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RESUMO

As lesBes dos nervos periféricos constituem um problema de satde publica. Os déficits motores,
sensoriais, autonémicos e o desenvolvimento de Dor Neuropatica (DN), decorrentes das lesdes
dos nervos periféricos, podem comprometer a qualidade de vida dos pacientes. Apos a lesdo
nervosa ocorre estresse oxidativo e liberacdo de citocinas inflamatérias e mediadores alogénicos
que induzem a DN. A ocorréncia destes problemas instiga a busca na natureza por compostos
para a manipulacdo de novas drogas. A Lippia alba € uma planta medicinal cujo éleo essencial
apresenta atividade biolodgica no Sistema Nervoso Periférico (SNP). O objetivo deste estudo é
avaliar o efeito do tratamento com o 6leo essencial da Lippia alba (OELa) sobre a neuropatia
periférica causada pela Constricdo Cronica do Nervo Ciatico (CCNC) de ratos. Foram utilizados
30 ratos Rattus novergicus (Wistar), de ambos 0s sexos, com massa corpérea variando entre 200-
250 g. Os animais foram divididos nos grupos experimentais: Controle tratado veiculo (CON),
controle tratado com OELa 100 mg/Kg, v.0. (CON + OELa), grupo submetido a CCNC tratado
com solucdo veiculo (CCNC) e grupo submetido a CCNC tratado com OELa 100 mg/Kg (CCNC
+ OELa). O tratamento via oral, foi administrado 30 minutos antes da realizagcdo da CCNC no
nervo ciatico direito do animal e durante 14 dias seguidos. Realizou-se o teste de
hipersensibilidade a dor, através do teste de von Frey e placa quente, 24 horas antes da inducao
da CCNC (dia 0), e nos dias 5, 7, 9 e 14 ap6s a CCNC. No 14° dia apés CCNC os animais foram
submetidos a eutanasia. Em seguida realizada a dissecacdo do nervo ciatico direito e esquerdo
para analise do registro extracelular do Potencial de Acdo Composto (PAC). Os parametros
avaliados do PAC foram: Amplitude Pico-a-Pico (APP), cronaxia, reobase, amplitude positiva,
velocidade de conducédo e duracdo da 1% e 22 componentes do PAC. A analise fitoquimica do
OELa identificou uma variacdo quantitativa de substancias, cujo composto majoritario foi o
citral (geranial com 42,59 % e neral com 28,21 %). A avaliacdo da sensibilidade mecanica
apresentou no CON uma média de 20,87 g para o limiar de reagdo ao estimulo. No grupo CCNC
houve um aumento da forca aplicada de 72,4 %, aumentando assim o limiar de retirada da pata
no 5° dia ap6s CCNC. Entretanto, nos dias 7, 9 e 14, houve aumento significativo da reacdo ao
estimulo com uma menor forca aplicada, reduzindo em 54,65%, 59,34% e 58,8% nos dias 7, 9 e
14, respectivamente, em relacdo ao grupo CON, caracterizando hiperalgesia mecénica. O grupo
CCNC+OELa, aumentou o limiar ao estimulo mecéanico em 116,79 %, 145,4 % , 54,56 % e 62 %
nos dias de avaliacdo 5, 7, 9 e 14, respectivamente em relacdo ao CON. No grupo CON+OELa
também apresentou aumento em 141,2 % a partir do 5° de avaliacdo, mostrando maior resposta
no 7° dia de avaliacdo, apresentando um aumento de 260 %. N&o houve diferenca significativa
na sensibilidade do estimulo térmico em ratos submetidos a CCNC e grupo CON. No entanto, no
grupo CON+OELa houve aumento de 56,25 % do limiar ao estimulo no 7° dia de avaliacao,
comparado ao CON. Nos demais grupos experimentais ndo houve diferenca significativa. A
CCNC provocou alterages eletrofisioldgicas em todos os parametros avaliados. A excitabilidade
do nervo ciatico no grupo CCNC aumentou em 27,53 %, ao reduzir a reobase, comparado ao
CON. Enquanto, o valor da cronaxia aumentou 54,89 % no grupo CCNC em relagdo ao CON.
No grupo CCNC+OELa, a reobase aumentou em 39,5 %, em relagdo ao grupo CCNC, a cronaxia
neste grupo nao alterou. A reobase no grupo CON +OELa diferiu em 16,5 % em relacdo ao
CON. E a APP reduziu em 54,8 % comparado ao CON. A amplitude positiva da primeira
componente no grupo CCNC reduziu 52,53 % em relagdo ao CON. No grupo CCNC+OELa
reduziu 74,59 %. O grupo CON+OELa também mostrou reducdo de 57 %. A segunda
componente ndo foi registrada no grupo CCNC. Entretanto, esta foi preservada quando a CCNC
foi associada ao tratamento com OELa (CCNC+OELa), apresentando diminuicdo da amplitude
em 88,14 % em relagdo ao CON. O grupo CON+OELa também diminuiu amplitude da segunda
componente em 34,78% em relacdo ao CON. Quanto a velocidade de condugdo do PAC, o grupo
CCNC mostrou reducéo de 44,73 % na primeira componente do PAC, comparado ao CON 0O



