalol no aumento da concentragao de
calcio intracelular em cultura de células CHO transfectadas
com plasmidios contendo mTRPA1 ¢ mTRPV1, estimuladas
com alilisotiocianato ou capsaicina, respectivamente.

Avaliar através de imagens de calcio intracelular o efeito de
diferentes concentragdes de (-)-linalol em cultura de neurdnios
do ganglio da raiz dorsal de camundongos estimulados com alil
isotiocianato (agonista TRPA1).

Verificar o efeito do (-)-linalol no aumento da concentragao de
calcio intracelular em cultura de neurénios do corno dorsal da
medula espinhal, estimulados com glutamato.

Verificar o efeito do (-)-linalol na nocicepcao crdnica, tanto a
induzida pela inje¢do (i.pl) de CFA (modelo de nocicepgdo
inflamatoria cronica), quanto a causada pela constri¢do parcial
do nervo ciatico (modelo de nocicep¢do neuropdtica) em
camundongos;
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3.Materiais e Métodos

3.1 Animais

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados
camundongos Swiss (25 — 35 gramas) de ambos o0s sexos,
fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC), mantidos em temperatura controlada de 22 + 2°C
em ciclo claro/escuro de 12 horas (luzes acesas as 7:00) e com agua
e racdo ad Ilibitum. Foram também utilizados camundongos
C57/Bl6 selvagens ou com delecdo génica para os receptores
TRPA1 ou TRPVI1 de ambos os sexos, obtidos do Laboratorio da
Dra. Gina Story da Washington University in St Louis (WUSTL).
Os animais, machos e fémeas, distribuidos de uma forma
homogénea entre os grupos experimentais, foram mantidos no
laboratério para aclimatagdo por pelo menos 1 hora antes da
realizacdo dos experimentos, sendo que os experimentos descritos
foram realizados de acordo com as normas éticas para o estudo da
dor com animais de laboratério (Zimmermann, 1983). Além disso,
todos os protocolos experimentais realizados foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFSC (protocol
PP0179) e pela Washington University in St Louis (protocolo:
20090220).

3.2 Estudos comportamentais

3.2.1 Nocicepciao induzida pelo glutamato

Para avaliar a participagdo do sistema glutamatérgico na
atividade antinociceptiva do (-)-linalol, os camundongos foram pré-
tratados com (-)-linalol pela via intraperitoneal (10 — 200 mg/kg,
1.p.), oral ( 5 — 100 mg/kg, v.o.), intraplantar (10 — 300 ng/pata,
i.pl.) e intratecal (0,1 — 3,0 pg/sitio, i.t.) 30, 60, 5 ¢ 5 minutos,
respectivamente, antes da inje¢do intraplantar (i.pl.) de 20 pl de
uma solugdo tamponada (pH 7,4) de glutamato (20 pmol/pata), de
acordo com o método descrito anteriormente (Beirith et al, 2002,
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Meotti et al., 2010). O grupo controle recebeu veiculo pelas vias
intraperitoneal (10 ml/kg, i.p.), oral (10 ml/kg, v.0.), intraplantar
(20 pL/pata, i.pl.) e intratecal (5 pL/sitio, i.t.). Apos a injecdo de
glutamato, os camundongos foram observados em funis de vidro
individuais e o tempo que o animal permaneceu lambendo ou
mordendo a pata injetada, durante 15 minutos, foi quantificado e
considerado como indicativo de nocicepgao.

3.2.2 Envolvimento dos receptores glutamatérgicos, citocinas
pro-inflamatdrias e substincia P

A fim de obter informagdes adicionais sobre a
possibilidade dos receptores glutamatérgicos estarem envolvidos no
mecanismo antinociceptivo do (-)-linalol, nesta série de
experimentos, o efeito do linalol foi avaliado na nocicepgdo
induzida pela injecdo intratecal de agonistas glutamatérgicos em
camundongos, de acordo com o método descrito anteriormente
(Scheidt et al., 2002). A resposta nociceptiva foi induzida pela
injecdo intratecal de trans-ACPD (agonista de receptores
glutamatérgicos do tipo metabotropico, 8,3 pg/sitio), AMPA
(agonista de receptores AMPA, 25 ng/sitio), glutamato (agonista
nao-seletivo de receptores glutamatérgicos, 30 pg/sitio), cainato
(agonista de receptores do tipo cainato, 23,5 ng/sitio) ou NMDA
(agonista de receptores NMDA, 25 ng/sitio). Para avaliar o
envolvimento das citocinas pro-inflamatérias ¢ da SP no
mecanismo de agdo antinociceptivo do (-)-linalol, os animais
receberam injecdo intratecal de 5 pl de TNF-a (0,1 pg/sitio), IL-1
(1 pg/sitio) ou SP (135 ng/sitio). As doses de TNF-a e IL-1p foram
pré-determinadas com base em experimentos realizados em nosso
laboratoério (Lapa et al. 2009), . Apos a injecdo das diferentes
substancias, os camundongos foram observados em funis de vidro
individuais e o tempo que o animal permaneceu lambendo ou
mordendo a regido posterior do corpo foi quantificado e
considerado como indicativo de nocicepgao, durante os periodos
apropriados para cada substincia: glutamato (3 min); NMDA e
substancia P (5 min); AMPA (1 min); cainato (4 min) e trans-
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ACPD, TNF-a e IL-1B (15 min). Os animais foram pré-tratados
com (-)-linalol (50 ou 200 mg/kg) ou veiculo (10 ml/kg)
intraperitonealmente (i.p.) 30 minutos antes da injecdo intratecal.

A injegdo intratecal foi realizada em animais acordados
usando o método descrito previamente por Hylden e Wilcox (1980).
Brevemente, os animais foram manualmente contidos e uma agulha
de calibre 30 conectada a uma microseringa de 25 pl, foi inserida
através da pele e entre as vértebras pelo espaco subdural dos
segmentos L5-L6 da medula espinhal, foi injetado um volume de 5
pL de solugao.

3.2.3 Avaliacio da atividade locomotora (Teste do Rota-Rod)
Para avaliar algum efeito ndo especifico como relaxante
muscular ou sedativo do (-)-linalol, os camundongos foram
submetidos ao teste de rota-rod. O aparato consiste de uma barra
com 2,5 cm de didmetro, subdividida em quatro compartimentos
por discos de 25 cm de didmetro. A barra gira a uma velocidade
constrante de 17 rotacdes por minuto. Os animais foram
selecionados 24 horas, previamente, por eliminar aqueles que nao
permaneceram na barra por 3 periodos consecutivos de 60
segundos. Os animais foram tratados com (-)-linalol (10 — 200
mg/kg i.p. ou 0,1 — 3 pg/sitio, i.t.) ou veiculo (10 ml/kg i.p. ou 5
ul/sitio 1.t.), 30 minutos (i.p.) e 10 minutos (i.t.) antes do teste.

3.2.4 Envolvimento dos receptores TRPA1

Para avaliar a participagdo dos receptores de potencial
transitorio do tipo anquirina 1 (TRPAT1) no efeito do (-)-linalol, foi
utilizado agonista TRPA1, cinamaldeido. Os camundongos foram
colocados individualmente dentro de funis de vidro transparentes
para adaptacdo, durante um periodo de, no minimo 20 min, e,
posteriormente, receberam injecdo de 20 pl de solugdo de
cinamaldeido (10 nmol/pata) na regido intraplantar da pata posterior
direita, de acordo com o método descrito por Andrade et al. (2008).
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Em seguida, foi cronometrado durante 5 min o tempo em que o
animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada.

O envolvimento de receptores TRPA1 localizados a nivel
medular no efeito do (-)-linalol, foi avaliada através da nocicepgdo
induzida pela injegdo intratecal de cinamaldeido (3,97 nmol/sitio).
A resposta nociceptiva (tempo que o animal permaneceu lambendo
ou mordendo a regido posterior do corpo) foi observada durante 5
minutos ap6s a injecdo intratecal de cinamaldeido. A injegdo
intratecal foi administrada como descirto no item 3.2.2 deste
trabalho.

Os animais foram pré-tratados com (-)-linalol pela via i.p.
(50 — 200 mg/kg), v.o. (10 — 200 mg/kg), i.pl. (10 — 300 ng/pata)
ou intratecal (0,1 — 10 pg/sitio), 30, 60, 5 ou 5 minutos,
respectivamente, antes da realizacdo dos experimentos. Os grupos
controles foram tratados com veiculo (10 ml’kg i.p. ou v.o., 10
pl/pata ou 5 pl/sitio). Como controle do experimento, foi avaliada a
resposta nociceptiva induzida pela administragdo i.pl. de
cinamaldeido em camundongos com dele¢do génica para os
receptores TRPA1, e em animais selvagens tratados com AP-18
(antagonista TRPA1, 10 nmol/pata).

3.2.5 Envolvimento dos receptores TRPV1

Para avaliar a participagdo dos receptores de potencial
transitorio do tipo vaniléide (TRPV1) na a¢do antinociceptiva do (-
)-linalol, utilizou-se a capsaicina (agonista de receptores TRPV1).
Os camundongos foram colocados individualmente dentro de funil
de vidro transparente para adaptacdo, durante um periodo de no
minimo 20 min, e, posteriormente, receberam inje¢do de 20 pl de
solugdo de capsaicina (5,2 nmol/pata) na regido intraplantar da pata
posterior direita, de acordo com o método descrito por Sakurada et
al. (1996). Em seguida, foi cronometrado durante 5 min o tempo em
que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada.

O possivel envolvimento dos TRPV1 espinhal na atividade
antinociceptiva do (-)-linalol, foi avaliada através da nocicepgdo
induzida pela inje¢do intratecal de capsaicina (100 pmol/sitio). A
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resposta nociceptiva (tempo em que o animal permaneceu
lambendo ou mordendo a regido posterior do corpo) foi observada
durante 5 minutos ap0s a injec¢ao intratecal de capsaicina. A inje¢do
intratecal foi administrada conforme descirto anteriormente no item
3.2.2 deste trabalho.

Os animais foram pré-tratados com (-)-linalol pela via i.p.
(10 — 200 mg/kg), v.o. (10 — 200 mg/kg) ou i.pl. (10 — 100 ng/pata),
30 ou 60 minutos, respectivamente, para a via intraperitoneal e oral,
antes da realizacdo dos experimentos ou foram co-injetados com
capsaicina intraplantarmente. Os grupos controles foram tratados
com veiculo (10 ml/kg i.p. ou v.o. ou 10ul i.pl.).

Em outra série de experimento, foi avaliada a resposta
nociceptiva da administracdo i.pl. de capsaicina em camundongos
com delecdo génica para os receptores TRPV1 e em animais
selvagens tratados com capsazepina (antagonista TRPV1, 10
mg/kg, v.0).

3.2.6 Nocicepcao inflamatéria cronica induzida pelo adjuvante
completo de Freund

Os camundongos foram tratados com 20 pL de CFA
(Adjuvante completo de Freund, 1mg/ml de Mycobacterium
Tuberculosis em 85% de oleo de parafina e 15% de monoleato
mannide) subcutaneamente na superficie plantar da pata posterior
direita. Para avaliar o efeito do tratamento agudo do (-)-linalol em
relagdo a nocicepgdo cronica induzida pela inje¢cdo de CFA (24 h
apds os animais receberem a injecdo intraplantar de CFA), a
hipernocicep¢do mecanica foi avaliada imediatamente antes do
tratamento (tempo 0) e em 0,5; 1; 2; 4; 6; 8; 10, 12 ¢ 24 h apds o
tratamento com (-)-linalol (50 ou 200 mg/kg, i.p.). Para investigar
os efeitos do tratamento prolongado dos camundongos com (-)-
linalol (50 mg/kg, i.p.), a administracdo foi realizada duas vezes por
dia (durante 12 dias). A hipernocicep¢@o mecénica foi avaliada 4 h
depois do primeiro tratamento diario (tempo da maxima inibigdo
observada no tratamento agudo). O tratamento repetido se estendeu
do 5° ao 10° dia apos a injecao de CFA, sendo, entdo, interrompido
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por 3 dias. Passados estes 3 dias, o tratamento foi reiniciado para
avaliar aparecimento de uma possivel tolerancia causada pela (-)-
linalol (Bortolanza et al., 2002).

3.2.7 Avaliacio do edema de pata

O edema de pata foi avaliado com um plestimdmetro
(modelo Ugo basile, Comerio, VA, Italy) em varios tempos
diferentes, apos a injecdo de CFA. O edema de pata foi expresso em
mililitros através da diferenca de volume deslocado entre a pata
direita e esquerda. Para avaliar o possivel efeito terapéutico do (-)-
linalol no edema de pata induzido pelo CFA, os animais receberam
(-)-linalol (10 -200 mg/kg, i.p.) 24 horas apds a injecao i.pl. de
CFA. O aumento no volume das patas foi avaliado em 1, 2, 4, 6, &,
10 e 12h depois da inje¢do de CFA (Paszcuk et al.,2007).

3.2.8 Neuropatia induzida pela ligacdo parcial do nervo ciitico
(LPNC)

O possivel efeito do (-)-linalol sobre a nocicepgdo
neuropatica foi avaliado no modelo de neuropatia, induzida pela
ligagdo parcial do nervo cidtico em camundongos. Os animais
foram previamente anestesiados com uma inje¢do intraperitoneal de
uma mistura contendo cetamina 100 mg/kg e xilazina 5 mg/kg.
Apbs a verificagdo da anestesia, foi realizada uma incisdo no
membro inferior direito para a exposi¢do do nervo ciatico, que foi
dissecado das veias e dos tecidos aderentes, de acordo com o
método descrito para ratos (Seltzer et al., 1990) e adaptado para
camundongos (Malmberg e Basbaum, 1998). Apo6s o procedimento
descrito, aproximadamente 1/2 a 2/3 do nervo ciatico foram
amarrados com o auxilio do fio de sutura (Ethicon, Cardiovascular,
7.0 Prolone) que também foi utilizado para suturar a féscia; ja a
epiderme foi suturada com o fio 4.0 (Ethicon, Cardiovascular,
Ethibond). Em camundongos sham (falsos operados), o nervo
ciatico foi exposto usando o mesmo procedimento cirurgico, porém
ndo foram ligados. Os camundongos com os nervos ligados ndo
apresentaram sinais de autotomia. A hipersensibilidade foi avaliada
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pela medida da hipernocicepg¢@o mecanica descrita no item 3.2.11.
Camundongos lesionados receberam (-)-linalol (50 ou 200 mg/kg
1.p.) ou veiculo (10 ml/kg i.p.) e os animais falsos operados
receberam somente veiculo (10 mg/kg i.p.) 7 dias apos a cirurgia.
Para investigar os efeitos do tratamento crénico na
hipersensibilidade mecéanica, o (-)-linalol (50 mg/kg i.p.) foi
administrado duas vezes ao dia (a cada 12 horas) por um periodo de
5 dias. O tratamento foi entdo interrompido por 3 dias e reiniciado
apos o terceiro dia para investigar o possivel desenvolvimento de
tolerdncia. A avaliacdo das respostas hipernociceptivas foi feita 4
horas apds o primeiro dia de tratamento (tempo de inibig¢do
maxima observada no tratamento agudo).

3.2.9 Avaliacio da hipersensibilidade ao estimulo frio

Para avaliar o efeito do (-)-linalol na sensibilidade ao frio
ndo nocivo em animais tratados com CFA, o estimulo ao frio da
pata injetada com CFA foi feito de acordo com o procedimento
proposto por Werner e colaboradores (2007), com algumas
modificagdes. Brevemente, com o auxilio de uma seringa de
insulina, cerca de 20 pl de acetona foram aplicadas a uma distancia
de 5 mm no meio da superficie plantar da pata posterior direita. A
quantidade de tempo que o camundongo passou mordendo e/ou
lambendo a pata, devido ao resfriamento causado pela evaporagio
da acetona, foi registrada com crondmetro durante 5 minutos apds a
aplicagdo da acetona, sendo usado como indice de responsividade
ao estimulo frio. Um aumento significantivo deste indice foi
interpretado como um sinal de hipersensibilidade ao frio. Elevacdes
da pata estimulada associadas com locomogdo ou reposi¢do do
corpo, ndo foram contadas.

Em animais neuropaticos, a hipersensibilidade ao frio foi
determinada usando uma Placa fria (Ugo Basile), com temperatura
mantinda a 5,0 £ 0,2°C, onde foram observados os comportamentos
nociceptivos (tempo de mordida, lambida ou sacudida) e a laténcia
da resposta da pata durante 5 minutos. Sete dias apos a ligacdo
parcial do nervo ciatico, camundongos foram tratados com (-)-
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linalol (100 mg/kg v.o.) ou veiculo (10 ml/kg v.0.) 60 minutos antes
do teste.

