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Resumo:

O a-felandreno é um composto com
efeitos anti-inflamatérios e anti-hiperalgésicos.
O objetivo foi avaliar os efeitos da
administracdo oral do composto a-felandreno
em modelo animal de hiperalgesia induzida
pela injecdo intratecal de IL-1B ou gp120 em
camundongos. Foram utilizados camundongos
Swiss, ciclo de 12h claro/escuro com
temperatura de 22 + 1°C, umidade controlada,
agua e racdo ad libitum. Realizaram-se os
testes de sensibilidade mecénica e ao frio. Foi
significativo *p<0.05, pelos testes ANOVA e
Student-Newman-Keuls. A administragcédo
intratecal de gpl120 (300ng) ou IL-1B (1ng)
induziu a hiperalgesia em camundongos
reduzindo significativamente sua sensibilidade
ao frio e o a-felandreno na dose de 10mg/kg
administrado oralmente foi capaz de reverter
esses efeitos. Assim, a-felandreno quando
administrado oralmente atenuou o0s efeitos
hiperalgésicos das substancias injetadas,
corroborando com evidéncias anteriores de
suas atividades anti-inflamatorias e anti-
hiperalgésicas.
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Introducdo:

Os Oleos essenciais sao compostos
naturais, volateis, derivados do metabolismo
secundario de plantas aromaticas (MACHADO
& JUNIOR, 2011). Dentre eles, pode-se citar o

felandreno, o qual é um composto terpénico
gque esta relacionado com atividade anti-
inflamatoria e antinociceptiva (HIM et al, 2008;
DUNG et al, 2009). Este, pode apresenta-se
como composto majoritario, em  6leos
extraidos de partes aéreas ou de folhas de
algumas espécies de vegetais, como
Pimpinella junoniae, Pinus peuce, Peumus
boldus (VELASCO et. al., 2003; TSOUKATOU
et. al., 2001; VILA et. al, 1999), Mikania
lindleyana (SILVA, 2011), Croton sonderianus.

A hiperalgesia se traduz como uma
resposta aumentada decorrente de uma
sensibilizacdo priméaria ou secundaria do local
de determinada lesdo (FARQUHAR-SMITH,
2007). Assim, ocorre a producdo de citocinas
inflamatorias, como Interleucinas 1 beta (IL-
1B), designada como pré-inflamatoria, por
elevar a resposta inflamatéria (OLIVEIRA et
al.,, 2011) e, também, auxiliar no quadro de
hiperalgesia.

Desta forma, a IL-1B esta associada
com a cascata de inflamacédo, englobando o
recrutamento de leucdécitos, causando febre,
realizando a sintese de proteinas de fase
aguda e, assim, aumentando a permeabilidade
dos vasos e a dor (VERRI et. al., 2006).

A gpl20 é uma glicoproteina e um
componente do envelope viral, a qual pode
estimular a ativacdo de células da glia,
causando a liberacdo de glutamato, &xido
nitrico e citocinas proé-inflamatérias (MILLIGAN
et. al. 2001). A injecéo intratecal de gpl20
induz hiperalgesia aguda e a liberagdo de
citocinas pro-inflamatérias na medula espinhal
(ZHENG et. al., 2011).

Um estudo de analise fitoquimica do
O6leo essencial de uma planta mostrou a
presenca de a-felandreno puro, esse foi
responsavel por reduzir a hiperalgesia
mecanica, assim como atividade depressiva e
reduziu a hipersensibilidade induzida pelo frio
(FORMAGIO et. al., 2011). Estudo anterior do
nosso grupo de pesquisa demonstrou
atividades anti-hiperalgésica e antidepressiva
do felandreno em modelo de lesdo do nervo
ciatico em ratos (PICCINELLI et. al., 2014).

Portanto, objetivo do presente trabalho,
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portanto, foi avaliar os efeitos da administracao
oral do composto a-felandreno em modelo
animal de hiperalgesia induzida pela injecdo
intratecal de IL-1p ou gpl20 em
camundongos.