tratamento com OELa (CCNC + OELa) reverteu esta diminuicdo em 102,96%, comparado ao
grupo CCNC. Os demais grupos experimentais ndo mostraram diferenca estatistica. Na segunda
componente do PAC, a velocidade de conducdo nédo foi alterada nos grupos CCNC+OELa e
CON+OELa em comparacdo ao CON. A duragédo da primeira componente do PAC aumentou
45,21 % no grupo submetido a CCNC, em relacdo ao CON. Os demais grupos ndo apresentaram
diferenga significativa comparado ao CON. Quanto & duracdo da segunda componente do PAC,
no grupo CCNC ndo foi possivel avaliar, haja visto ndo registrada. Nos demais grupos
experimentais ndo houve diferenca estatistica em relacdo ao CON. Os resultados mostraram que
o tratamento com OELa nos animais submetidos a CCNC, diminuiu a hipersensibilidade da
neuropatia periférica e também evidenciou um potencial efeito neuroprotetor ao preservar fibras
que constituem o potencial de acdo de composto. Evidenciando consonancia dos dados
comportamentais e eletrofisiologicos do PAC, sugerindo um efeito anestésico do OELa.
Portanto, a acdo neuroprotetora do OELa na redugdo do dano neuronal causado pela CCNC,
contribui para a preservacdo da estrutura e funcdo da bainha e axdnios mielinizados. Os
mecanismos pelos quais 0 OELa exerce potencial efeito neuroprotetor frente a lesdo do nervo
periférico ainda precisa ser elucidado. No entanto, nossos resultados representam evidéncias de
que a suplementacdo oral com o OELa promove a diminuicdo da hipersensibilidade apos lesdo
neuronal que apontam para uma combinacdo de mdltiplos alvos, envolvendo componentes
neuronais e imunologicos, que desencadeia efeitos na modulacdo da sensibilidade neuropaética.

Palavras chaves: Lippia alba, nervo ciatico, lesdo neuronal, potencial de acdo composto.