3.2.10 Avaliagdo da hipersensibilidade térmica ao estimulo
quente

O limiar hipernociceptivo (retirado da pata) foi avaliado
por meio da aplicacdo de calor radiante, conforme descrito por
Hargreaves e colaboradores (1988), adaptado para camundongos,
na por¢ao dorsal da pata tratada com cinamaldeido (30 nmol/pata).
Decorrido o periodo de adaptagdo de 10 min, uma fonte radiante foi
ativada sob as patas dos animais e o tempo dispendido para retirar a
pata foi cronometrado automaticamente pelo aparelho (Hargreaves,
Ugo Basile). O estimulo térmico radiante (luz infravermelha) foi
direcionado para o meio da superficie plantar traseira dos animais,
através da superficie de acrilico do assoalho da caixa de
observagdo. O tempo transcorrido, entre o inicio da aplicagdo do
estimulo e a manifestagdo de retirada da pata foi cronometrado
automaticamente pelo aparelho (em segundos) e interpretado como
o indice de limiar de retirada da pata a estimulacdo térmica.
Redugdes da laténcia de retirada da pata caracterizaram o
aparecimento de hipersensibilidade ao calor. A intensidade da
lampada infravermelha foi ajustada para 40 W para obter laténcias
basais de respostas de retirada da pata de aproximadamente 12
segundos (s). O tempo maximo de 20 s de exposi¢do ao estimulo
térmico foi utilizado para evitar qualquer dano tecidual aos animais.
O limiar de retirada da pata foi calculado como a média de resposta
a 3 aplicagdes consecutivas, em intervalos de 5 minutos. Os animais
foram pré-tratados com (-)-linalol (100 mg/kg v.0.) ou veiculo (10
ml/kg, v.0.) 60 minutos antes do teste. Para verificar a participagdo
da proteina quinase JNK na hipersersensibilidade ao calor, induzida
pela injecdo intraplantar de cinamaldeido, os animais foram pré-
tratados com SP600125 (10 pg/pata i.pl.), antagonista de JNK, 5
minutos antes da injecdo de cinamaldeido (30 nmol/pata).
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3.2.11 Avaliacio da hipernocicep¢cio mecanica

O limiar nociceptivo mecénico foi avaliado de acordo com
o método descrito por Chaplan e colaboradores (1994). Através da
superficie da tela de metal do assoalho da camara de observagdo,
uma séric de filamentos de von Frey (Semmes-Weinsntein
monofilaments, Stoelting, EUA) calibrados para produzir forgas de
0.008, 0.002, 0.04, 0.07, 0.16, 0.4, 1, 2 and 4 g foram aplicados
perpendicularmente e, em ordem crescente ou decrescente, ao
centro da superficie plantar da pata traseira dos animais, por um
periodo méaximo de 5 s, ou até que o animal apresentasse uma
resposta nociceptiva de retirada da pata, seguida de lambida e/ou
chocalhar da mesma. O teste teve inicio com o filamento de 0,04 g.
Na auséncia de resposta, filamentos de for¢ca maior foram aplicados,
consecutivamente, até que ocorresse a resposta de retirada da pata.
Caso o filamento de 0,04 g produzisse a resposta, apos um intervalo
de 2 minutos, filamentos de for¢ca menor eram aplicados até que
ocorresse novamente a resposta de retirada da pata. Os dados
coletados utilizando este método, denominado up-and-down e
proposto por Dixon (1980), foram utilizados para calcular a forca
correspondente a 50% do limiar de retirada da pata (em gramas, g).
Redugdes no limiar de retirada da pata caracterizaram o
aparecimento de hipernocicep¢do mecanica.

3.2.12 Envolvimento da proteina kinase C (PKC)

A proteina kinase C (PKC) ¢ conhecida ser o principal alvo
para a acdo do acetato miristato de forbol (PMA) ou éster de forbol.
Entdo, para avaliar o envolvimento da proteina kinase C (PKC) na
acdo antinociceptiva do (-)-linalol, cada animal recebeu uma
injecdo de 20 pl de solugdo de PMA (50 pmol/pata) na pata
posterior direita e foi avaliado o tempo que o animal lambeu e/ou
mordeu a pata injetada, 15 minutos apds a injecdo de PMA, durante
30 minutos, conforme descrito por Ferreira e colaboradores (2005).
Os animais foram tratados com (-)-linalol (25 — 100 mg/kg v.0.) ou
veiculo (10 ml/kg v.0.) 60 minutos antes da injecdo de PMA.
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3.3 Estudos in vitro

3.3.1 Analise da fosforilacio de MAPKSs

Neste experimento foi avaliado o efeito do (-)-linalol na
possivel fosforilagdo de proteinas quinases ativadas por mitégeno
(MAPKSs), induzidas apés a inje¢do intraplantar ou intratecal de
cinamaldeido. Brevemente, os animais foram pré-tratados com (-)-
linalol (100 mg/kg v.0.) 60 minutos. Apos este periodo, os animais
receberam inje¢do intraplantar (30 nmol/pata) ou intratecal (3,97
nmol/sitio) de cinamaldeido. Quatro horas apos a injecdo de
cinamaldeido, os animais foram mortos por descolamento cervical e
os tecidos das patas ipsilaterais e as por¢des L5-L6 das medulas
espinhais, foram removidos e mantidos a -80°C para posterior
analise em Western Blotting.

Aproximadamente 50 pg de proteinas foram misturadas
com tampao de amostra 5 vezes concentrados (Tris-HCl 150 mM,
pH 6,8, contendo: B-mercaptoetanol 15%, SDS 6%, azul de
bromofenol 0,3%), fervidas por 5 min e separadas por eletroforese
em gel de poliacrilamida a 10%. Em seguida, as proteinas presentes
no gel foram eletrotransferidas para membranas de
polivinilidenodifluorido (PVDF). Para bloquear sitios de ligagdo
inespecifica do anticorpo, as membranas foram incubadas
“overnight” em solugdo de TBS-T, contendo leite desnatado (5%) a
4 °C, lavadas em tampao TBS-T e entdo incubadas “overnight” com
0s anticorpos primarios contra as formas total e fosforiladas das
enzimas kinase, regulada por mitogeno (ERK), p38 e JNK (Santa
Cruz Biotech. Inc., CA, USA). A visualizagdo das proteinas foi
realizada utilizando anticorpo secundario especifico conjugado a
peroxidase e as bandas imunorreativas foram visualizadas usando-
se kit de aumento de quimioluminescéncia (ECL, Amersham
Pharmacia Biotech.) e filme radiografico, segundo recomendagdes
do fabricante.
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3.3.2 Cultura de células e expressao génica.

3.3.2.1 Preparacio de culturas de neurdnios do ganglio da raiz
dorsal

Os neuronios dos ganglios da raiz dorsal (GRD) de
camundongos adultos foram cultivados conforme descrito por Story
et al., 2003. Brevemente, os neurdénios do GRD foram rapidamente
dissecados e colocados em uma placa contendo 1 mL de meio
Hams F12/DMEM com 10% de soro de cavalo, Pen/strep (100
U/ml de penicilina ¢ 100 pg/ml de estreptomicina) e L-glutamina
(2mM). Foram adicionados 1,25% de colagenase tipo IV e
incubado durante 1 hora a 37°C em 5% de CO,. Apos este periodo,
o meio contendo colagenase foi removido e os ganglios foram
lavados com meio livre de soro. As células foram transferidas para
um cubo conico e centrifugadas durante 30 segundos. Apos, foram
adicionados 1,25 U de solug¢do de papaina em Ham’s F12/DMEM
livre de soro e mantidas por 30 minutos a 37°C. As células foram
entdo centrifugadas a 1000 rpm durante 1 minuto. O meio contendo
papaina foi removido e adicionado meio contendo soro; os ganglios
foram ressuspensos ¢ dissecados mecanicamente varias vezes
utilizando pipetas de diferentes aberturas. Apos esta etapa, foram
adicionados cuidadosamente 15% de BSA e centrifugados durante
10 minutos a 1000 rpm. As células instalaram-se no fundo do tubo e
as laminas de BSA, fragmentos celulares e meio foram retirados. A
seguir, foram adicionadas aliquotas frescas de 10 puM AraC
(citosina beta-D-arabinofuranosideo) para impedir o crescimento de
células ndo neuronais, 100 ng/mL NGF e 10 ng/mL BDNF para
manter as células vivas e sadias. As células (cerca de 14.500
neuronios) foram plaqueadas em laminulas de vidro transparente
(de aproximadamente 25 mm de didmetro) previamente tratadas
com poli-L-lisina (8,3 mM) e laminina (5 mM) e mantidas 24 horas
a37°C.
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3.3.2.2 Preparacao de cultura de neurdnios do corno dorsal da
medula espinhal

Os neurdnios do corno dorsal da medula espinhal foram
preparados utilizando-se camundongos de 2-5 dias de idade.
Brevemente, os cornos dorsais foram dissecados em um tampao
contendo uma solugdo salina balanceada Hank’s (0,137 M NaCl,
54 mM KCl, 0,25 mM Na,HPO,4, 0,44 mM KH,PO, 1,3 mM
CaCl,, 1,0 mM MgSO, 4,2 mM NaHCOs;) adicionados 10 mM de
HEPES sobre uma placa de Petri gelada. Os tecidos conectivos
foram removidos e adicionados a eles uma solugdo de 45 pL de
papaina para digestdo por 20 minutos. Em seguida, os neurdnios
foram entdo transferidos para um tubo contendo 5 mL de tampao e
lavados 3 vezes com tampao. Logo apos, o tecido foi lavado 1 vez
com 1 mL de meio de cultura neurobasal A suplementado com
NaCl 1 M, soro fetal bovino 2% (FBS), soro de cavalo 2%,
glutamax 2mM e B-27 1%. Os tecidos foram, entdo, triturados
mecanicamente 6 — 7X, o sobrenadante foi removido e filtrado com
um filtro celular de 40 pm. Este procedimento foi repetido até se
obter um total de 4 mL. Apds esta etapa, o homogenato foi
centrifugado por 1000 rpm, durante 5 minutos e o sobrenadante
removido. Foi adicionado 1 mL de meio de cultura e as células
contadas utilizando um hemacitdmetro. As células foram
plaqueadas adicionando-se aproximadamente 100 pL (dependendo
da densidade desejada) em cada laminula e entdo incubadas. Trinta
minutos ap6és foram adicionados 900 plL de meio de cultura em
cada laminula e foram mantidas por até 7 dias, sendo que o meio foi
trocado a cada 3 dias.

3.3.2.3 Transfeccao de células CHO

Um dia antes da transfeccdo, as células de ovario de
camundongo chinés (CHO) foram plaqueadas (0,5 — 2,0 x 10°
células em 1 mL de meio Ham’s F12 com 10% de FBS) para que
alcancgassem cerca de 90 — 95% de confluéncia, até o momento da
transfeccdo. Em seguida, 1 pg de DNA foi diluido em 50 pL de
meio Opti-MEM sem soro e homogeineizado gentilmente. Antes do
uso, o reagente Lipofectamina™ 2000 foi gentilmente misturado e,
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entdo, a quantidade apropriada (1 pL por pocinho) foi diluida em 50
puL de meio Opti-MEM sem soro e incubada em temperatura
ambiente por 5 minutos. Apds o periodo de incubagdo, o DNA
diluido foi adicionado a mistura de Lipofectamina'™ 2000 e
incubado por 20 minutos a temperatura ambiente. Apds a
incubagdo, 100 uL. da mistura foram adicionados em cada pocinho
contendo células e meio de cultura. As células foram entdo
incubadas por 24 — 48 horas a 37°C em uma estufa contendo CO,
antes do teste.

3.3.3 Medida da [Ca™"];

Apbs 24 horas de incubagdo dos neurdénios do GRD ou do
corno dorsal, ou ainda, 24 a 48 horas apos a incubagdo das células
CHO, o meio foi removido e as células foram lavadas 2 vezes com
tampdo Hank’s (Hank’s contendo Ca”" ¢ livre de Mg®", 10mM de
Hepes) e, entdo, adicionados 2 mL do tampdo. O Fura-2 foi
ressuspenso em DMSO e adicionado um volume igual de acido
plurdnico. Foram adicionados 10uL da mistura (Fura — 2 com acido
plurénico) em cada laminula e incubados a temperatura ambiente
por uma hora, para células CHO e 30 minutos para cultura de
neurdnios. Apds os periodos de incubagdo, o tampao foi removido e
as células lavadas uma vez com tampao Hank’s. Foi adicionado,
entdo, 0,5 mL de tampao e as células foram incubadas por, pelo
menos, 30 minutos antes do teste para permitir a deesterificagdo do
Fura-2 metil éster. As laminulas foram posicionadas no
microscopio Leica DMI 6000 B e excitadas em filtro Fura-2 a 340
nm e 380 nm usando uma ldmpada XENON para indicar mudancas
relativas na concentra¢do de calcio intracelular. A fluorescéncia
emitida foi registrada utilizando-se a razao F340/F380, capturada e
processada por um sistema de andlise de imagem dinamica,
utilizando o programa BD [PLab (BD Biosciences, Rockville, MD,
EUA). Os sinais fluorescentes da concentragdo de Ca®* de cada
célula foram registrados continuamente, em intervalos de 1
segundo, durante toda a duragdo do experimento. As solucdes
contendo as substancias teste e seus respectivos veiculos foram
perfundidas diretamente na camara
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3.3.4 Protocolos experimentais utilizados para obtencdo dos
efeitos do (-)-linalol em culturas celulares

3.3.4.1 Cultura de neurdnios do ginglio da raiz dorsal de
camundongos

Utilizando um sistema de perfusdo, as células foram
primeiramente lavadas com tampio Hanks (contendo Ca*" e livre
de Mg®" adicionado 10 mM de HEPES) por 30 segundos. Apos
estabilizagdo, (-)-linalol (50, 100 ou 250 uM), MK801 (100 uM) ou
veiculo foram perfundidos por 60 segundos. As células foram
lavadas novamente com tampdo e entdo adicionado (-)-linalol,
MKS801 ou veiculo, novamente por um periodo de 1 minuto. Apos,
as células foram ativadas com AITC (100 uM) durante 2 minutos.
Os neurdnios em cultura foram lavados com tampao por 1 minuto e,
entdo, adicionado KCI (50 mM) (Figura 7).

Figura 7. Representagdo esquematica das perfusdes feitas em
cultura de neurénios do ganglio da raiz dorsal.

Para verificar o efeito do (-)-linalol na concentra¢do de 500
uM, os neurdnios foram lavados com tampdo Hanks (contendo Ca”"
e livre de Mg%, adicionados 10 mM de HEPES) por 30 segundos.
Apbés estabilizacdo, o (-)-linalol (500 pM) ou veiculo, foram
perfundidos por 60 segundos. As células foram lavadas novamente
com tampdo e entdo, adicionado mentol (agonista TRPMS) durante
1 minuto; a solug@o foi lavada durante 1 minuto e foi adicionado
AITC (50 uM) por mais 1 minuto. A solugdo de AITC foi lavada
com tampdo durante 1 minuto e, finalmente, adicionou-se
capsaicina (1 pM) durante mais 1 minuto (Figura 8).

37



Figura 8. Representacdo esquematica da avaliagdo do efeito do (-)-
linalol (500 uM) em cultura de neurdnios do géanglio da raiz dorsal.

3.3.4.2 Cultura de neurénios do corno dorsal da medula
espinhal de camundongos

Utilizando-se um sistema de perfusdo, as células foram
primeiramente lavadas com tampao Hanks (contendo Ca®" ¢ livre de
Mg®" adicionado 10 mM de HEPES) por 30 segundos. Apos
estabilizagdo, (-)-linalol (100 ou 500 puM) ou veiculo foram
perfundidos por 60 segundos. As células foram lavadas novamente
com tampao e, entdo, adicionado (-)-linalol ou veiculo, novamente,
por um periodo de 1 minuto. Apds, foi adicionado glutamato (100
uM + 10 uM de glicina) juntamente com (-)-linalol ou veiculo,
durante 1 minuto. Os neurdnios em cultura foram lavados com
tampao por um minuto e, entdo, adicionado KCI1 (50 mM) (Figura
9).