Metodologia:

Animais

Os experimentos foram realizados
utilizando camundongos Swiss machos (18-23
g) que foram divididos em grupos de seis. Os
animais foram obtidos do biotério da
Faculdade de Ciéncias da Saude da UFGD e
foram mantidos em um ciclo de 12h
claro/escuro com temperatura constante de 22
+ 1 °C, com umidade controlada (60-80%) e
agua e racao ad libitum. Todos os
procedimentos experimentais foram aprovados
pelo Comité de ética no uso de animais da
UFGD (CEUA) (Nbr. 022 / 2014). Os
compostos a-felandreno e IL-1B foram
comprados da Sigma Chemical Co.

Injec&o intratecal

Gp120 (300pg) ou IL-1B (1 ng) foram
diluidos em solucéo salina (0,9%) e injetados
com uma micro-seringa de Hamilton (25puL)
entre as vértebras L5 e L6 através da pele
intacta. O volume injetado foi de 5uL ap6s uma
hora do tratamento por via oral com o
composto a-felandreno (10mg/kg) (SHIMIZU et
al., 2004; MURAI et al., 2014).

Para cada citocina, os animais foram
divididos entre os seguintes grupos: grupo
controle, que recebeu salina estéril por via oral
e também via intratecal, grupo controle
positivo, que recebeu gpl20 ou IL-1B via
intratecal e solucdo salina via oral e o grupo
felandreno, que recebeu gpl20 ou IL-1B
intratecal e a-felandreno via oral (10mg/kg).

Teste de Sensibilidade Mecanica

A sensibilidade mecanica foi
determinada pelo limiar de retirada de pata
utilizando a versdo eletrébnica dos filamentos
de Von Frey. O aparelho foi posicionado na
pata traseira direita do animal e a presséo em
gramas determinada apés o estimulo de
retirada da pata (ZHENG et al.,, 2011). As
mensuracbes foram realizadas 2 e 3 horas
apos a injecao intratecal de gp120 ou IL-1B e
salina (controle).

Teste de Sensibilidade ao Frio

O teste de sensibilidade ao frio foi
realizado apd6s o teste de sensibilidade

mecéanica, 2 e 3 horas apds a injecao
intratecal. Neste teste, uma seringa de 20uL
de acetona foi posicionada proximo da pata
traseira direita do animal e o liquido foi
liberado. Os animais foram observados por 20
segundos e o numero de retiradas da pata e o
deslocamento do animal foi mensurado.

Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando
Graph PadPrism 5.0 e apresentados como
média £+ SEM. As diferencas entre 0s grupos
foram avaliadas por analise de variancia
(ANOVA) seguida pelo teste de Newman-
Keuls. As diferencas estatisticas foram
consideradas significativas para p <0,05.
Asteriscos (*) denotam diferenca significativa
na comparagao entre 0S grupos.

Resultados e Discussao:

O trabalho demonstra que a
administragdo intratecal de gpl120 (300ng)
(Figura 1) ou IL-1B (1ng) (Figura 2) € capaz de
induzir a hiperalgesia em camundongos
reduzindo significativamente sua sensibilidade
mecanica e sensibilidade ao frio. O a-
felandreno na dose de 10mg/kg administrado
oralmente foi capaz de reverter esses efeitos
apos 2 e 3 horas quando comparado ao grupo
controle.

Além disso, a administracdo do via oral
a-felandreno como tratamento nas doses de
10mg/kg, reduziu  significativamente a
hiperalgesia mecénica induzida pela
administracdo intratecal de gp120 nos animais
apoés 2 e 3 horas. As inibicdes méaximas foram
de 59 + 13% e 89,8%, com valor de *p < 0.05.

O teste de sensibiidade ao frio,
também foi realizado apés 2 e 3 horas da
injecdo intratecal de gp120 e o tratamento oral
com o a-felandreno, diminuindo a hiperalgesia
ao frio com inibicdes maximas de 91+ 18% e
90+ 14%, apo6s 2 e 3 horas de administracao,
respectivamente.