ABSTRACT

Peripheral nerve injuries are a public health problem. Motor, sensory, autonomic deficits and the
development of Neuropathic Pain (NP), resulting from peripheral nerve injuries, can compromise
patients' quality of life. After nerve damage, oxidative stress occurs and the release of
inflammatory cytokines and allogeneic mediators that induce NP. The occurrence of these
problems instigates the search in nature for compounds for the manipulation of new drugs.
Lippia alba is a medicinal plant whose essential oil has biological activity in the Peripheral
Nervous System (SNP). The aim of this study is to evaluate the effect of treatment with Lippia
alba essential oil (OELa) on peripheral neuropathy caused by Chronic Sciatic Nerve Constriction
(CCNC) in rats. Thirty Rattus novergicus (Wistar) rats, of both sexes, with body mass varying
between 200-250 g were used. The animals were divided into the experimental groups: Control
treated vehicle (CON), control treated with OELa 100 mg / Kg, v.o. (CON + OELa), group
submitted to CCNC treated with vehicle solution (CCNC) and group submitted to CCNC treated
with OELa 100 mg / Kg (CCNC + OELa). Oral treatment was administered 30 minutes before
the CCNC was performed on the animal's right sciatic nerve and for 14 consecutive days. The
pain hypersensitivity test was performed, using the von Frey test and hot plate, 24 hours before
CCNC induction (day 0), and on days 5, 7, 9 and 14 after CCNC. On the 14th day after CCNC,
the animals were euthanized. Afterwards, dissection of the right and left sciatic nerve was
performed to analyze the extracellular recording of the Compound Action Potential (PAC). The
evaluated parameters of the PAC were: Pico-a-Pico Amplitude (APP), chronaxia, reobase,
positive amplitude, conduction speed and duration of the 1st and 2nd components of the PAC.
The phytochemical analysis of OELa identified a quantitative variation of substances, the major
compound of which was citral (geranial with 42.59% and neral with 28.21%). The evaluation of
the mechanical sensitivity presented in the CON an average of 20.87 g for the threshold of
reaction to the stimulus. In the CCNC group, there was an increase in applied force of 72.4%,
thus increasing the threshold for removing the paw on the 5th day after CCNC. However, on
days 7, 9 and 14, there was a significant increase in the reaction to the stimulus with less force
applied, decreasing by 54.65%, 59.34% and 58.8% on days 7, 9 and 14, respectively, in relation
to the CON group, characterizing mechanical hyperalgesia. The CCNC + OELa group increased
the threshold to the mechanical stimulus by 116.79%, 145.4%, 54.56% and 62% on the
evaluation days 5, 7, 9 and 14, respectively in relation to the CON. In the CON + OELa group it
also showed an increase of 141.2% from the 5th evaluation, showing greater response on the 7th
evaluation day, presenting an increase of 260%. There was no significant difference in the
sensitivity of the thermal stimulus in rats submitted to CCNC and CON group. However, in the
CON+OELa group there was an increase of 56.25% in the stimulus threshold on the 7th day of
evaluation, compared to the CON. In the other experimental groups, there was no significant
difference. CCNC caused electrophysiological changes in all evaluated parameters. The sciatic
nerve excitability in the CCNC group increased by 27.53%, by reducing the reobase, compared
to the CON. Meanwhile, the chronaxia value increased by 54.89% in the CCNC group in relation
to the CON. In the CCNC+OELa group, the rheobase increased by 39.5%, compared to the
CCNC group, the chronaxia in this group did not change. The reobase in the CON + OELa group
differed by 16.5% in relation to the CON. And APP decreased by 54.8% compared to CON. The
positive amplitude of the first component in the CCNC group decreased by 52.53% in relation to
the CON. In the CCNC + OELa group, it decreased 74.59%. The CON+OELa group also
showed a 57% reduction. The second component was not registered in the CCNC group.
However, this was preserved when CCNC was associated with treatment with OELa (CCNC +
OELa), presenting a decrease in amplitude of 88.14% in relation to the CON. The CON + OELa
group also decreased the amplitude of the second component by 34.78% in relation to the CON.
As for the speed of conduction of the PAC, the CCNC group showed a 44.73% reduction in the
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first component of the PAC, compared to the CON. Treatment with OELa (CCNC + OELa)
reversed this decrease by 102.96%, compared to the CCNC group. The other experimental
groups showed no statistical difference. In the second component of the PAC, the conduction
velocity was not altered in the CCNC+OELa and CON+OELa groups compared to the CON.
The duration of the first component of the CAP increased by 45.21% in the group submitted to
CCNC, compared to the CON. The other groups showed no significant difference compared to
the CON. As for the duration of the second component of the PAC, in the CCNC group it was
not possible to evaluate, due to an unregistered visa. In the other experimental groups, there was
no statistical difference in relation to the CON. The results showed that treatment with OELa in
animals submitted to CCNC, decreased the hypersensitivity of peripheral neuropathy and also
showed a potential neuroprotective effect when preserving fibers that constitute the action
potential of the compound. Evidence of the behavioral and electrophysiological data of the PAC,
suggesting an anesthetic effect of the OELa. Therefore, the neuroprotective action of OELa in
reducing neuronal damage caused by CCNC, contributes to the preservation of the structure and
function of the myelinated sheath and axons. The mechanisms by which OELa has a potential
neuroprotective effect against peripheral nerve damage have yet to be elucidated. However, our
results represent evidence that oral supplementation with OELa promotes a decrease in
hypersensitivity after neuronal injury that points to a combination of multiple targets, involving
neuronal and immunological components, which triggers effects on the modulation of
neuropathic sensitivity.