Figura 9. Representacdo esquematica das perfusdes feitas em
cultura de neurénios do corno dorsal da medula espinhal de
camundongos.
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3.3.4.3 Cultura de células CHO transfectadas com receptores
TRPA1 ou TRPV1

Utilizando um sistema de perfusdo, as células CHO
transfectadas com receptores TRPA1 ou TRPV1 foram
primeiramente lavadas com tampdo Hanks (contendo Ca®" e Mg®*
adicionado 10 mM de HEPES) por 60 segundos. Apds
estabilizagdo, foi adicionado AITC (100 uM) ou capsaicina (1 uM)
durante 2 ou 1 minuto, respectivamente. As células foram
novamente lavadas (1 minuto) e, apds foi adicionado (-)-linalol (50,
100, 250 ou 500uM) ou veiculo. Os neurdnios em cultura foram
lavados com tampao por mais 1 minuto (Figura 10).

Figura 10. Representacdo esquemadtica das perfusdes feitas em
cultura de células CHO transfectadas para expressarem os
receptores TRPA1 ou TRPVI.

3.4 Anailise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + E.P.M. A
diferenca entre os grupos foi obtida pela analise de variancia
(ANOVA), seguido pelo teste de Newman-Keuls, quando
apropriado. Valor de p menor que 0,05 (p<0,05) foi considerado
como indicativo de significancia. O valor de DIsy para os
experimentos de curva dose resposta foi determinado através da
interpolagdo grafica dos experimentos individuais, usando o
programa GraphPad (1994, San Diego, CA). As porcentagens de
inibi¢do representam a média + E.P.M. das inibigdes maximas
individuais obtidas para cada experimento.Os resultados referentes
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a hipernocicep¢do mecanica e térmica foram analisados com
ANOVA de Kruskal-Wallis, seguida do teste U de Mann-Whitney,
usando o programa Stata versdo 11.0 (Stata Corp, Texas, EUA).
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4. Resultados

4.1 Comparacio entre as respostas nociceptivas nas duas
linhagens de camundongos utilizadas neste estudo

Para avaliar o efeito antinociceptivo do (-)-linalol,
inicialmente foram comparadas as repostas nociceptivas induzidas
pela injecdo intraplantar de glutamato (20 pmol/pata) ou
cinamaldeido (10 nmol/pata) em duas linhagens diferentes de
camundongos: C57/Bl6J e Swiss. A injecdo intraplantar das
substancias  algogénicas induziram respostas nociceptivas,
caracterizadas por lambidas e mordidas na pata injetada, sendo que,
nio foi observada diferenca significativa desta resposta entre as
linhagens de camundongos utilizadas neste estudo (Figura 11 A e
B).

Figura 11. Efeito nociceptivo induzido pela inje¢do intraplantar de
glutamato (A, 20 umol/pata) ou de cinamaldeido (B, 10 nmol/pata)
em camundongos C57/BI6J e Swiss. O eixo vertical representa a
resposta nociceptiva, observada em segundos para as diferentes
linhagens de animais e, cada coluna, representa a média de seis
animais + EPM.

4.2 Efeito antinociceptivo do (-)-linalol no modelo de nocicep¢ao
induzida pela injecdo intraplantar de glutamato
Assim, para confirmar a ag¢ao antinociceptiva do (-)-linalol,
utilizou-se do teste do glutamato. Os resultados apresentados na
Figura 12 (A, B e C) mostram que o (-)-linalol administrado
sistemicamente (i.p. ou v.0.) (50 — 200 mg/kg) ou centralmente (i.t.,
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0,1 — 3 pg/sitio), reduziu, significativamente, e de maneira
dependente da dose, a nocicepc¢do induzida pela injegdo intraplantar
de glutamato. Os valores de DIs, obtido para a via i.p., v.0. € i.t.
foram de 139,1 (107,3 — 180,4) mg/kg, 34,6 (23,3 — 51,9) mg/kg e
0,9 (0,2 — 2,4) pg/sitio, com inibigdes de 70 =4, 72 £ 7 ¢ 74 + 8%,
respectivamente. Por outro lado, o (-)-linalol (100 — 300 ng/pata),
co-administrado pela via intraplantar com o glutamato, inibiu
parcialmente (49 + 9%), porém, de forma significativa, a
nocicepg¢do induzida pela injecdo de glutamato intraplantar (Figura
12 D).

Figura 12. Efeito do (-)-linalol administrado intraperitonealmente
(A), oralmente (B), intratecalmente (C) e intraplantarmente (D) na
nocicepgdo induzida pela inje¢do intraplantar de glutamato (20
umol/pata) em camundongos. O eixo vertical representa a resposta
nociceptiva observada em segundos para os diferentes tratamentos
e, cada coluna representa a média de seis a oito animais + EPM. Os
valores do controle (C) indicam os animais tratados com veiculo e
os asteriscos denotam niveis de significancia *P<0,05; **P<0,01 e
**#*P<0,001, quando comparados com os valores dos grupos
controles (ANOVA de uma via, seguido pelo teste post-hoc de
Newmann-Keuls).
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4.3 Efeito antinociceptivo do (-)-linalol no modelo de nocicepcao
induzida pela injecdo intratecal de glutamato, agonistas de
receptores glutamatérgicos, SP e citocinas pré-inflamatoérias

O proximo passo foi verificar qual o receptor
glutamatérgico especifico estaria envolvido na agdo antinociceptiva
do (-)-linalol. A Figura 13 mostra que a administragdo de (-)-linalol
(200 mg/kg, i.p.) foi capaz de reduzir, de forma significativa, a
resposta nociceptiva induzida pela injecdo intratecal de glutamato,
AMPA, NMDA e cainato com inibi¢des de 89 + 6%, 73 £ 11%, 98
+ 2% e 52 £ 15%, respectivamente. Entretando, o mesmo
tratamento dos animais com linalol ndo preveniu a resposta
nociceptiva induzida pelo agonista de receptor glutamatérgico do
tipo metabotropico frans-ACPD. Uma importante interagdo entre
glutamato e SP tem sido bem documentada na literatura. Portanto,
hipotetizou-se que a SP poderia participar no mecanismo de agdo
antinociceptivo do (-)-linalol. Verificou-se que o (-)-linalol inibiu
de forma significativa a nocicepc¢do causada pela inje¢do i.t. de SP,
com inibi¢do de 85 + 4% (Figura 13).

Figura 13. Efeito do (-)-linalol (200 mg/kg, i.p., administrado 30
min antes) na resposta nociceptiva causada pela injegdo intratecal
de glutamato (30 pg/sitio), NMDA (25 ng/sitio), AMPA (25
ng/sitio), cainato (23,5 ng/sitio), trans-ACPD (8,6 pg/sitio) e
substancia P (SP) (135 ng/sitio) em camundongos. O eixo vertical
representa a resposta nociceptiva (s) obtida para cada substancia
algogénica e, cada coluna representa a média de oito a dez animais
+ E.P.M.. Os asteriscos denotam niveis de significancia *p<0,05;
**p<0,01 e ***p<0,001, quando comparados com os valores dos

43



grupos controles (tratados com veiculo) (ANOVA de uma via
seguido pelo teste post-hoc de Newmann-Keuls).

Numa outra série de experimentos, foi investigado o efeito
do (-)-linalol na resposta nociceptiva induzida pela administragdo
intratecal de citocinas pré-inflamatorias. O (-)-linalol administrado
intraperitonealmente (50 ou 200 mg/kg) causou inibigdo
significativa e dependente da dose das respostas nociceptivas
induzidas pela injecdo intratecal de IL-1p e TNF-a. As inibi¢des
foram de 72 £ 12% e 63 = 8% na nocicepgdo induzida por IL-1p,
respectivamente para as doses de 200 e 50 mg/kg e 94 + 3% e 41 +
8% na nocicep¢do induzida por TNF-a, respectivamente (Figura
39).

Figura 14. Efeito da administracdo aguda de (-)-linalol (50 ou 200
mg/kg, 1.p.) na resposta nociceptiva induzida pela injegdo intratecal
de IL-1PB (1,0 pg/sitio) ou TNF-a (0,1 pg/sitio) em camundongos.
Cada coluna representa a média + E.P.M. de 6 — 10 animais por
grupo e as linhas verticais, o tempo em que o animal permaneceu
mordendo ou lambendo a regido posterior do corpo. * p < 0,05 ¢
**%* p < 0,001 denotam os niveis de significancia em comparagdo ao
grupo controle (animais tratados com veiculo) (ANOVA de uma via
seguida pelo teste post-hoc de Newmann-Keuls).

4.4 Efeito do (-)-linalol no teste do rota-rod

A avaliag@o do equilibrio e da coordenagdo motora, através
do teste de rota-rod, mostrou que o (-)-linalol administrado pela via
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intraperitonal (10, 50, 100 e 200 mg/kg) ou intratecal (0,1; 0,3; 1 ¢
3 ug/sitio) ndo afetou a performance locomotora dos animais,
quando comparado com aqueles que foram tratados com veiculo
(grupo controle). As resposta observadas (médias + E.P.M) foram
de 160,0 +4,0; 176,0 =2,5; 178,0 +£2,0 ¢ 180,0 + 0,0 segundos para
os grupos tratados pela via i.p. e controle respectivamente e, 179,7
+ 0,3; 180,0 £ 0,0; 155,3 + 24,7, 117,0 = 30,5 ¢ 179,7 + 0,3
segundos para os grupos tratados pela via intratecal e controle,
respectivamente (Figura 15).

Figura 15. Efeito do (-)-linalol administrado pela via
intraperitoneal (A, 10, 50, 100 e 200 mg/kg, 30 min antes) e
intratecal (B, 0,1; 0,3; 1 e ug/sitio, 10 min antes) sob o desempenho
motor de camundongos avaliados no teste do rota-rod. O eixo
vertical indica o tempo em que o animal permaneceu na barra (s)
para os deiferentes tratamentos e, cada coluna representa a média de
seis animais + E.P.M.

4.5 Envolvimento dos receptores de potencial transitorio (TRPs)

4.5.1 Efeito antinociceptivo do (-)-linalol na nocicep¢io
induzida por agonistas TRPA1 ou TRPV1

A proxima pergunta foi verificar o envolvimento dos
receptores TRPs na ag@o antinociceptiva do (-)-linalol. A figura 16
demonstra que a inje¢do i.pl. de cinamaldeido, conforme esperado,
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ndo causou uma resposta nociceptiva em animais com delegdo
génica para o TRPA1” e a co-administragio de AP-18 (10
nmol/pata, antagonista TRPA1) reduziu de maneira significativa a
nocicep¢do induzida pelo cinamaldeido em animais selvagens. A
administragdo de (-)-linalol, em animais selvagens, pela via
sistémica (i.p. e oral), central (i.t.) e periférica (i.pl.), foi capaz de
inibir de forma significativamente e dependente da dose, a
nocicepgdo induzida pela injecdo intraplantar de cinamaldeido (10
nmol/pata). Os valores de DIsy encontrados foram 99,7 (83,1 —
119,8) mg/kg, 121,27 (83,09 — 177,01) mg/kg, 26,4 (21,8 — 33,1)
ng/pata e 3,6 (3,4 — 3,8) pg/sitio, com inibi¢cdes de 86 + 4%, 56 +
5%, 87 = 4% e 62 + 8%, respectivamente para a via i.p., v.o., i.pl. e
i.t. (Figura 16).

Figura 16. Efeito do (-)-linalol, administrado intraperitonealmente
(A, 30 min antes), oralmente (B, 60 min antes), intraplantarmente
(C) ou intratecalmente (D, 10 min antes), na nocicep¢do induzida
pela injecdo intraplantar de cinamaldeido (10 nmol/pata) em
camundongos. Como controles positivos do teste foram usados um
antagonista de receptor TRPA1, AP-18 (10 nmol/pata) e animais
com delecdo génica para os receptores TRPA1”™ (KO). O eixo
vertical representa a resposta nociceptiva observada em segudos
para os animais KO e animais selvagens submetidos aos diferentes
tratamentos. Cada coluna representa a média de seis a dez animais +
E.P.M. Os asteriscos denotam niveis de significancia **p<0,01 e
**%p<0,001 quando comparados com os valores dos grupos
controles (tratados com veiculo) (ANOVA de uma via, seguido pelo
teste post-hoc de Newmann-Keuls).
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Em outro experimento, investigou-se a participagdo do
TRPV1 na acdo antinociceptiva do (-)-linalol. A Figura 17
demonstra que, conforme esperado, a injecdo intraplantar de
capsaicina (5,2 nmol/pata) em animais que ndo expressam o
receptor TRPV1, ndo causou uma resposta nociceptiva e, em
animais selvagens, o pré-tratamento feito 60 minutos antes com
capsazepina (10 mg/kg v.0.) reduziu, de maneira significativa e
dependente da dose, a nocicepg¢do induzida pela capsaicina (Figura
17 A). Além disso, a administragdo de (-)-linalol pela via sistémica
(intraperitonal e oral), reduziu de maneira parcial a nocicepg¢ao
induzida pela capsaicina (5,2 nmol/pata). O valor de Dlsg
encontrado para a via oral foi de 190,7 (140 — 259) mg/kg e inibigdo
de 53 + 7%. Entretanto, a administragdo de (-)-linalol pela via
intraplantar, ndo foi capaz de inibir a resposta nociceptiva induzida
pela capsaicina (Figura 17).

Figura 17. Efeito do (-)-linalol, administrado intraperitonealmente
(A, 30 min antes), oralmente (B, 60 min antes) ou intraplantarmente
(C), na nocicepcao induzida pela inje¢do intraplantar de capsaicina
(5,2 nmol/pata) em camundongos. Como controles positivos do
teste foram usados animais com dele¢do génica para os receptores
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TRPV1™ (KO). O eixo vertical representa a resposta nociceptiva
observada em segudos para os animais KO e animais selvagens
submetidos aos diferentes tratamentos. Cada coluna representa a
média de oito animais + E.P.M. Os asteriscos denotam niveis de
significancia *p<0,05 e ***p<0,001, quando comparados com o0s
valores dos grupos controles (tratados com veiculo) (ANOVA de
uma via seguido pelo teste post-hoc de Newmann-Keuls).

4.5.2 Efeito antinociceptivo do (-)-linalol na hipernocicepc¢io
induzida pela injecao intraplantar de cinamaldeido

O efeito do (-)-linalol foi analisado na hipersensibilidade
térmica (calor) induzida por cinamaldeido. Assim, primeiramente
foi demonstrado que a inje¢do intraplantar de cinamaldeido (10 e 30
nmol/pata) em camundongos, causa hipersensibilidade térmica ao
calor, de maneira dependente do tempo e da dose, quando
comparado com o grupo controle (Figura 18). Entéo, a partir deste
experimento, a dose de cinamaldeido escolhida para avaliar o
possivel efeito do (-)-linalol nesta hipersensibilidade ao calor, foi a
de 30 nmol/pata.

Figura 18. Dercurso temporal da hipernocicep¢do ao calor,
induzida pela inje¢do intraplantar de diferentes doses de
cinamaldeido em camundongos. O eixo vertical representa a
laténcia de retirada da pata (em segundos) frente ao calor nocivo
pelo tempo (em horas). Cada ponto representa a média = E.P.M. de
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6 animais por grupo. Sendo que,

representa o

grupo controle; 0 grupo tratado com 10 nmol/pata

de cinamaldeido e

o grupo tratado com 30

nmol/pata.* P < 0,05 ¢ *** P < 0,001 denotam os niveis de
significancia em comparacdo ao grupo controle (Kruskal-Wallis

seguido por Mann-Whitney U-teste).

A Figura 19 mostra que o pré-tratamento dos animais com
o (-)-linalol (100 mg/kg, v.0.) ndo foi capaz de reduzir a
hipersensibilidade térmica (calor), induzida pela inje¢do intraplantar

de cinamaldeido.

Figura 19. Efeito do (-)-linalol (100 mg/kg, v.0. 60 min antes) na
hipernocicep¢do ao estimulo de calor, induzida pela injecao
intraplantar de cinamaldeido (30 nmol/pata) em camundongos. O
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eixo vertical representa a laténcia de retirada da pata (em segundos)
frente ao calor nocivo pelo tempo (em horas). Cada ponto
representa a média de 6 animais + E.P.M.. Sendo que,

representa o grupo controle (injetado com salina

na pata); o 0 grupo tratado com veiculo e injetado

com cinamaldeido na pata e o grupo tratado com
(-)-linalol e injetado com cinamaldeido na pata. * P < 0,05 ¢ *** ou
P < 0,001, denotam niveis de significAncia em comparagdo aos
camundogos tratados com salina i.pl. (Kruskal-Wallis seguido por
Mann-Whitney U-teste).