Os efeitos da inje¢éo intratecal de IL-13
(1ng) evidenciaram a capacidade significativa
de induzir sensibilidade mecéanica e ao frio em
camundongos. O tratamento oral com a-
felandreno preveniu significativamente a
hipersensibilidade mecénica apos 2 e 3 horas
da injecdo intratecal de IL-18 quando
comparada ao controle, com uma inibicdo
maxima de 78+10% apoOs 2 horas e 61+12%
apos 3 horas (*p<0,05). Porém, o a-
felandreno administrado por via oral ndo foi
capaz de reverter significativamente a
hiperalgesia na sensibilidade ao frio.
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Figura 1. A e B: Efeitos da administracéo oral de
felandreno no limiar de retirada de pata, no teste de
sensibilidade mecénica em camundongos apds
injecdo intratecal de gp120. Os animais receberam
por via intratecal 300ng de gp120 ou solucao salina
(controle). A sensibilidade mecéanica foi avaliada
apoés 2 e 3 horas ap6s a inje¢do. C e D Efeito da
administracdo oral de felandreno no teste de
hipersensibilidade ao frio em camundongos apés a
injecdo intratecal de gp120. A sensibilidade ao frio
foi avaliada apos 2 e 3 horas apds a injecao.
Andlises estatisticas foram expressas em média
+DPM de 6 animais comparando o grupo controle
VS grupo tratado. *p<0,05.
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Figura 2. A e B: Efeito da administracdo oral de
felandreno no limiar de retirada de pata, no teste de
sensibilidade mecénica em camundongos apoés
injecd@o intratecal de IL-1B. Os animais receberam
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por via intratecal 1ng de IL-1B ou solugdo salina
(controle). A sensibilidade mecéanica foi avaliada
apos 2 e 3 horas apos a injecdo. C e D Efeito da
administragdo oral de felandreno no teste de
hipersensibilidade ao frio em camundongos apds a
injecdo intratecal de IL1-B. A sensibilidade ao frio
foi avaliada apos 2 e 3 horas apds a injecao.
Analises estatisticas foram expressas em média +
DPM de 6 animais comparando o0 grupo controle
VS grupo tratado. *p<0,05.

Estudos demonstram que as citocinas
pro-inflamatoérias, dentre elas a IL-1B, séo
responsaveis pelo desenvolvimento da
hiperalgesia mecénica induzida pela gpl120
(MILLIGAN et. al., 2001). Estudos anteriores
com o oa-felandreno apontam que esse
composto pode estar relacionado com
atividade anti-inflamatdria, antinociceptiva e
anti-hiperalgésica (HIM et. al., 2008; DUNG et.
al., 2009; PICCINELLI et. al.,, 2014), o que
justifica sua utilizacdo no presente trabalho e

correlaciona-se com 0s resultados
apresentados.

O possivel mecanismo de agao do
felandreno envolve (o] sistemas

glutamatérgico, opioide, nitrérgica, colinérgicos
e adrenérgicos. Em estudos do dleo essencial
de S. terebinthifolius e compostos presentes
neste 6leo, incluindo (R) - (+) - limoneno e a-
felandreno. Piccinelli et. al. (2014) demonstrou
a capacidade do a-felandreno em inibir a
hiperalgesia ao frio em ratos. E, assim, 0s
resultados obtidos no estudo mostraram-se
positivos e condizentes com o0s estudos de
Lima et. al. (2012) e Piccinelli et. al. (2014).

Conclusoées:

O presente trabalho demonstrou que
tanto a gp120 quanto a IL-13 sdo capazes de
induzir hiperalgesia quando administradas
intratecalmente. E o a-felandreno, por sua vez,
gquando administrado oralmente foi capaz de
atenuar os efeitos hiperalgésicos das
substancias injetadas, corroborando com
evidéncias anteriores de suas atividades anti-
inflamatorias e anti-hiperalgésicas.

Diante disso o felandreno se destaca
como substancia promissora em futuros
estudos de modulacdo da hiperalgesia em
pacientes portadores de tal condigcao,
sobretudo agueles com dor neuropatica.
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