Key words: Lippia alba, sciatic nerve, neuronal injury, compound action potential.
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1. INTRODUCAO

O uso terapéutico das plantas medicinais na saude humana constitui-se como uma pratica
que atravessa milénios, estando historicamente presente na sabedoria do senso comum,
articulando cultura e satde (Alvim et al., 2006). S80 os mais antigos recursos empregados pelo
homem no tratamento de enfermidades de todos os tipos. Assim, a utilizacdo de plantas na
prevencdo e/ou na cura de doencas é um habito que sempre existiu na historia da humanidade
(Oliveira e Araujo, 2007).

A terapéutica com plantas medicinais para desordens do sistema nervoso tem crescido
nos ultimos anos, na intencdo de minimizar os efeitos colaterais e/ou melhorar a eficacia
farmacoldgica na terapéutica destas desordens. No entanto, é frequente o uso de plantas
medicinais sem validade cientifica, e esta é necessaria para investigacdo dos fins medicinais que
estdo sendo empregadas, além da verificacdo da toxicidade.

Os medicamentos obtidos a partir de produtos naturais sdo uma fonte promissora de alta
diversidade quimica, especificidade bioguimica e varias outras propriedades moleculares que 0s
tornam favoraveis ao processo de regeneracao nervosa e sintomas associados a Dor Neuropatica
(DN) (Quintans et al., 2014; Guimaraes et al., 2014 ).

As atividades bioldgicas das plantas sdo correlacionadas a presenca de compostos
guimicos, particularmente os metabdlitos secundarios, cuja composicao sofre influéncia direta
dos fatores geograficos e ambientais (Kiran et al., 2008). Tais metabdlitos apresentam estrutura
complexa e uma variedade de atividades biol6gicas, destacando-se como exemplo, as saponinas,
cumarinas, flavondides, alcal6ides, taninos, entre outros (Poser e Mentz, 2003). Estes tém funcéo
de defesa contra pragas e doencas, que ho Homem pode possuir efeito benéfico atuando como
antidepressivos, sedativos, relaxantes musculares ou anestésicos (Briskin, 2000).

Dados da literatura reporta prevaléncia de DN em torno de 8% da populagdo geral. Tais
condicBes podem ser causadas por grande nimero de estimulos ou etiologias e isso inclui lesbes
neurais, amputacdes, traumatismos, inflamagdes cronicas ou distdrbios metabolicos (Shannon et
al., 2005). A leséo nos neurdnios do SNC/SNP, normalmente esta associada a uma inibi¢cdo dos
sistemas inibitorios ou a uma hipersensibilidade das fibras de condugéo do impulso doloroso.

Os distarbios no SNP produzem combinacbes de sintomas motores, sensoriais e
autondmicos, que sdo essencialmente determinados pela localizacdo das lesdes e classe de fibras
nervosas afetadas, em vez de pela etiologia do processo (Chalk, 2008). As medicag0es podem ser

uteis para fins de tratamento da DN, contudo o alivio completo da dor € minimo com a oferta
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atual e tem uso limitado devido aos efeitos colaterais. A busca por novos compostos como
alternativas terapéuticas para tais distdrbios tém progredido constantemente.

Um recente estudo, demonstrou que o 6leo essencial de Lippia alba e o constituinte
majoritario citral, agem como bloqueador da excitabilidade neural (Sousa et al, 2015). Outros
trabalhos na literatura também relatam efeito de espécies do género Lippia sobre o sistema
nervoso, tais como: anestésico, ansiolitico, anticonvulsivante, sedativo, antinociceptivo (Cunha
et al., 2010, Hatano et al., 2012). Somando-se ao conhecimento etnofarmacologico da L. alba,
que € reportado uso da espécie para uma variedade de afeccBes, dentre as quais se destaca
doencas respiratorias, digestivas, cardiovasculares, para hipertensdo e como sedativa
(Hennebelle et al., 2008), sendo indicada como analgésico e anti-inflamatério. Foi identificada
também a acdo antioxidante in vitro do seu 6leo essencial (Stashenko et al., 2004). Quimiotipo
de extratos hidroalcodlicos das folhas de L. alba, que tinham carvona e geranial como compostos
majoritarios reduziram significativamente a frequéncia e a intensidade da dor, em estudo clinico
de fase 11 (Conde, 2011).