Foi verificado que a inje¢do de cinamaldeido (30
nmol/pata) também foi capaz de induzir um aumento na
sensibilidade aos monofilamentos de Von Frey, caracterizando a
hipersensibilidade mecénica. Porém, a administracdo de (-)-linalol
(100 mg/kg, v.0.) inibiu completamente a hipersensibilidade
mecanica, 4 horas apds a administragcdo de cinamaldeido, sendo que
este efeito perdurou por até 6 horas (Figura 20).

Para avaliar se a JNK estd envolvida no efeito
hipernociceptivo do cinamaldeido, os camundongos foram tratados
com o inibidor da JNK (SP600125, 10 pg/pata) que, por sua vez,
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causou um bloqueio significativo da hipernocicep¢do mecanica
induzida por cinamaldeido intraplantar (30 nmol/pata) (Figura 20).

Figura 20. Efeito da administracdo de (-)-linalol (100 mg/kg, v.o.
60 min antes) e do inibidor da JNK (SP 600125, 10 pg/pata) na
hipernocicepcdo mecanica induzida pela injecdo intraplantar de
cinamaldeido (30 nmol/pata) em camundongos. O eixo vertical
representa o limiar de retirada da pata (em gramas) pelo tempo (em
horas). Cada ponto representa 50% do limiar de retirada da pata (em
gramas) + E.P.M. para o estimulo tatil da pata traseira ipsilateral,
antes da injecdo de cinamaldeido (basal, B) ou nos tempos
subsequentes indicados de 6 — 10 camundongos por grupo. Sendo

que, 0 representa o grupo controle (injetado com
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salina na pata); o o grupo tratado com veiculo e

injetado com cinamaldeido na pata; 0 grupo
tratado com (-)-linalol e injetedo com cinamaldeido na pata e o

os que foram tratados com SP 600125 e
cinamaldeido na pata. * e p< 0,05 ¢ *** ¢ Hip< 0,001, denotam
niveis de significadncia em comparagdo aos camundogos tratados
com veiculo (100 ml/kg v.0.) e salina i.pl.(Kruskal-Wallis seguido
por Mann-Whitney U-teste).

4.6 Envolvimento das proteinas quinases

A partir destes resultados, o proximo passo foi verificar o
efeito do (-)-linalol na sinalizacdo celular. Assim, para verificar o
envolvimento de proteinas quinases na a¢do antinociceptiva do (-)-
linalol, foram feitas analises, através de técnicas de Western blot,
das formas totais ¢ fosforiladas das MAPKs: p38™*™  quinase
regulada por sinal extracelular (ERK) e quinase c-Jun amino-
terminal (JNK) dos tecidos das patas e medula (por¢ao L5 — L6) de
camundongos, injetadas com cinamaldeido (30 nmol/pata). O pré-
tratamento com (-)-linalol (100 mg/kg, v.0.) preveniu o aumento da
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forma fosforilada da JNK na pata injetada com cinamaldeido
(Figura 21 B), porém, o mesmo tratamento nao foi capaz de reduzir
a fosforilacdo da ERK e da p38MAPK induzida pelo cinamaldeido
(Figuras 22B e 23B). Por outro lado, a injecdo de cinamaldeido ndo
induziu fosforilagdo da JNK, ERK e da p3 8MAPK ha medula (porgdo
L5-L6) (Figuras 21 A, 22 Ae 23 A).

Figura 21. Efeito do (-)-linalol (100 mg/kg, v.0.) na fosforilagdo
da p38MAPK, na medula espinhal (A) e na pata (B), induzida 4
horas apo6s a inje¢@o intraplantar de cinamaldeido (30 nmol/pata)
em camundongos. Cada barra representa a média de 6 animais +
E.P.M. Os dados sdo expressos como a razdo entre as formas
fosforiladas e total da p38MAPK. Analises estatisticas foram feitas
por ANOVA de uma via, seguida por teste de Newman- keuls.
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Figura 22. Efeito do (-)-linalol (100 mg/kg, v.0.) ou veiculo (10
ml/kg v.o., grupo controle) na fosforilagio da ERK, na medula
espinhal (A) e na pata (B), induzida 4 horas apds a injegdo
intraplantar de cinamaldeido (30 nmol/pata) em camundongos.
Cada barra representa a média de 6 animais = E.P.M. Os dados sdo
expressos como a razio entre as formas fosforiladas e total da ERK.
Analises estatisticas foram feitas por ANOVA de uma via seguida
por teste de Newman- keuls.

Figura 23. Efeito do (-)-linalol (100 mg/kg, v.0.) ou veiculo (10
ml/kg v.o., grupo controle) na fosforilagdo da JNK, em medula
espinhal (A) e na pata (B), induzida 4 horas apds a injecdo
intraplantar de cinamaldeido (30 nmol/pata) em camundongos.
Cada barra representa a média de 6 animais = E.P.M. Os dados sdo
expressos como a razdo entre as formas fosforiladas e total da JNK.
Analises estatisticas foram feitas por ANOVA de uma via, seguida
por teste de Newman- keuls. ***p < 0,001, denota nivel de
significancia em comparagdo com o grupo tratado com veiculo.
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Para estender nossos dados, foi verificado a participagéo
dos receptores TRPA1 centrais na agdo antinociceptiva do (-)-
linalol. Assim, primeiramente foi demonstrado que a injegdo
intratecal de cinamaldeido (1,98, 3,97 ou 7,94 nmol/sitio) induziu
comportamento nociceptivo dependente da dose, caracterizada por
lambida e mordida direcionada para a regido dorso-caudal do
animal (Figura 24A). Além disso, foi demonstrado que o pré-
tratamento dos animais com o antagonista do TRPA1, AP-18 (70
mg/kg i.p., 30 minutos antes,), inibiu significativamente a resposta
nociceptiva induzida pelo cinamaldeido (3,97 nmol/sitio). Por outro
lado, a resposta nociceptiva induzida pela administragdo i.t. de
cinamaldeido foi drasticamente reduzida nos animais TRPA1”
(TRPAL1 KO) (Figura 24 B).

Figura 24. Efeito nociceptivo induzido por diferentes doses de
cinamaldeido injetado intratecalmente em animais selvagens (A). O
efeito do cinamaldeido (3,97 nmol/sitio) foi revertido pelo pré-
tratamento feito 30 minutos antes com o antagonista AP-18 (70
mg/kg, i.p.) e em animais TRPA1™" (TRPA1 KO) (B). Os eixos
verticais representam as respostas nociceptivas observadas em
segundos. Cada coluna representa a média de oito a doze animais +
E.P.M. ** P<0,01 e *** P<0,001, denotam niveis de significAncia
quando comparados com os animais que foram tratados com
veiculo (ANOVA de uma via, seguido pelo teste post-hoc de
Newmann-Keuls).

A Figura 25 demonstra que o (-)-linalol (50, 100 e 200 mg/kg,
v.0.) foi capaz de reduzir de forma significativa e dependente da
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dose, a nocicepgao induzida pela injecdo intratecal de cinamaldeido
(3,97 nmol/sitio), com valor de Dlso de 114,4 (64,8 — 172,3) mg/kg
e inibi¢do de 79 £ 5%. Entretanto, o mesmo tratamento nao foi
capaz de inibir a nocicep¢do induzida pela administracdo intratecal
de capsaicina. Além disso, a andlise feita por Western blotting
mostrou que a administragdo de cinamaldeido ndo foi capaz de
aumentar a fosforilagdo da JNK na medula (Figura 26).

Figura 25. Efeito do (-)-linalol administrado oralmente (50 —
200 mg/kg, 60 min antes) contra a nocicep¢ao induzida pela
inje¢do intratecal de cinamaldeido (A, 3,97 nmol/sitio) ou
capsaicina (B, 100 pmol/sitio) em camundongos. Os eixos
verticais representam as respostas nociceptivas observadas em
segundos para os diferentes tratamentos. Cada coluna
representa a média de seis animais + E.P.M. Valores do
controle (C) indicam os animais tratados com veiculo (10 ml/kg
v.0.) ¢ os asteriscos denotam niveis de significancia *P<0,05 e
*#P<0,01, quando comparados com os valores dos grupos
controles (ANOVA de uma via, seguido pelo teste post-hoc de
Newmann-Keuls).
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Figura 26. Efeito da administragdo intratecal de cinamaldeido (3,97
nmol/sitio) e de (-)-linalol na fosforilagdo da JNK na medula
espinhal de camundongos. Cada barra representa a média de 6
animais + E.P.M. Os dados sdo expressos como a razdo entre as
formas fosforiladas e total da p38MAPK. Anadlises estatisticas
foram feitas por ANOVA de uma via, seguida por teste de
Newman- keuls.

4.6.1 Envolvimento da proteina quinase C (PKC) na
acao antinociceptiva do (-)-linalol: teste do miristato-acetato de
forbol (PMA)

Para avaliar o envolvimento da PKC na agio
antinociceptiva do (-)-linalol, os animais receberam uma inje¢ao
1.pl. de PMA (50 pmol/pata), um ativador direto da proteina quinase
C (PKC) e, foi observado o tempo de lambida e mordida da pata
injetada, indicativo de nocicepg@o. Os resultados apresentados na
figura 27 mostram que a administragdo sistémica de (-)-linalol (25 —
100 mg/kg v.0.) causou uma inibi¢do significativa e dependente da
dose da nocicep¢do, induzida pelo PMA. O valor encontrado para
DI;, foi de 36,1 (23,0 — 56,6) mg/kg e inibigdo de 84 £ 6%.
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Figura 27. Efeito da administragdo oral de (-)-linalol (25 — 100
mg/kg) ou veiculo (10 ml/kg) na nocicep¢do induzida pela injegéo
intraplantar de PMA (50 pmol/pata) em camundongos. O eixo
vertical representa a resposta nociceptiva observada em segundos
para os diferentes tratamentos. Cada coluna representa a média de
seis a dez animais = E.P.M. Os asteriscos denotam niveis de
significancia * p< 0,05; **p<0,01 e ***p<0,001, quando
comparados com os valores dos grupos controles (C, tratados com
veiculo) (ANOVA de uma via seguido pelo teste post-hoc de
Newmann-Keuls).

4.7 Avaliacdo do envolvimento do TRPA1 na nocicepcio
induzida pelo glutamato

Com base nos resultados apresentados anteriormente em
que o (-)-linalol inibe a nocicepcao induzida pelo glutamato, através
da inibigdo de receptores ionotropicos, ¢ também, a nocicepgdo
induzida por cinamaldeido, tornou-se importante fazer uma analise
do envolvimento dos canais TRPA1 na nocicepcdo induzida pelo
glutamato. A Figura 28 mostra que a administragdo intraplantar de
glutamato (20 umol/pata) causou resposta nociceptiva em animais
com delegdo génica para o receptor TRPA1” (TRPA1 KO), de
maneira equivalente a nocicep¢do observada em camundongos
selvagens (WT) e em animais C57/BI6J puros. Além disso, pode-se
observar na Figura 28 que o (-)-linalol (10 — 100 mg/kg v.o.) foi
capaz de reduzir de maneira significativa, porém nao dependente da
dose, a nocicepgdo induzida pelo glutamato nos animais TRPA17,
com inibic¢do de 84 + 11%.
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Figura 28. Efeito da administracdo de (-)-linalol (10 — 100 mg/kg,
v.0. 60 min antes) ou veiculo (10 ml/kg v.o., 60 min antes) na
nocicep¢do induzida pela inje¢do intraplantar de glutamato (20
pmol/pata) em animais com dele¢@o génica para o receptor TRPA1
(TRPA1 KO). O eixo vertical representa a resposta nociceptiva
(segundos) para os camundongos C57/BI6J, selvagens (WT) e
TRPA1” submetidos aos diferentes tratamentos. Cada coluna
representa a média de sete animais + E.P.M. Os asteriscos denotam
niveis de significancia **p<0,01 e ***p<0,001, quando comparados
com os valores dos grupos controles (animais TRPA1 KO tratados
com veiculo) (ANOVA de uma via seguida pelo teste post-hoc de
Newmann-Keuls).

4.8 Avaliacio do envolvimento dos receptores NMDA na
nocicep¢ao induzida pelo cinamaldeido

Para avaliar uma possivel participacdo dos receptores
glutamatérgicos, mais especificamente dos receptores NMDA, na
nocicep¢do induzida por cinamaldeido, os animais foram co-
injetados com antagonistas de receptores NMDA (MK801 e AP-5)
e cinamaldeido (10 nmol/pata). Assim, pode-se observar na Figura
29 que a co-inje¢do do antagonista competitivo de receptores
NMDA, AP-5 (10 — 1000 nmol/pata) com cinamaldeido, ndo foi
capaz de reduzir de forma significativa a resposta nociceptiva
induzida pela injegdo intraplantar de cinamaldeido. Porém, a co-
injecdo do antagonista ndo-competitivo de receptores NMDA,
MKS01 (0,1 — 1,0 nmol/pata) com cinamaldeido, inibiu de maneira
significativa e dependente da dose, a nocicep¢do induzida pelo
cinamaldeido (10 nmol/pata), com DIsy de 0,33 (0,28 — 0,41)
ng/pata e inibicao de 68 + 6% (Figura 29 A e B).

O préximo passo foi, entdo, examinar um possivel efeito
sinérgico entre 0 MK801 com o (-)-linalol na nocicepgéo induzida
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pelo cinamaldeido. Para isto, foi realizada a co-administragdo de
dose subefetiva de (-)-linalol (10 ng/pata) juntamente com uma
dose sub-efetiva de MKS801 (0,1 nmol/pata) e o efeito deste
tratamento foi analisado na nocicep¢ao induzida pelo cinamaldeido
(10 nmol/pata). A Figura 29C mostra que o MK801 (0,1 nmol/pata)
co-injetado com (-)-linalol (10 ng/pata), 5 minutos antes da
administragdo de cinamaldeido (10 nmol/pata), promoveu uma
reducdo significativa da nocicep¢do causada pelo cinamaldeido,
sendo que o MK801 e (-)-linalol isoladamente, ndo apresentaram o
mesmo efeito, sugerindo, portanto, um importante efeito sinérgico
entre 0 MK801 e (-)-linalol.
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Figura 29. Efeito da administragdo intraplantar de AP-5 (10 — 1000

nmol/pata) (A), MK801 (0,1 — 1 ng/pata) (B) ou da co-

administracdo de (-)-linalol (10 ng/pata) e MK801 (0,1 nmol/pata)

(C) na nocicepcdo induzida pela inje¢do intraplantar de

cinamaldeido (10 nmol/pata). Os eixos verticais representam a
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resposta nociceptiva (segundos) para dos diferentes tratamentos.
Cada coluna representa a média de seis a dez animais = E.P.M. Os
asteriscos denotam niveis de significancia **P<0,01 e ***P<0,001,
quando comparados com os valores dos grupos controles (animais
tratados com veiculo) (ANOVA de uma via, seguido pelo teste
post-hoc de Newmann-Keuls).

4.9 Anidlise da participacio dos receptores de potencial
transitorio (TRPs): estudos in vitro

Para aprofundar o entendimento do efeito do (-)-linalol
sobre receptores TRPs, foi utilizada a técnica de medidas da
concentracdo de calcio intracelular ([Caﬂ]i) em cultura de células
CHO transfectadas com TRPA1 ou TRPVI1 e, também, cultura
primaria de neurdnios do ganglio da raiz dorsal de camundongos.

A Figura 30 mostra que a adi¢do de (-)-linalol (50 — 500
uM) ao meio inibiu, de maneira significativa e dependente da
concentra¢do, o aumento da [Ca']; induzido pelo alil isotiocinato
(AITC, agonista TRPAI) em células CHO transfectadas com
TRPAI. Entretanto, apenas a maior concentrac¢do utilizada de (-)-
linalol (500 puM) foi capaz de inibir o aumento da [Ca™]; induzido
pelo capsaicina (agonista TRPV1) em células CHO transfectadas
com TRPV1 (Figura 31).

Figura 30. Razoes de fluorescéncias obtidas na presenga de (-)-

linalol (50, 100, 250 e 500 uM) e veiculo em cultura de células

CHO transfectadas com TRPA1 ativadas com alilisotiocianato,

AITC (50 uM) (n = 196) (A). Representagdo grafica do efeito do (-

)-linalol (LL 50, 100, 250 e 500 pM) e veiculo no aumento da

concentracdo de calcio intracelular em cultura de células CHO
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transfectadas com TRPA1, ativadas com AITC (50 puM). Cada linha
horizontal mostra a [Ca™]; obtida através do tempo para as
diferentes substancias utilizadas e a linha vertical sdo as razdes de
fluorescéncia de células marcadas com FURA-2 (B).

Figura 31. Razoes de fluorescéncias obtidas na presenca de (-)-
linalol (50, 100, 250 ¢ 500 uM) e veiculo no aumento da [Ca+2]i em
cultura de células CHO transfectadas com TRPV1 ativadas com
capsaicina (1 pM) (n =314) (A). Representacdo grafica do efeito do
(-)-linalol (LL, 50, 100, 250 e 500 uM) e veiculo no aumento da
concentracdo de calcio intracelular em cultura de células CHO
transfectadas com TRPV1 ativadas com capsaicina (1 pM). Cada
linha horizontal mostra a [Caﬂ]i obtida através do tempo para as
diferentes substancias utilizadas e a linha vertical sdo as razdes de
fluorescéncia de células marcadas com FURA-2 (B).

A partir destes resultados, tornou-se necessario avaliar o
efeito do (-)-linalol em um sistema de maior complexidade. Sendo
assim, foi avaliado o efeito da adi¢do de (-)-linalol (500 uM) em
cultura de neurénios do ganglio da raiz dorsal (GRD) de
camundongos. A tabela 1 mostra o nimero de neurénios do GRD
de camundongos responsivos ou ndo aos agonistas TRPs:
capsaicina (agonista TRPV1, 1uM), alil isotiocianato (agonista
TRPAI, AITC, 100pM) ou mentol (agonista TRPMS, 100uM). A
presenga de 500 uM de (-)-linalol foi capaz de ativar neurdnios
sensiveis aos agonistas TRPs e também neurdnios ndo-responsivos
aos agonistas TRPs. Porém, a quantidade de neurénios sensiveis ao
(-)-linalol foi de apenas 4,3%. Destes, 17,4% responderam a
capsaicina, 39,1% responderam a capsaicina e ao AITC, 17,4%
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responderam ao mentol e 26,1% ndo responderam aos agonistas
TRPs.

Tabela 1. Responsividade de neurdnios do ganglio da raiz
dorsal estimulados com (-)-linalol e agonistas TRPs

LL- LL- Total
sensiveis |insensiveis |[Neuronios
23 (4,3%) |507 (95,7%) }530
CAP sensiveis |4 154 158 (29,8%)
AITC/CAP [9 86 95 (17,9%)
sensiveis
Mentol 4 21 25 (4,7%)
sensiveis
Nio- 6 246 252 (47,5%)
responsivos
aos agonistas|
TRPs

Populacdes neuronais dos ganglios da raiz dorsal sensiveis ao (-)-
linalol (500 uM), capsaicina (CAP, 1 uM), alil isotiocianato (AITC,
100puM) ou mentol (100 uM).

A Figura 32 mostra que em cultura de neurénios do GRD
de camundongos, o (-)-linalol (50,100 e 250 uM), MKS801 (100
uM) e veiculo ndo causaram um aumento na [Ca'];. Por outro lado,
o (-)-linalol, nas concentragdes de 100 e 250 uM, e ndo de 50 uM,
foi capaz de reduzir o aumento da [Ca+2]i induzida pelo alil
isotiocianato (AITC, 100 pM). Além disso, pode-se observar
também que o MKS801 (100 uM) ndo foi capaz de reduzir o
aumento da [Ca+2]i induzida pelo alil isotiocianato.

Figura 32. Razodes de fluorescéncias obtidas na presenca de (-)-
linalol (50, 100 e 250 uM), veiculo ou MKS801 (100 pM) no
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aumento da [Ca™]; em cultura de neurénios do ganglio da raiz
dorsal de camundongos ativadas com alil isotiocianato, AITC (100
uM) (n = 248) (A). Representacdo grafica do efeito do (-)-linalol
(LL, 50, 100 e 250 puM), MK801 (100 uM) e veiculo no aumento da
concentracdo de calcio intracelular em cultura de neurénios do
ganglio da raiz dorsal de camundongos (DRG), ativadas com AITC
(100 pM). Cada linha horizontal mostra a [Ca™]; obtida através do
tempo para as diferentes substancias utilizadas e a linha vertical s&o
as razdes de fluorescéncia de células marcadas com FURA-2. Como
controle do experimento, as células foram ativadas com KCl 50mM
no final de cada ensaio.

4.10 Envolvimento do sistema glutamatérgico na acio
antinociceptiva do (-)-linalol: estudos in vitro

Para compreender melhor o efeito do (-)-linalol a nivel
medular, cultura de neurdnios do corno dorsal da medula espinhal
de camundongos com a idade de 5 — 7 dias foram ativados com
glutamato (100 uM + 10 pM de glicina). Assim, a Figura 33
demonstra que a ativagdo de neurdnios do corno dorsal da medula
espinhal pelo glutamato se da, provavelmente, pela ativagdo direta
de todos os tipos de receptores glutamatérgicos ionotrdpicos e
metabotrdpicos, pois ndo foi utilizado nenhum agonista especifico
para os receptores glutamatérgicos neste experimento; além disso, o
meio utilizado foi livie de Mg®". No entanto, pode-se observar
também na Figura 34 que o (-)-linalol na concentracao de 500 uM,
mas ndo na concentragdo de 100 uM, foi capaz de reduzir o
aumento da [Ca"™]; induzida pelo glutamato.
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Figura 33. Representacdo grafica do efeito do glutamato (100 uM)
no aumento da concentragdo de calcio intracelular em cultura de
neurdnios do corno dorsal da medula espinhal. Cada linha
horizontal mostra a [Ca™]; de cada neurdnio obtidas através do
tempo e a linha vertical sdo as razdes de fluorescéncia de células
marcadas com FURA-2.

Figura 34. Razoes de fluorescéncias obtidas na presenga de (-)-
linalol (100 e 500 pM) ou veiculo no aumento da [Caﬁ]i em cultura
de neurdnios do corno dorsal da medula espinhal ativadas com
glutamato (100 uM) (n = 359) (A). Em B, representagdo grafica do
efeito do (-)-linalol e do veiculo na [Ca™];. Cada linha horizontal
mostra a [Ca™]; obtida através do tempo para as diferentes
substancias utilizadas e a linha vertical sfo as razdes de
fluorescéncia de células marcadas com FURA-2. Como controle do
experimento, as células foram ativadas com KC1 50mM no final de
cada ensaio.
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4.11 Atividade antinociceptiva do (-)-linalol em modelos de
nocicep¢ao inflamatodria persistente e neuropatica.

Muitos processos inflamatdrios cronicos e neuropatias sao
desordens clinicas, as quais afetam pacientes promovendo estados
de dor cronica, permanecem sem uma terapia realmente eficiente.
Para avaliar o efeito do (-)-linalol na nocicep¢do inflamatoria
persistente, foi utilizado um modelo que consiste de uma reagéo
imunologica através da injegdo intraplantar de CFA na pata traseira
direita. A injecdo intraplantar de CFA nos camundongos induziu
uma profunda hipersensibilidade mecanica e térmica (frio), bem
como um aumento no volume da pata. Os animais tratados
intraperitonealmente com (-)-linalol (50 ¢ 200 mg/kg) 30 minutos
antes do teste, exibiram uma reducdo da hipersensibilidade
mecanica induzida pelo CFA. Este efeito iniciou 30 minutos apds a
administragdo de (-)-linalol e foi mantido por 10 horas (Figura
35A). O efeito mais pronunciado foi observado 30 minutos ap6s sua
administragdo, quando o (-)-linalol (200 mg/kg, i.p.) inibiu 92 + 8%
da hipernocicep¢do mecanica induzida pelo CFA. O tratamento
prolongado com a administracdo diaria de (-)-linalol (50 mg/kg,
i.p.), duas vezes ao dia, por 5 dias consecutivos, reduziu
significativamente a hipernocicep¢do mecénica induzida pelo CFA,
com inibicdo méaxima de 71 £ 6% no terceiro dia (Figura 35B).
Quando o tratamento foi interrompido por trés dias, a
hipernocicepcdo mecéanica foi restabelecida. No nono dia, o
tratamento foi reiniciado e foi observado que (-)-linalol mais uma
vez foi capaz de reduzir a hipernocicep¢do mecanica, excluindo a
possibilidade do desenvolvimento de tolerancia (Figura 35 B).
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Figura 35. Efeitos da administracdo aguda (A) e cronica (B) de (-)-
linalol (50 e 200 mg/kg i.p.) na hipersensibilidade mecanica em
camundongos 24 horas apdés a injecdo de CFA. Cada ponto
representa a média + E.P.M. de 50% do limiar de retirada da pata
(em gramas) para o estimulo tatil da pata traseira ipsilateral antes da
injecdo de CFA (por exemplo basal, B) ou em diferentes periodos
(n =6 — 10 camundongos por grupo). *p < 0,05, ** p < 0,01 e ***p
< 0,001 denotam niveis de significancia em compara¢do aos
camundogos tratados com CFA (Kruskal-Wallis seguindo por
Mann-Whitney U-test).

Os resultados apresentados na figura 36 mostram que a
administragdo de (-)-linalol (50 e 200 mg/kg i.p.) reduziu a
hipersensibilidade ao frio, induzida pela inje¢do intraplantar de
CFA. As inibi¢des maximas foram observadas de 30 minutos até 4
horas ap6s a administracdo de (-)-linalol, sendo a inibigdo maxima
de 97 £ 2%, na segunda hora para as duas doses testadas.

A inje¢@o de CFA causou um aumento no volume da pata
24 horas, apds sua administracdo. Este efeito foi significativamente
revertido 4 horas apds a administra¢do intraperitoneal de (-)-linalol,
com redugdes do volume da pata de 66 £ 11% para a dose de 200
mg/kg e 43 + 9% para a dose de 50 mg/kg (Figura 37).
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Figura 36. Decurso temporal do efeito da administragcdo aguda de
(-)-linalol (50 e 200 mg/kg, i.p.) na hipersensibilidade ao estimulo
ndo — nocivo frio (acetona) em camundongos, 24 horas apods a
inje¢do de CFA. Cada ponto representa a média + E.P.M. das
respostas nociceptivas (em segundos) evocados pela aplicagdo de
20 pl de acetona na pata ipsilateral (basal, B) ou em diferentes
eriodos (n = &8 camundongos por grupo). Sendo que o

representa o grupo controle (injetado com salina

na pata); o representa os aniamais tratados com
veiculo e CFA; o representa o grupo tratado com
(-)-linalol 50 mg/kg e CFA ¢ o o grupo tratado

com (-)-linalol 200 mg/kg e CFA.*P < 0,05, ** P < 0,01 e *** P <
0,001 denotam niveis de significincia em comparagdo aos
camundogos tratados com CFA e veiculo (Kruskal-Wallis seguido
por Mann-Whitney U-test ).
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Figura 37. Decurso temporal do efeito da administragdo aguda de
(-)-linalol (50 e 200 mg/kg, i.p.) no edema de pata induzido pela
injecdo intraplantar de CFA em camundongos. Cada ponto
representa a média + E.P.M. do volume da pata (em pL) antes da
inje¢do de CFA (basal, B) ou ao longo do tempo 24 apos a injecdo
de CFA (n de 8 camundongos por grupo). Sendo que o

representa o grupo controle (injetado com salina

na pata); o representa os animais tratados com

veiculo e CFA; o representa o grupo tratado com
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(-)-linalol 50 mg/kg e CFA ¢ o o grupo tratado
com (-)-linalol 200 mg/kg e CFA. ** P < 0,01 e ***P < 0,001
denotam niveis de significancia em comparacdo aos camundongos
tratados com CFA e veiculo(Kruskal-Wallis seguido por Mann-
Whitney U-test).

Para avaliar a participacdo dos receptores TRPA1 na acdo
antinociceptiva do (-)-linalol em modelo de dor inflamatoria
cronica, foram utilizados animais com dele¢do génica para os
receptores TRPA1 (TRPA1”™ ou TRPAI KO). A injecdo ipl. de
CFA (20 pL) induziu hipersensibilidade aos monofilamentos de
Von Frey 24 horas apds a injecdo em animais geneticamente
modificados e animais selvagens. O tratamento agudo feito com o (-
)-linalol (50 mg/kg, i.p.) em camundongos TRPA1"" ndo foi capaz
de reduzir a hipernocicep¢do mecanica induzida pelo CFA. Em
animais selvagens (WT), a injecdo intraplantar de CFA aumentou a
sensibilidade mecanica aos monofilamentos de Von Frey, a qual foi
reduzida pela administragdo de (-)-linalol (50 mg/kg, i.p.), sendo
que a inibig@o ocorreu na quarta hora ap6s o tratamento (Figura 38).
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Figura 38. Decurso temporal do efeito da administragdo aguda de
(-)-linalol (50 mg/kg, i.p.) na hipersensibilidade ao estimulo
mecanico em camundongos selvagens (WT) ou com dele¢do génica
para o receptor TRPA1 (TRPA1 KO) 24 horas apos a injecdo de
CFA. Cada ponto representa a média + E.P.M. de 50% do limiar de
retirada da pata (em gramas) para o estimulo tatil da pata traseira
ipsilateral antes da injecdo de CFA (por exemplo basal, B) ou nos
tempos subsequentes indicados de seis a nove camundongos por

grupo. Sendo que o

selvagens tratados com veiculo (controle);

representa 0s animais

respresentam os animais selvagens tratados com (-)-linalol 50

mg/kg; o

representa o grupo TRPA1 KO controle

eo o grupo de animais TRPA1 KO tratado com
(-)-linalol 50 mg/kg. *** P < 0,001 denota nivel de significancia em
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comparacdo aos camundogos tratados com veiculo (controle)
(Kruskal-Wallis teste seguindo por Mann-Whitney U-test).

Foi investigado, também, o efeito do (-)-linalol no modelo
de neuropatia induzido pela ligacdo parcial do nervo cidtico. Como
ilustrado na figura 39, a ligacdo parcial do nervo cidtico causou um
acentuado desenvolvimento da hipernocicep¢do mecanica na pata
traseira ipsilateral, 7 dias apds o procedimento. O tratamento agudo
com (-)-linalol (50 e 200 mg/kg, i.p.) significativamente reduziu as
respostas de retirada da pata (73 £ 17% e 59 = 11%,
respectivamente), sendo este efeito mantido por 6 horas apds o
tratamento com a dose de 50 mg/kg (Figura 39 A).

O tratamento diario com (-)-linalol (50 mg/kg, i.p.), duas
vezes ao dia, por 5 dias consecutivos, diminuiu significativamente a
hipersensibilidade mecanica nos camundongos neuropaticos (Figura
39 B). Apds a suspensdo do tratamento, o efeito anti-
hipernociceptivo do (-)-linalol ndo foi observado. Quando o
tratamento foi restabelecido no nono dia, a administragdo de (-)-
linalol produziu o mesmo efeito anti-hipernociceptivo (94 £ 6 % de
inibi¢do, (-)-linalol 50 mg/kg i.p.), mostrando que (-)-linalol ndo
induziu tolerdncia neste modelo (Figura 39 B). Além disso, a
administragdo de (-)-linalol (50 mg/kg, i.p.) diminuiu o tempo em
que o animal permaneceu com a pata levantada, no teste da placa
fria (Figura 40 A); porém, ndo alterou a laténcia de retirada da pata
(Figura 40 B).
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Figura 39. Efeitos da administracdo aguda (A) e cronica (B) de (-)-
linalol (50 e 200 mg/kg, i.p.) na hipernocicep¢do mecénica em
camundongos, sete dias apos a ligacdo parcial do nervo ciatico.
Cada ponto representa a média £ E.P.M. de 50% do limiar de
retirada da pata (em gramas) para o estimulo tatil da pata traseira
ipsilateral, antes da inje¢do de CFA (por exemplo basal, B) ou em
diferentes periodos (n de 6 — 10 camundongos por grupo). ** p <
0,01 e ***p < 0,001, denotam niveis de significancia em
comparacdo aos camundogos tratados com veiculo (LPNC)
(Kruskal-Wallis seguido por Mann-Whitney U-teste).