Nesse contexto, é importante investigar o potencial efeito neuroprotetor do 6leo essencial
de L. alba sobre DN ap0s lesdo neuronal, por meio do modelo de lesdo por Constricdo Crénica
do Nervo Ciatico (CCNC), sob uma perspectiva funcional. O modelo de lesdo neuronal por
CCNC foi amplamente empregado para a indugédo de DN em animais experimentais (Bennett &
Xie, 1988; Wang & Wang, 2003), devido similaridade de DN em humanos. Os resultados
mostraram que o tratamento com OELa nos animais submetidos a CCNC, diminuiu a
hipersensibilidade da neuropatia periférica e também evidenciou um potencial efeito
neuroprotetor ao preservar fibras que constituem o potencial de acdo de composto.

Dessa forma, nossos resultados representam evidéncias de que a suplementacédo oral com
0 OELa promove a diminuicdo da hipersensibilidade apds lesdo neuronal que apontam para uma
combinacdo de maultiplos alvos, pelos quais o OELa pode estar atuando. Sendo assim, importante

a investigacdo dos mecanismos que o OELa exerce seu efeito neuroprotetor.

1.1 Oleos essenciais

Os Oleos Essenciais (OE) sdo considerados misturas complexas de substincias, volateis,
geralmente odoriferos e lipofilicos, que podem ser obtidos a partir de qualquer 6rgéo vegetal,
apresentam-se como liquidos oleosos em temperatura ambiente. De forma geral, os OE s&o
substancias instaveis, sobretudo na presenga de calor, umidade, luz, metais, substancias oxidantes
ou redutoras (Simoes et al., 2010; Bakkali, et al., 2008).
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A extracdo dos OE se d&, muitas vezes, por meio de arraste a vapor e, também, através da
técnica de prensagem do pericarpo de frutos. Praticamente todas as partes do vegetal podem
contribuir na sua producdo como cascas, flores, folhas, frutos e rizomas (Bizzo et al., 2009).

E possivel dividir os constituintes dos OE das plantas em duas classes quimicas: terpenoides e
fenilpropandides. Os terpendides possuem a maior diversidade estrutural entre os produtos naturais
advindos de vegetais, com aproximadamente de 29.000 compostos identificados (Adam e Zapp,
1998). Possuem baixo peso molecular e baixa solubilidade em agua. S&o produzidos a partir do
metabolismo secundario junto com a producdo de compostos organicos, e ndo estdo diretamente
ligados ao crescimento e desenvolvimento da planta, e sim com a interagdo da planta com o meio
ambiente (Santos, 2007). Sendo assim, importante para sobrevivéncia da planta e continuidade das
espécies na natureza, por exemplo, considerando a existéncia de funcdes ecoldgicas, especialmente
como inibidores da germinacdo, protecdo contra predadores, atracdo de polinizadores, protecdo
contra a perda de 4gua e aumento da temperatura, entre outras.

Os monoterpenos sdo constituidos de duas unidades de isopreno (Figura 01), tém demonstrado
um perfil promissor podendo penetrar na barreira hematoencefalica e produzir seus efeitos
ansioliticos, sedativos e anticonvulsivantes no SNC (Quintans-Junior et al., 2008; DeSousa, 2011),
atuar como agentes que reduzem o processo inflamatério e também modulam os principais
mediadores quimicos da cascata inflamatdria, como citocinas (de Cassia da Silveira & Sa et al.,
2013; Juergens, 2014).

A diversidade quimica encontrada nos OE, provendo compostos puros a exemplo do limoneno,
citral, citronelal, eugenol, mentol e safrol, pode ser responsavel pela ampla variedade de atividades
farmacoldgicas e, possivelmente, os varios mecanismos de agdo de seus constituintes quimicos
(Oliveira, 2014) atuam de forma sinérgica ou antagbnica (Baser & Buchbauer, 2010; Elshafie et al.,
2015). As moléculas dos constituintes ativos dos OE tém agido como modelo, para que, por meio
de mudancas de grupamentos moleculares e analise de relacdo entre estrutura quimica e acao
farmacoldgica, descubram-se novos farmacos, com maior eficécia e seletividade.

Dessa forma, os OE e seus principais compostos (monoterpenos) sdo importantes por exibir
uma ampla gama de novas entidades bioativas que conferem as plantas medicinais seu potencial

terapéutico.
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Figura 01: Estrutura do Isopreno. Fonte: Reis, 2008.