Figura 40. Efeito da administragdo intraperitonetal de (-)-linalol
(50 mg/kg i.p.) no tempo em que o animal permaneceu com a pata
levantada (A) e na laténcia de retirada da pata (B), induzidos por
estimulo frio 5.0 £ 2°C em camundongos, 7 dias apds a ligacdo
parcial do nervo cidtico. Cada barra representa a média + EPM de 5
animais por grupo e as linhas verticais, o tempo em que o animal
permaneceu com a pata levantada ou o tempo de laténcia da retirada
da pata sobre a placa fria. **p<0,01 denota o nivel de siginificancia
em relagdo ao grupo tratado com veiculo (controle) (ANOVA de
uma via, seguida pelo teste post-hoc de Newmann — Keuls).
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5. Discussao

Ao longo dos tempos, os produtos naturais,
principalmente os derivados de plantas, vém se constituido
numa importante fonte de agentes terapéuticos. E digno de
nota que a medicina tradicional chinesa utiliza-se de muitas
espécies de plantas aromaticas para aliviar sintomas e curar
doengas tanto agudas quanto cronicas. Neste sentido,
trabalhos descritos na literatura sugerem que o (-)-linalol,
um monoterpeno encontrado em plantas aromaticas, com
estrutura quimica relacionada ao mentol, possui
propriedades antinociceptivas e antiinflamatorias (Peana et
al., 2002 e 2003). Além disso, estes estudos demonstram
que o (-)-linalol produz antinocicep¢do através do
envolvimento de diferentes receptores e sistemas, assim,
tétm sido sugeridos que o0s receptores opioides,
dopaminérgico D2, adenosinérgicos Al e A2A, sistema
glutamatérgico e receptores muscarinicos estdo envolvidos
no efeito antinociceptivo do (-)-linalol (Peana et al., 2003,
2004 e 20006).

Interessantemente, extratos de plantas que contém
75% de (-)-linalol sdo relatados causarem sensagdes de
acidez e ardéncia na cavidade oral (Riera et al. 2009),
podendo este efeito ser atribuido a estimulagdo de
receptores TRPs. Neste sentido, foi demonstrado que o (-)-
linalol atua como um agonista fraco de receptores TRPMS
(Behrendt et al., 2004), bem como estimula receptores
TRPAT1 (Riera et al., 2009).

Com respeito ao sistema glutamatérgico foi
demonstrado que o (-)-linalol inibe de maneira competitiva,
a ligacdo especifica (binding) de L-[’H]-glutamato e
produz inibi¢ao, dependente da concentragdo, do binding
de [3 H]-MK801 em membranas de cortex de camundongos
(Elisabestsky et al., 1995).

Assim, neste estudo procurou-se, de uma maneira
geral, através de experimentos comportamentais,
bioquimicos e celulares, confirmar e estender os dados
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descritos na literatura, que demonstram que o (-)-linalol

possui agdo antinociceptiva. Além disso, foi analisada a

participacdo do sistema glutamatérgico e dos receptores

TRPA1 no mecanismo de acdo antinociceptivo deste

composto, como mostrado na figura 41.

No presente estudo, inicialmente, foi verificado através de
uma avaliagdo comportamental se existia diferenca na resposta
nociceptiva entre duas linhagens distintas de camundongos:
C57/Bl6 ¢ Swiss. Os nossos dados mostraram que ndo existe
diferenca na  resposta  nociceptiva, caracterizada  pelo
comportamento de lambida e mordida da pata injetada com os
agentes algogénicos, glutamato e cinamaldeido, entre as duas
linhagens estudadas. Portanto, estes resultados permitem sugerir
que, apesar de existir diferenga genética entre as duas linhagens de
animais utilizados, as respostas nociceptivas avaliadas neles
parecem ser semelhantes.

Estudos realizados tanto em humanos (Nordlind et al.,
1993, Warneche et al.,, 1997, Gazerani et al., 2006) quanto em
animais de laboratorio (Davidson et al., 1997, Cairns et al., 1998,
Davidson e Carlton, 1998) tém demonstrado que aminoacidos
excitatorios, em especial o glutamato, contribuem para o
desenvolvimento e¢/ou manutengdo da dor. Além disso, esta bem
estabelecido que o glutamato participa da transmissdo dos sinais
nociceptivos do sistema nervoso periférico para o corno dorsal da
medula espinhal. De fato, Carlton e colaboradores (1995)
demonstraram que a injecdo intraplantar de L-glutamato induz
hiperalgesia em ratos e adicionalmente, a inje¢do i.pl. de agonistas
especificos de receptores ionotropicos (NMDA, AMPA e cainato) e
metabotropicos (DHPG) glutamatérgicos, promovem aumento na
sensibilidade mecénica e térmica, passivel de ser bloqueada pelos
seus respectivos antagonistas (Bhave et al., 2001, Zhou et al.,
2001). Além disso, outros estudos tém demonstrado que receptores
de aminoacidos excitatorios, como o NMDA, estdo envolvidos na
transmissdo nociceptiva, auxiliando tanto no desenvolvimento
quanto na manuten¢do do estado doloroso (Ferreira et al., 1999;
Larsson, 2009). Neste sentido, estda bem estabelecido que
substincias capazes de bloquear receptores glutamatérgicos
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apresentam efeitos analgésicos e antinociceptivos em varias
espécies de mamiferos, incluindo humanos (Chizh, 2002; Lufty et
al., 1997, Neugebauer, 2002; Santos et al., 2005, Wiech et al.,
2004).

Assim, estudos utilizando-se de antagonistas de receptores
NMDA realizados em humanos, como a quetamina, memantina,
amantadina e dextrometorfano, mostraram que estas substincias
podem produzir efeitos analgésicos, reduzindo a dor cronica de
origem neuropatica (Block e Habermeyer, 2003). Entretanto, o uso
de antagonistas NMDA ¢ problematico devido aos efeitos colaterais
centrais induzidos por estes (Chizh, 2002, Millan, 1999). Por esta
razdo, o estudo de novas drogas que bloqueiam o sistema
glutamatérgico, em especial os receptores NMDA, com efeitos
colaterais reduzidos, torna-se necessario.

Neste sentido, existem descritos na literatura varios
modelos animais de nocicep¢do que abordam o envolvimento do
sistema glutamatérgico (Carlton et al., 1995; Bhave et al., 2001;
Davidson et al., 1997) e que prestam para o estudo de novas
substdncias com potencial efeito analgésico (antinociceptivo).
Assim, destaca-se o estudo realizado por Beirith e colaboradores
(2002), que demonstrou que a injecdo intraplantar de glutamato ¢é
capaz de induzir uma resposta nociceptiva em camundongos. Além
disso, os autores demonstraram que a nocicep¢do causada pelo
glutamato parece envolver sitios de acdo periférica, espinhal e
supraespinhal, sendo amplamente mediada tanto por receptores
NMDA quanto ndo-NMDA.

Os resultados apresentados neste estudo claramente
demonstram que o (-)-linalol produziu inibigdo significativa da
resposta nociceptiva causada pelo glutamato injetado via
intraplantar, na pata posterior direita de camundongos. E importante
salientar que a nocicepg¢do causada pelo glutamato foi inibida pela
administragdo sist€émica (via oral e intraperitoneal), central (via
intratecal) e periférica (intraplantar) de (-)-linalol. Outro aspecto
importante observado no presente estudo foi que o (-)-linalol foi
quatro vezes mais potente em inibir a nocicep¢do induzida pelo
glutamato quando administrado pela via oral, se comparado com a
via intraperitoneal. Este aspecto ¢ interessante, tendo em vista, que
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a maioria dos medicamentos clinicamente tuteis no controle da dor
sdo utilizados pela via oral. No entanto, até o presente momento,
ndo se tem uma explicagdo para este potente efeito do linalol
administrado pela via oral, porém, sugere-se que este efeito seja por
fatores farmacocinéticos, pois, dados da literatura mostram que o (-
)-linalol ~ administrado  oralmente  sofre  processos  de
biotransformacdo produzindo metabdlitos tais como 8-hidroxi-
linalol e 8-carboxi-linalol (Chadha e Madyastha, 1984). Entretando,
estudos adicionais utilizando estes metabodlitos sdo necessarios para
confirmar se os mesmos produzem efeito antinociceptivo per se ou
se sdo aditivos ao apresentado pelo (-)-linalol.

Como descrito anteriormente, o glutamato produz
nocicepgdo por atuar em receptores distintos, sendo estes divididos
em duas classes principais; os receptores ionotropicos €
metabotropicos. Os receptores ionotropicos sdo canais i0nicos
permeaveis a cations e, sdo subdivididos em trés grupos: NMDA,
AMPA e cainato (Nakanishi et al., 1992; Ozawa et al., 1998). J4, os
receptores metrabotropicos sdo acoplados a proteina de ligacdo ao
GTP, conhecida como proteina G e modulam a ativagdo de
segundos mensageiros, principalmente o 1,4,5 fosfato inositol (IP3)
e o diacilglicerol (DAG), ou alteram a atividade de canais i6nicos
(Hudspith, 1997; Osawa et a., 1998).

Neste estudo, procurou-se também analisar através de uma
abordagem farmacologica, qual dos subtipos de receptores
glutamatérgicos que estaria envolvido no efeito antinociceptivo do
(-)-linalol. Para isto, os animais foram pré-tratados com o (-)-linalol
(200 mg/kg, i.p.), seguido por uma inje¢do intratecal de diferentes
agonistas de receptores glutamatérgicos ionotropicos (NMDA,
AMPA e cainato) e metrabotropico (trans-ACPD). Assim, pode-se
observar que o (-)-linalol foi capaz de reduzir significativamente as
respostas nociceptivas induzidas pela administragdo intratecal dos
agonistas de receptores ionotropicos glutamatérgicos, sendo mais
eficaz contra a resposta causada pelo NMDA; porém, ndo foi capaz
de inibir a nocicep¢do induzida pela injecdo intratecal do agonista
de receptores metabotropicos glutamatérgicos, o trans-ACPD.
Neste sentido, a falta de efeito do (-)-linalol contra a injegdo
intratecal do  agonista de  receptores  metabotrdpicos
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glutamatérgicos, trans-ACPD, na dose que reduz substancialmente
o comportamento nociceptivo causado por agonistas iondtropicos,
parece excluir a possivel contribui¢do do mecanismo operado pelo
mGluRs na sua resposta antinociceptiva. Portanto, sugere-se que o
(-)-linalol possui uma agdo antinociceptiva por agir em receptores
glutamatérgicos do tipo ionotrépico (Figura 41). Além disso, é
importante mencionar que dados descritos na literatura mostram
que o (-)-linalol (200 mg/kg), administrado pela via subcutanea, foi
capaz de reduz a hiperalgesia térmica induzida pela injegdo
intraplantar de glutamato em ratos (Peana et al., 2004). Assim, estes
resultados corroboram com os encontrados no presente estudo e
confirmam um envolvimento do sistema glutamatérgico na agdo
antinociceptiva do linalol.

E importante mencionar que Elisabestky e colaboradores,
em 1995, demonstraram que o (-)-linalol reduziu o binding do L-
[*H]-glutatmato, de maneira competitiva, em seus sitios de ligacdo,
bem como, apresentou reducdo de maneira ndo-competitiva do
binding do [3H]—MK801 em membranas de cortex de camundongos.
Além disso, o (-)-linalol foi eficaz em reduzir in vivo as convulsdes
induzidas pelo NMDA e acido quinolinico em camundongos (Silva
Brum et al., 2001a,b).

Dados da literatura mostram que compostos que exercem
um efeito sobre receptores glutamatérgicos produzem significativos
distrbios na atividade locomotora (Parsons, 2001; Pietraszek et al.,
2007; Takahashi e Afford, 2002). Neste sentido, Coderre ¢ Van
Empel (1994) demonstraram que o antagonista de receptores
NMDA, MK801, produz efeitos indesejaveis como distiirbios de
coordenagdo motora. Assim, ao contrario do observado para o
MKS801, o (-)-linalol, mesmo quando administrado em altas doses,
produziu antinocicep¢do de forma significativa sem alterar a
atividade motora do animal avaliada no Rota-Rod, excluindo a
influéncia de um possivel efeito inespecifico como sedagdo ou
disfun¢do motora, na acdo antinociceptiva do linalol.

Neste trabalho, procurou-se também confirmar a interagdo
do linalol com o sistema glutamatérgico, através de ensaios in vitro,
utilizando culturas primérias de neurdnios do corno dorsal da
medula espinhal de camundongos. De fato, dados da literatura
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demonstram que fibras aferentes primarias que convertem as
informag¢des sensoriais, incluindo as nociceptivas, de oOrgdos
periféricos para o corno dorsal da medula espinhal, usam glutamato
como o transmissor primario (Todd et al., 2003; Broman, 1994).
Além disso, a maioria dos interneurénios excitatorios dentro do
corno dorsal sdo glutamatérgicos (Todd et al., 2003). Portanto,
neste trabalho foi observado que realmente o glutamato ¢ capaz de
induzir um aumento na [Ca2+]i em neurdnios do corno dorsal da
medula espinhal, sendo este aumento inibido pela presenca de 500
uM de (-)-linalol. Sugere-se que a administragdo de glutamato em
cultura de neurdnios do corno dorsal da medula espinhal cause uma
ativagdo de receptores glutamatéricos tanto ionotropicos como
metabotropicos; portanto, através destes dados, ndo podemos dizer
qual receptor glutamatérgico especifico o (-)-linalol estaria
interagindo, apenas que o (-)-linalol bloqueia a resposta induzida
pelo glutamato. Porém, dados obtidos no presente estudo, em
conjunto com os dados da literatura, mostraram que o (-)-linalol
interage com os receptores glutamatérgicos ionotrdpicos; portanto,
sugere-se que a inibi¢do causada pelo (-)-linalol no aumento da
[Ca™]; induzida pelo glutamato em cultura de células neuronais se
deve a sua interacdo com o0s receptores glutamatérgicos
ionotropicos.

Varios estudos demonstram que a substancia P desencadeia
liberagdo de glutamato no corno dorsal da medula espinhal através
de sua interacdo com os receptores para neurocinina 1 (NK1). Desta
forma, a SP transmiste o sinal nociceptivo para areas supraespinhais
do sistema nervoso central (Battaglia e Rustoni, 1988; Millan, 1999,
Lima-Junior et al.,, 2007). Neste sentido, Mjellem-Joly e
colaboradores (1992) demonstraram que o comportamento
indicativo de dor, o qual pode ser observado apds a administragado
espinhal de substancia P, é potencializada pela co-administracao de
NMDA. Foi demonstrado também que os receptores NMDA,
localizados nos terminais pré-sinapticos de fibras sensoriais de
pequeno didmetro, facilitam e prolongam a transmissdo da
mensagem nociceptiva através da liberacdo de substincia P e
glutamato (Liu et al., 1997). Portanto, uma importante ligagdo entre
glutamato e substancia P na transmissdo nociceptiva tem sido bem

80



documentada na literatura (Afrah et al., 2000; Chizh, 2002; Liu et
al., 1997; Marvizon et al., 1997; Rusin et al., 1993).

Visto que a SP possui uma interagdo com o sistema
glutamatérgico, hipotetizou-se que a SP poderia estar envolvida no
efeito antinociceptivo do (-)-linalol. Neste sentido, no presente
estudo demonstramos que o (-)-linalol atenuou a resposta
nociceptiva induzida pela inje¢do intratecal de SP. Corroborando
com tais observagdes, pode-se especular que o (-)-linalol age em
receptores NMDA reduzindo o comportamento nociceptivo
produzido pela SP.

Dados da literatura demonstram que a injecdo intratecal de
citocinas como TNF-a, IL-1B, IL-loo e IFN-y diretamente
sensibilizam neurénios na medula espinhal, promovendo um
comportamento nociceptivo imediato (mordida e lambida dirigidos
a porgao caudal e sacudida das patas posteriores) (Robertson et al.,
1997; Tadano et al., 1999). De fato, Tadano e colaboradores (1999),
demonstaram que a ativagao direta dos receptores glutamatérgicos e
de neurocininas induzem a liberagdo de glutamato e de substancia P
dos terminais nervosos, podendo induzir um comportamento
nociceptivo. Foi demonstado também que a ativagdo de receptores
NMDA modula a expressdo de citocinas pro-inflamatorias, tais
como TNF-o e IL-1-f em modelos de lesdo nervosa periférica
(Kleinschnitz et al., 2004). Portanto, no presente estudo foi
demonstrado que a administragdo de (-)-linalol inibiu a nocicepg¢ao
induzida pela injecdo intratecal de citocinas pro-inflamatorias, 1L-
1B e TNF-a. Neste sentido, suger-se que o (-)-linalol previne a
nocicepgdo induzida pelas citocinas pro-inflamatérias, através da
inibicdo da ativacdo glutamatérgica de neurdnios de projegdo, via
inibi¢do de receptores NMDA.