A presenca desses compostos nos OE pode variar tanto qualitativamente quanto
quantitativamente, e isso se deve a influéncia de varios fatores, dos quais é possivel citar: fatores
climaticos e geograficos, as estacdes do ano, a época de floragdo, solo, indice pluviométrico, partes
da planta e a fase que ela se encontra podem influenciar em conjunto na sintese destes metabolitos.
Além da influéncia de fatores ambientais, ainda é possivel identificar variacdo em funcdo da
variabilidade genética (Oliveira et al., 2006; Camélo et al., 2011). Sendo assim, as diversas
substancias presentes nos OE sdo encontradas em diferentes concentracdes, sendo de duas a trés
substancias majoritarias, que sao geralmente responsaveis pelas propriedades biologicamente ativas

das plantas aromaticas (Tavares et al., 2011).

1.1.1 Lippia alba (Mill.) N. E. Brown e Citral

Lippia alba (Mill.) N.E. Brown é uma espécie pertencente a familia Verbenaceae J. St.-
Hil. A maioria das espécies do género Lippia, esta localizada no Brasil, Paraguai e Argentina
(Praca-Fontes et al., 2011). O Brasil é um dos centros de origem sendo nativa da Mata Atlantica
(Stefanini et al., 2001). Encontrada em todas as areas tropicais e subtropicais da América do
Sul-regides do Brasil, América Central, llhas Caribenhas e na regido sul dos Estados Unidos
(Pascual, et al.,2001). E possivel encontra-la também na india e Australia (Aquino et al., 2010).
Essa larga distribuicdo mostrada na figura 02, levou a geracdo de varios nomes populares, como:
erva-cidreira, falsa melissa, cha-de-tabuleiro, erva-cidreira-do-campo, salva-do-Brasil, erva-

cidreira-brasileira, alecrim-do-mato e alecrim-do-campo (Matos, 2000; Pascual et al., 2001).
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Figura 02 — Distribuicdo geografica da familia Verbenaceae J. St.—Hil. na América do Sul e Europa. Fonte: Missouri
Botanical Garden. (Disponivel em: http://www. mobot. org/MOBOT/research/ APweb/. Acesso em 15 de dezembro
de 2019).

A producédo de OE de L. alba apresenta variacdo quantitativa e qualitativa, levando a sua
separacdo em quimiotipos de acordo com seus principais componentes (Hennebelle et al., 2008).
No Brasil, existem pelo menos trés principais quimiotipos de L. alba com uma grande variacéo
em alguns terpenoides, especialmente citral, carvona e linalol. Portanto, tendo diferentes efeitos
farmacoldgicos (Linde et al., 2016).

Do ponto de vista botanico, L. alba (Figura 03) é um subarbusto de variavel morfologia,
que possui ramos esbranquicados finos, quebradicos e arqueados, suas folhas possuem formato
eliptico que varia na largura, mas possui apice agudo, estdo dispostas de forma opostas (Matos,
2000). Podem atingir até cerca de 3 metros de altura, e podem florescer o ano todo. Possui
inflorescéncias que variam nas cores, podendo ser brancas, rosas ou violeta, que formam com o
calice frutifero uma porgdo dispersora de sementes através do vento (Salimena, 2002). E
considerada uma planta rdstica, porte arbustivo, com ciclo perene e veloz crescimento e
desenvolvimento, que facilmente se coloniza através de enraizamento dos ramos que tenham
contato com o solo (Biasi & Costa, 2003). Habitualmente apresenta-se prostrada, decumbente, e
seu potencial colonizador se encontra facilmente em solos arenosos, quanto em margens de rios,

lagos e acudes (Stefanini et al., 2001).
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Umas das formas de reconhecer a L. alba é observando suas folhas (Figura X) que séo
simples, inteiras, serrilhadas, oblonga, agudas e dispostas de formas opostas, ocorrem em
numero de duas por nd. S80 membranaceas, pecioladas, pubescente e com aroma citrico

caracteristico (Castro, 2001).

Figura 03: Folhas da espécie de L. alba (Mill.) N. E. Brown. Fonte: Coutinho Neto, 2007.

1.1.2 Atividades Bioldgicas

Diversas pesquisas etnofarmacoldgicas constataram uma grande variedade no uso tradicional
da L. alba, sendo as principais indicacbes, como: analgésico, anti-inflamatério, antipirético,
sedativo, tempero culinario, disenterias e diarreias, doencas cutaneas, doencgas hepaticas, colicas
menstruais, antiespasmaodico, tratamento de sifilis, gonorreia, doencas respiratorias, digestivas,
cardiovasculares, para hipertensdo e como sedativos (Medzhitov, 2010; Hennebelle et al., 2008).