Recentemente, foi descrito que a ativagdo do sistema
glutamatérgico pode modular positivamente a fun¢do dos receptores
de potencial transitdrio do tipo vaniléide 1 (TRPV1). Por exemplo,
receptores glutamatérgicos do tipo metabotropico do gupo 1
participam do aumento da sensibilidade térmica, através da
modulagdo do canal vaniléide (Hu et al., 2002). Além disso, os
receptores NMDA  periféricos modulam a  atividade
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eletromiografica muscular da mandibula induzida pela inje¢do de
capsaicina na articulagcdo temporomandibular de ratos (Lam et al.,
2005). Foi demonstrado também que a aplicagdo de creme de
capsaicina no dorso da pata de ratos induz aumento nos niveis de
glutamato no espaco subcutidneo, sendo significativamente
diminuido pelo tratamento feito com capsaicina, por 3 dias
consecutivos (Jin et al.,2006). Em 2009, este mesmo autor
demonstrou que a injecdo subcutanea de capsaicina aumenta a
liberagdo de glutamato no espaco subcutineo, sendo inibida pela
administragdo de capsazepina, antagonistas de receptores
glutamatérgicos ionotrépicos (MK801, CNQX e NBQX) e
metabotropicos do grupo 1 (CPCCOEt e MPEP). Estes achados
indicam que os receptores glutamatérgicos periféricos sdo
responsaveis pelas respostas nociceptivas, via ativacdo do receptor
de potencial transitorio vanildide 1 (TRPV1).

Com relacdo aos TRPA1, dados da literatura demonstram
que agonistas seletivos para o receptor TRPA1, alil isotiocianato
(AITC) e cinamaldeido, aumentam a transmissdo sindptica
excitatoria, através do aumento da liberacdo de glutamato em
terminais de fibras nervosas (Kosugi et al., 2007). Mais
recentemente, Wrigley e colaboradores (2009) demonstraram que o
AITC e o cinamaldeido modulam a transmissao glutamatérgica em
subpopulacdes de neurdnios das laminas I e Il do corno dorsal da
medula espinhal.

Neste sentido, Behrendt e colaboradores (2004)
demonstraram que compostos quimicamente relacionados ao
mentol, dentre eles o linalol (6,7 mM), produzem aumento [Ca+2]i
em cultura de células HEK293 transfectadas com TRPMS.
Atualmente, foi demonstrado que linalol (500 uM) induz aumento
na concentragio de [Ca®]; em cultura de neurdnios do génglio da
raiz dorsal (GRD), que responderam ambos a capasaicina (agonista
de receptor TRPV1) e cinamaldeido (agonista de receptor TRPAT)
(Riera et al, 2009). Além disso, evidéncias encontradas na
literatura indicam que varios membros da superfamilia dos canais
TRPs estdo envolvidos na detec¢do dos estimulos nocivos térmicos,
mecanicos e quimicos (para revisao veja Nilius et al., 2008). Neste
sentido, no presente estudo foi analisado o possivel efeito do (-)-
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linalol nas respostas nociceptivas obtidas pela inje¢do intraplantar
de cinamaldeido ou capsaicina.

Durante a década passada, varias pesquisas revelaram que
membros da familia de TRPs detectaram estimulos nocivos e
transduziram estimulos quimicos e fisicos em potencial de agdo nos
nociceptores (Patapoutian e Woolf, 2009). Dentre estes canais, 0s
canais TRPAT1 foram idendificados como receptores de frio nocivo
(~ 17°C) e descritos por estarem expressos nos ganglios da raiz
dorsal, neurdnios trigeminais ¢ em uma subpopulacio de
nocieptores ndo-mielinizados, que também expressam o TRPV1 e
contém substincia P e CGRP, sugerindo um importante papel na
nocicepgdo (Story et al., 2003). Além disso, Kang e colaboradores
(2010) sugeriram que o TRPA1 ¢ um sensor antigo da percepcdo da
dor em humanos, conservado da escala evolutiva de vertebrados e
invertebrados, através de 500 milhdes de anos.

O cinamaldeido ¢ um composto quimico pungente
encontrado no o6leo da canela que ativa TRPAI, através da
modificagdo covalente de aminoacidos reativos induzindo a
sensacdo de dor (Patapoutian et al., 2009). Assim, no presente
estudo foi demonstrado que a administragdo de (-)-linalol, pelas
vias sistémicas, central e periférica, inibiu a nocicep¢ao induzida
pela injecdo intraplantar de cinamaldeido. Foi demonstado também
que a adminstragdo sistémica de (-)-linalol, reduziu a nocicepgdo
induzida pela inje¢do intratecal de cinamaldeido. Neste sentido
pode-se sugerir que o cinamaldeido administrado pela via i.t. ativa
diretamente os terminais centrais dos neurénios do ganglio da raiz
dorsal na medula espinhal, os quais expressam o receptor TRPA1
(Bautista et al., 2006; Story et al., 2003; Kim et al., 2010), levando
a liberagdo de glutamato, e entdo, promovendo a ativagdo de
neurdnios pos-sinapticos do corno dorsal da medula espinhal.
Portanto, considerando que o (-)-linalol é um antagonista de
receptores glutamatérgicos do tipo ionotropico; com estes dados,
pode-se sugerir que este composto bloqueia parte do efeito da
ativagdo do TRPAI. Pois, foi levantada a hipotese de que a ativagdo
de nociceptores periféricos, que expressam o TRPAIL, pelo
cinamaldeido, poderia causar uma libera¢do de glutamato que, por
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sua vez, ativaria receptores glutamatérgicos em terminais
periféricos vizinhos e em proje¢des centrais para a medula espinhal.
Nesse sentido, sugere-se que o (-)-linalol possa estar agindo em
receptores glutamatérgicos ionotrépicos, inibindo, entdo, a
nocicep¢do induzida pelo cinamaldeido através de sua interagdo
com o componente glutamatérgico da sua resposta.

A partir destes resultados, tornou-se importante verificar o
efeito da injecdo intraplantar de glutamato em camudongos com
delegdo génica para o receptor TRPA1. Assim, pode-se obervar
neste trabalho, pela Primeira vez, que o glutamato injetado na pata
de animais TRPA1™ foi capaz de causar nocicep¢do equivalente
aquela observada em animais selvagens. Portanto, sugere-se que a
resposta nociceptiva induzida pelo glutamato parece ser
independente de canais TRPA1. E importante salientar que o (-)-
linalol reduziu de maneira significativa a nocicep¢ao induzida pelo
glutamato em animais TRPA17, sugerindo, entdo, que o efeito
antinociceptivo do (-)-linalol foi independente da presenga de
receptores TRPAT.

No presente estudo demonstrou-se também que o MKS801,
mas ndo o AP-5, reduziu a nocicepg¢do induzida pelo cinamaldeido.
Neste sentido, dose subefetiva de MK801 co-administrada com
dose subefetiva de (-)-linalol causou um efeito inibitdrio sinérgico
na nociep¢ao induzida pelo cinamaldeido. Portanto, pode-se sugerir
que 0 MKS801 e o (-)-linalol possam estar bloqueando os receptores
NMDA reduzindo a resposta nocicpetiva induzida pelo
cinamaldeido. Uma outra hipotese ¢ a de que o (-)-linalol possa
estar agindo em receptores TRPAI1, reduzindo a resposta
nociceptiva.

Sabendo que os receptores TRPAI s@o co-expressos com
receptores TRPV1 em fibras peptidérgicas aferentes de pequeno
diametro (Story et a., 2003), e visto que foi observada uma inibigao
pelo bloqueio de receptores NMDA na resposta nociceptiva
induzida pelo cinamaldeido, parece razodvel sugerir que existe uma
interagdo entre os receptores glutamatérgicos e canais TRPAI,
localizados perifericamente em neurdnios aferentes primarios.
Porém, mais estudos sdo necessarios para investigar esta provavel
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interagdo como, por exemplo, verificar o efeito da co-administragdo
de AP-18 e (-)-linalol bem como, de AP-18 ¢ MKS801.

Atualmente tem sido descrito que o alil isotiocianato
(AITC), induz hipersensibilidade mecanica e térmica em animais,
sendo revertida pelo AP-18 e HC030031, antagonistas TRPA1 (Ro
et al.,, 2009). Dois estudos, independentementes, realizados em
animais com dele¢do génica para os receptores TRPA1, mostraram
que os animais TRPA1” ndo foram capazes de desenvolver
hipernocicep¢do mecanica e térmica, apos a injegdo intraplantar de
AITC e bradicinina (Bandell et al., 2004; Kwan et al., 2006). Neste
sentido, Tsagarelli e colaboradores (2010) mostraram que a injecdo
intradérmica de diferentes doses de cinamaldeido induz
hipersensibilidades térmica e mecénica em animais selvagens, mas
ndo em animais com dele¢do génica para o TRPA1. No presente
estudo, pode-se demonstrar que a injecdo intraplantar de
cinamaldeido em camundongos induziu um aumento na
sensibilidade ao estimulo térmico (calor) de uma maneira
dependente da dose e também da sensibilidade ao estimulo
mecanico através do monofilamento de Von Frey. No entanto, ¢é
importante salientar que o (-)-linalol (100 mg/kg, v.0.) ndo foi
capaz de reduzir de maneira significativa a hipersensibilidade ao
estimulo térmico (calor) induzida pela inje¢do intraplantar de
cinamaldeido. Ao contrario, este mesmo tratamento feito com o (-)-
linalol inibiu completamente a hipersensibilidade mecanica
induzida pelo agonista TRPAI, sendo que este efeito se prolongou
por até seis hora apds a sua administragdo. Estes dados estdo de
acordo com os dados encontrados por Bandell e colaboradores
(2004), que demonstraram que a hipersensibilidade térmica
induzida pelo cinamaldeido parece ser dependente de receptores
TRPVI1. Pois, no presente estudo verificou-se que apenas maior
dose de (-)-linalol (200 mg/kg, v.0.), € ndo a dose de 100 mg/kg
(v.0.), foi capaz de inibir a nocicep¢do induzida pela administragéo
intraplantar de capsaicina. Coletivamente, estes dados sugerem que
o efeito antinociceptivo do (-)-linalol no aumento da sensibilidade
mecanica induzido pelo cinamaldeido se deve, pelo menos em
parte, pela sua interacdo com os receptores TRPAL.
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Dados encontrado na literatura demonstram que o (-)-
linalol é capaz de reduzir a nocicep¢do induzida pela formalina
(Peana et al., 2004). Neste sentido, vale ressaltar que McNamara ¢
colaboradores (2007) demonstraram que a resposta nociceptiva
induzida pela formalina ¢ marcadamente reduzida em animais com
delegdo génica para o TRPAI, e, em animais selvagens, esta
resposta ¢ revertida pelo HC-030031, antagonista TRPA1. Assim,
para aprofundar o entendimento sobre a interagdo do (-)-linalol com
os TRPs, utilizou-se a técnica de medidas da [Ca®']; em cultura
primaria de neurdnios do ganglio da raiz dorsal de camundongos e
cé¢lulas CHO transfectadas com TRPA1 ou TRPV1.

Portanto, no presente estudo foi demonstrado que o (-)-
linalol reduziu, de maneira dependente da concentra¢do, o aumento
da [Ca™]; induzido pelo AITC em cultura de células CHO
transfectadas com TRPA1. Porém, o aumento da [Caﬁ]i induzido
pela capsaicina (1 uM) em células CHO transfectadas com TRPV1
foi revertido apenas com a maior concentragdo utilizada de (-)-
linalol (500 pM). Estes dados estdo de acordo com os restulados
obtidos in vivo no presente estudo, sugerindo entdo que o (-)-linalol
pode estar bloqueando diretamente os canais TRPA1 e também, que
este composto possui uma menor afinidade para os receptores
TRPV1, uma vez que apenas a maior concentragdo utilizada foi
capaz de bloquear a resposta induzida pela ativagdo deste receptor.

A partir destes resultados, buscou-se entender a interacdo
do (-)-linalol sobre os TRPs, dentro de um sistema de maior
complexidade. Assim, neste estudo, foi demonstrado que a adi¢do
do (-)-linalol (500 pM) em cultura de neurénios do GRD induziu
um aumento na [Ca+2]i em neurdnios sensiveis aos agonistas TRPs
(AITC, capsaicina e mentol) e em populacdes neuronais que nao
responderam aos agonistas TRPs. Neste sentido, dados da literatura
demonstram que o (-)-linalol (500 pM) aumentou a [Ca™]; em
neurdnios do GRD sensiveis a ambos agonistas TRPA1 ¢ TRPVI.
Entretanto, o (-)-linalol ndo mostrou este efeito em populacdes de
neurdnios puramente sensiveis aos agonistas TRPV1 e TRPMS,
sugerindo que o (-)-linalol ative canais TRPA1 (Riera et al., 2009).
Porém, vale ressaltar que Riera e colaboradores (2009)
negligenciaram o fato de o (-)-linalol poder ativar neurdnios que
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ndo sdo sensiveis aos agonistas TRPs. Foi encontrado também que
células HEK transfectadas com TRPMS8 sdo ativadas por altas
concentragdes de (-)-linalol (6,7 = 2,0 mM), sugerindo que este
composto ¢ um agonista fraco de TRPMS ou que este efeito nio
seja especifico do composto devido a alta concentragao utilizada no
estudo (Behrendt et al., 2004). Contudo, no presente estudo o
possivel envolvimento de TRPMS8 na acdo antinociceptiva do (-)-
linalol ndo foi estudada.

Interessantemente, no presente estudo demonstrou-se que
baixas concentragdes de (-)-linalol (100 e 250 uM) inibiram a
ativagdo de neurénios do GRD induzidas pelo AITC. Observou-se
também que as respostas induzidas pelo AITC ndo foram devido a
liberagdo de glutamato e sua agdo sobre receptores NMDA pois, a
presenca de MK801 no sistema ndo reduziu o aumento [CaJ;
induzido pelo agonista TRPA1. Neste sentido, dados da literatura
demonstram que em cultura de neurénios do GRD de camundongos
com delegdo génica para o TRPA1, a adigdo de AITC no sistema
ndo € capaz de promover um aumento na [Ca2+]i, sugerindo, entdo,
que o aumento da [Ca™]; induzido pelo AITC, deve-se a sua
interagdo com os receptores TRPA1 (Bautista et al., 2006, Kwan et
al., 2006). Em conjunto, estes dados demonstram que o efeito do (-
)-linalol se deve a uma atividade antagonista sobre os canais
TRPAI.

E importante salientar que, nestas condi¢des experimentais,

o uso do AITC nos experimentos in vitro foi devido & uma
observacdo de que este composto ativa mais neurdnios do que o
cinamaldeido, portanto a observagdo dos efeitos do (-)-linalol
sobre as respostas induzidas pela ativagdo dos canais TRPA1 foi
mais evidente na presenga de AITC do que na presenca de
cinamaldeido. Assim, torna-se necessario fazer uma investigagdo
mais profunda sobre as diferencas entre as respostas induzidas
pelo AITC e cinamaldeido.

E digno de nota que o sistema glutamatérgico e os
receptores TRPs ativam varios sistemas intracelulares como as
proteinas quinases e fosfatases (Ozawa et al., 1998; Meldrum et al.,
2000; Wang et al., 2007). Neste sentido, foi demonstrado que a
ativag@o do receptor NMDA leva a ativacdo de MAPKs, através de
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uma via bioquimica envolvendo proteina quinase II dependente de
Ca’’/calmodulina e PI3K, contribuindo entdo para o
desenvolvimento da plasticidade sinaptica (Wang et al., 2007).
Portanto, a fosforilagdo de proteinas quinases pode modificar a
excitabilidade da membrana e contribuir para a transmissao da dor.
Dentro deste contexto, sugere-se que o (-)-linalol possa inibir a
fosforilagdo de quinases e, assim, interferir com a nocicepg¢ao
induzida pelo glutamato e agonistas TRPs.

As MAPKSs sdo uma familia de enzimas que compreendem
grupos ubiquos de proteinas de sinalizagdo que regulam a
transducdo, amplificacdo e integracdo da sinalizacdo celular da
superficie da célula ao nucleo (Chang e Karin, 2001; Thomas e
Huganair, 2004). Um subgrupo de MAPKs, a proteina quinase
regulada por sinal extracelular 1/2 (ERK 1/2) ¢ ativada por
despolarizacdo da membrana celular e influxo de ions célcio. Esta
proteina ¢é regulada por uma cascata de fosforilagdes, incluindo uma
dupla fosforilagdo nos residuos treonina/tirosina do dominio de
ativagdo da proteina (Payne et al., 1991). A expressao e fosforilagdo
da ERK1/2 tém sido demonstrada em neurdnios nociceptivos do
ganglio da raiz dorsal (Averill et al., 2001). A p38 MAPK, um outro
subgrupo de proteinas quinases regulada por mitégeno, tem
demonstrado ter um importante papel na regulacdo da
sensibilizagdo da dor persistente por mecanismos neuronais e gliais
(Jin et al., 2003; Schafers et al., 2003).

Uma outra proteina envolvida nos sistemas de sinalizagdo
celular do grupo das MAPKs sdo as proteinas c-Jun (JNKs).
Comparada a ERK e p38, pouco se sabe sobre a JNK no controle da
dor (Harper and LoGrasso, 2001). Uma vez ativada, a JNK ativa
transloca-se para o nucleo para regular a transcricdo através da
fosforilagdo de varios fatores de transcri¢do como c-Jun ¢ ATF-2
entre outros (Carboni et al., 1997; Han et al., 2001). Recentemente,
foi demonstrado que, em cultura de neurénios trigeminais, a
estimulagdo prolongada com AITC induziu um aumento nos niveis
de expressdo de p-JNK1 e p-c-Jun nos dias 1, 3 e 5 pos-
estimulagdo, sendo bloqueados pelo tratamento com o inibidor de
JNK, SP600125 (Wu et al., 2008). Foi demonstrado também que o
4-hidroxi-2,3-nonenal (HNE), aldeido o,B-insaturado endégeno que
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ativa receptores TRPA1 (Trevisani et al., 2007), ativa a via da JNK
(Forman et al., 2003). Neste contexto, Manning e Davis (2003)
demonstraram que os inibidores de JNK, SP600125 ¢ CEP-1347,
possuem efeitos anti-inflamatdrios na artrite reumatdide e outras
doengas. Assim, os dados apresentados neste estudo estdo de acordo
com os da literatura, pois, a inje¢do intraplantar de cinamaldeido,
induziu a fosforilagdo de JNK na pata, sendo reduzido pelo pré-
tratamento feito com (-)-linalol. Porém, ndo induziu a fosforilagdo
de p38MAPK. O tratamento feito com o inibidor de JNK
(SP600125) inibiu a hipersensibilidade mecanica induzida pelo
cinamaldeido. Coletivamente, estes dados sugerem que a JNK esta
envolvida no mecanismo de agdo do (-)-linalol.

A PKC ¢ uma outra proteina quinase que desempenha um
papel muito importante na sensibiliza¢ao periférica e central, sendo
ativada na fibra aferente primaria por vdrias substancias que sdo
liberadas em resposta a um dano tecidual (Velazquez et al., 2007).
O modelo experimental utilizado para se avaliar o envolvimento da
PKC na a¢do antinociceptiva do (-)-linalol, foi através da resposta
nociceptiva induzida pela injecdo intraplantar de PMA. O PMA
(miristato-acetato de forbol) liga-se a varios tipos de PKCs (a, p I —
ILy,d1-11,&mn, 0 111, {, A) e estimula a atividade catalitica da
quinase (Newton, 2003; Ferreira et al., 2005). Os resultados do
presente trabalho demonstram que a administracdo de (-)-linalol
reduziu a resposta nociceptiva induzida pela inje¢do intraplantar de
PMA. Neste sentido, sugere-se que o (-)-linalol, por ser um
composto hidrofébico, possa estar atravessando a membrana
plasmatica e, entdo, inibindo diretamente a PKC.

Desta forma, os efeitos do (-)-linalol, nos modelos de
nocicep¢do aguda aqui testados, parecem envolver receptores
NMDA, TRPA1 e inibicdo de proteinas quinases intracelulares,
principalmente JNK e PKC. Considerando as atividades até aqui
descritas para este monoterpeno, pode-se sugerir uma agéo do (-)-
linalol sobre a nocicep¢do cronica, embora esta Ultima seja diferente
substancialmente da nocicep¢do aguda em termos de persisténcia e
alteragoes adaptativas (Besson, 1997; Woolf ¢ Mannion, 1999).

A dor aguda, como a dos modelos utilizados até o
momento neste estudo, tem fun¢do bioldgica de preservacdo, de
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integridade e defesa do organismo, pois denota uma lesdo ou
iminéncia de lesdo tecidual. Por outro lado, a dor cronica é uma das
principais causas de incapacidade e afastamento do trabalho, perda
de funcionalidade e da qualidade de vida da populagdo. O
tratamento da dor cronica ¢ um dos aspectos mais desafiantes da
medicina. Neste sentido, ¢ importante salientar que os canais TRPs
e os receptores glutamatérgicos contribuem para a dor cronica
(Caspani et al., 2009, Petrus et al., 2007, Dai et al., 2007),
principalmente os receptores NMDA ¢ TRPA1 (Mao et al., 1992;
Dicenson et al., 1997; Yoshimura ¢ Yonehara, 2006). Portanto, as
substincias que agem inibindo estes receptores podem ser uma
ferramenta importante para o tratamento da dor cronica.

O estudo de dor cronica tem sido amplamente investigado
em animais de laboratdrio, os quais podem ser submetidos a lesdes
do nervo, tanto periférico, quanto central; estes modelos mimetizam
a sensibilizacdo e alteracdes plasticas ocorridas na dor neuropatica
(Zimmermann, 2001). Outro modelo de dor cronica, por exemplo, é
o modelo de dor inflamatéria induzida pela administragdo
periférica de agentes indutores de reagdo imunoldgica como o CFA
(Larson et al., 1986). Neste sentido, a inje¢do periférica de CFA ou
a LPNC causa nocicepgdo persistente, a qual leva a liberagdo de
multiplos mediadores nociceptivos e inflamatorios, que aumentam a
sensibilidade das vias sensoriais periféricas e centrais (Basbaum,
1999; Minami et al., 2006). Neste trabalho, a ligadura parcial do
nervo ciatico e a inje¢do i.pl. de CFA tornaram os animais
hipersensiveis e responsivos frente a estimulos indcuos, sendo que
este aumento da sensibilidade foi reduzido pelo pré-tratamento feito
com o (-)-linalol. Estes dados estdo de acordo com o trabalho
publicado recentemente que demonstra que o (-)-linalol reduz a
hipersensibilidade mecanica no modelo de dor neuropatica induzido
pela ligagdo do nervo espinhal (Berliocchi et al., 2009).

Além da participagdo dos receptores glutamatérgicos na
nocicep¢do aguda, alguns estudos tém demonstrado importante
envolvimento de receptores glutamatérgicos, principalmente dos
receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) em processos de dor
neuropatica (Mao et al., 1992; Dicenson et al., 1997; Yoshimura e
Yonehara, 2006). Portanto, embora o mecanismo preciso dos
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efeitos inibitérios do (-)-linalol ainda sdo incertos, é possivel que a
inibicdo do sistema glutamatérgico aponte para o efeito
antinociceptivo, observado nestes modelos de dor cronica.

Além do sistema glutamatérgico, dados da literatura
demonstram que o TRPA1 também esta envolvido nos estados de
dor cronica. Neste sentido, Petrus e colaboradores (2007)
demonstraram que os animais com delegdo génica para o TRPAI,
apresentaram sensibilidade mecénica aumentada aos estimulos
feitos com os filamentos de VonFrey, 24 horas apds a injegdo
intraplantar de CFA e que o inibidor de receptores TRPA1, AP18 ¢
capaz de reverter a hipersensibilidade mecanica induzida pelo CFA
em animais selvagens, porém, ndo em animais TRPA1™". Outros
estudos demonstraram que em animais selvagens, os receptores
TRPAI tém sua expressdo aumentada em resposta ao CFA (Obata
et al., 2005; Diogenes et al., 2007; Dai et al., 2007). Neste sentido,
no presente estudo, observa-se que o0s animais TRPA1™"
apresentaram hipersensibilidade mecanica aos monofilamentos de
Von Frey, sendo que esta ndo foi revertida pelo pré-tratamento feito
com (-)-linalol. Porém, em animais selvagens (WT), o efeito anti-
hipernociceptivo do (-)-linalol foi significativo na quarta hora apos
o tratamento. Nossos dados sugerem, entdo, que o receptor TRPA1
estd envolvido no mecanismo de agdo antinociceptivo do (-)-linalol
em modelos de nocicepgdo inflamatdria cronica.

E bem reconhecido que a hipersensibilidade persistente
causada pela injecdo intraplantar de CFA resulta em dor
inflamatodria de longa duragdo, um efeito que ¢ mediado por varios
mediadores inflamatoérios como citocinas, glutamato, 6xido nitrico,
protandides, histamina, serotonina e agentes imunologicos
(Raghavendra et al.,, 2004; Chu et al.,, 2005). Neste sentido, o
presente estudo claramente demonstra que o tratamento prolongado
dos camundongos com o (-)-linalol, reduziu a hipersensibilidade
mecanica (até 6 horas) em ambos os modelos de dor cronica. E
importante mencionar que os efeitos do (-)-linalol ndo foram
suscetiveis a tolerancia, pois a administragdo repetitiva do (-)-
linalol ndo causou uma diminui¢do do seu efeito. Portanto, estes
dados sd3o completamente favoraveis a um possivel uso terapéutico
cronico do (-)-linalol para o tratamento da dor de longa duracao.
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A administrag¢do i.pl. de CFA também causou edema na
pata injetada, sendo revertido pelo pré-tratamento feito com o (-)-
linalol. Portanto, a a¢do do (-)-linalol parece estar associada com
uma ag¢ao anti-inflamatoria local.

A alodinia, dor evocada por estimulos normalmente
indcuos, ¢ hiperalgesia, uma sensibilidade aumentada aos estimulos
nocivos ao frio, sdo um dos principais sintomas da dor neuropatica
(Zimmerman, 2001). Em modelos animais tem sido descrita a
hipersensibilidade ao frio usando as técnicas da placa fria e da
acetona (Jasmin et al., 1998; Seltzer et al., 1990; Choi et al., 1994,
Werner et al., 2007). Dentre os termorreceptores, os receptores
descritos para a detecgdo de frio nocivo (< 17°C) sdo os TRPA1
(Story et al., 2003; Peier et al., 2002) e para o frio ndo nocivo
(~26°C) os TRPM8 (McKemy et al., 2002). Portanto, um aumento
na expressdo destes canais ou uma alteragdo em suas propriedades
funcionais, poderiam levar a um limiar de ativagdo mais baixo para
o frio nocivo e uma sensibilidade aumentada ao estimulo ftio.
Trabalhos encontrados na literatura demonstraram um aumento na
expressio de TRPMS8 e TRPA1 e também, mudangas na
sensibilidade ao frio em cultura de neurdnios dos GRDs de animais
neuropaticos (Caspani et al., 2009). Sendo assim, pode-se supor que
o efeito inibitorio do (-)-linalol no teste da placa fria e da acetona se
deve a sua interagdo com os receptores TRPs.

Em conclusdo, os resultados apresentados no presente
trabalho confirmam e estendem os dados encontrados na literatura,
fornecendo evidéncias de que o (-)-linalol exerce importante agdo
antinociceptiva em modelos de nocicep¢do aguda e cronica. Neste
estudo foram obtidos avancos significativos em relagdo a seu
mecanismo de acdo, os quais permitem sugerir que o (-)-linalol
possui a habilidade de bloquear receptores glutamatérgicos do tipo
NMDA e também de modular a atividade dos receptores TRPAL.
Portanto, este estudo fornece uma perspectiva importante para a
utilizacdo terapéutica deste composto ou de seus analogos no
tratamento da dor, principalmente nos estados de dor cronica. No
entanto, estudos adicionais de toxicidade e clinicos sdo ainda
necessarios para confirmar a importancia deste composto na clinica.
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Figura 41. Possiveis sitios de a¢do do (-)-linalol (LL) com consequente redu¢do da nocicep¢do. TRPA1 (receptor
de potencial transitério do tipo anquirina 1); NMDAR (Receptor glutamatérgico do tipo NMDA); mGluR
(receptor glutamatérgico do tipo metabotropico); PLC (fosfolipase C); DAG (diacilglicerol); IP3 (inositol
trifosfato); RE (reticulo endoplasmatico); MAPKs (proteinas quinases ativadas por mitogeno); PKC (proteina
quinase C); PKA (proteina quinase A); DRG (génglio da raiz dorsal).
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6. Conclusoes

De acordo com os resultados apresentados nesta tese, pode-
se concluir que:

e A administragdo sist€émica de (-)-linalol (v.o. e i.p.) reduz a
nocicep¢do induzida pela administracdo intraplantar de
glutamato e de cinamaldeido e apenas a maior dose
utilizada foi capaz de reduzir a nocicep¢do induzida por
capsaicina. O (-)-linalol v.o. inibe a nocicep¢do induzida
pelo glutamato em animais TRPA1™

e A administragdo i.pl. de (-)-linalol inibe a nocicepgdo
induzida pelo glutamato e cinamaldeido, porém ndo pela
capsaicina.

e A maior dose de (-)-linalol administrada pela via i.p. ¢é
capaz de bloquear a nocicep¢ao induzida pelos agonistas de
receptores glutamatérgicos ionotrépicos e SP, porém, ndo
bloqueia a nocicepgdo induzida pelo agonista de receptores
glutamatérgicos metabotropicos.

e A injecdo intraplantar de cinamaldeido induz
hipersensibilidade ao calor e mecanica, sendo que o (-)-
linalol bloqueia apenas a hipersensibilidade mecanica,
através da diminuicao da fosforilagdo de JNK na pata.

e A inibicdo da nocicepc¢do induzida pela injecdo i.pl. de
PMA pelo (-)-linalol sugere o envolvimento da PKC na
acdo antinociceptiva deste composto.

e O (-)-linalol possui um efeito sinergistico com a co-
administragdo i.pl. de MK801, antagonista de receptores
NMDA, em inibir a nocicep¢do induzida pela inje¢ao
intraplantar de cinamaldeido.

e O (-)-linalol (500 pM) induziu aumento na [Ca*']; em
populacdes de neurdnios sensiveis ou ndo aos agonistas
TRPs em cultura de neurénios do GRD de camundongos.

e O (-)-linalol (100 ¢ 250 uM) inibiu o aumento da [C**'];
induzido pelo alil isotiocianato (AITC) em cultura de
neurdnios dos DRGs de camundongos.
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e O (-)-linalol (500 uM) inibiu o aumento da [Ca+2]i induzido
pelo glutamato em neurdnios do corno dorsal da medula
espinhal.

e O (-)-linalol inibiu a hipersensibilidade mecénica e térmica
(ao frio) e a formag¢do do edema induzido pela injecdo
intraplantar de CFA, um modelo de nocicepgdo
inflamatdria cronica. Porém, o (-)-linalol ndo inibiu a
hipersensibilidade mecéanica induzida pela administracdo
de CFA i.pl. em camundongos TRPA1™".

e O (-)-linalol também foi efetivo em bloquear a
hipersensibilidade mecanica e térmica (ao frio) induzidos
pela ligacdo parcial do nervo ciatico, um modelo de dor
crOnica neuropatica.

e A administragdo cronica de (-)-linalol i.p., 2 vezes ao dia,
mostra que este composto ndo causa tolerdncia nos
modelos do CFA e de neuropatia.

De uma forma geral, os dados obtidos no presente estudo
confirmam os dados publicados anteriormente € mostram que o (-)-
linalol interage com o sistema glutamatérgico e com os receptores
de potencial transitério do tipo anquirina 1 (TRPAT1), apresentando
uma importante agdo antinociceptiva. Portanto, este trabalho
fornece uma perspectiva importante para a utilizacdo terapéutica
deste composto ou de seus andlogos no tratamento da dor,
principalmente nos estados de dor cronica. Entretanto, estudos
adicionais de toxicidade e clinicos sdo ainda necessarios para
confirmar a importancia deste composto na clinica.
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7. Perspectivas

e Avaliar a participagdo dos receptores TRPV1 na nocicepg¢ao
induzida pela injecdo intraplantar de glutamato ou de
cinamaldeido.

e Avaliar o efeito da co-administragdo de AP-18 ¢ MK801 na
nocicep¢do induzida pelo cinamaldeido i.pl., bem como o
efeito da co-administracdo de AP-18 com (-)-linalol neste
modelo experimental.

e Verificar o possivel efeito do (-)-linalol no aumento das
razdes de fluorescéncias; induzidos pelo NMDA, AMPA,
cainato e DHPG (agonista mGluR) em cultura de neur6nios
dos GRD.

e Avaliar o efeito da administragio de MK801 na nocicepgdo
induzida pelo AITC i.pl. em camundongos.
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