Para esses fins terapéuticos observa-se diversas formas de utilizacdo da L. alba, de suas folhas
ou raizes, como chas, infusbes, banhos, extratos alcoolicos, compressas, xaropes (Julido et al.,
2003).

Os principais estudos farmacoldgicos, decorrentes do uso popular, constataram diversas
atividades cardiovasculares (Gazola et al., 2004), anticonvulsivante (Soares, 2001), sedativo,

analgesico, broncodilatador (Carvalho et al., 2018) antioxidante, anti-inflamatorio (Viana, 1998;
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Zétola et al., 2002; Hennebelle et al., 2008; Haldar et al., 2012; Hatano et al., 2012), bem como
efeitos antiulcerogénicos (Pascual et al., 2001).

Considerando as atividades bioldgicas de extratos e/ou fracdes polares da espécie L. alba,
foram realizados estudos in vitro que constataram: atividade antioxidante, que preserva o DNA de
um possivel estresse oxidativo (Ramos et al., 2003); atividade antimicrobiana evidenciada contra
bactérias gram positivas (Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae e Streptococcus
pyogenes), causadoras de infeccOes respiratorias (Caceres et al., 1991). Em outro estudo usando
extratos hidroalcoolicos a 90% de teor alcoolico ndo se observou atividade antimicrobiana, porém,
evidenciou-se que 0 mesmo apresentou atividade antifungica moderada contra C. Krusei (Holetz et
al., 2002). Atividade antimicrobiana foi encontrada por Mamun-Or-Rashid et al., 2012, utilizando
extrato etanolico de raiz de L. alba contra S. aureus e Klebsiella pneumonia, Bacillis subtilis,
Sacrinautea, Xanthomonas campestri e Escherichia coli (Mamun-Or-Rashid et al., 2012). Em
outras espécies de microrganismos utilizando extratos brutos, OE e mel do néctar das flores de L.
alba, esta atividade também foi mostrada frente ao fungo Candida albicans (Holetz et al., 2002),
contra os virus da Herpes simples tipo | e da polio tipo 2 (Andreghetti-Frohner et al., 2005), contra
0 virus influenza tipo A (subtipo H3N2) (Ruffa et al., 2004) e contra a replicacdo do virus da febre
amarela (Gomez et al., 2013). Constatou-se ainda acdo em potencial frente a fungos dermatéfitos
com OE rico em linalol (Costa et al., 2013).

No intuito de avaliar um dos seus principais usos tradicionais, modelos de investigacdo que
usaram a L. alba para hipertensao observaram que o extrato da mesma reduziu a frequéncia cardiaca
em coracdo isolado de rato, porém sem mudanca da sua forca contréatil (Gazola et al., 2004). Em
artéria mesentérica isolada de ratos, o OE de L. alba apresentou vasorrelaxamento independente de
endotélio (Maynard et al., 2011) e ainda acdo hipotensora causada pelo quimiotipo citronelol
(Bastos et al., 2009).

Foi investigada a acdo antioxidante do OE das folhas de L. alba, obtidos por hidrodestilacéo, e
constatou-se resultado significativo semelhante ao da vitamina E, usada como controle positivo
(Stashenko et al., 2004). Identificado também em extratos metanolicos das folhas de L. alba, que
mostrou propriedade antioxidante atribuida a flavonoides e cumarinas (Hennebelle et al., 2008).

Na realizacdo de testes in vivo observou-se que a infusdo da L. alba protege contra o
aparecimento de Ulceras gastricas induzidas por indometacina, considerando assim sua atividade
antiulcerogénica (Pascual et al., 2001), e ainda relatos da mesma atividade determinada por
constituintes majoritarios, como 1,8-cineol (Santos e Rao, 2001), linalol (Barocelli et al., 2004),

limoneno (Moraes et al., 2009) e citral (Ortiz et al., 2010). Em testes realizados in vivo em juvenis
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de jundié observou-se que o OE de L. alba € eficaz na inducéo da sedagéo e anestesia (Cunha et al.,
2010).

O citral é um quimiotipo da L. alba, bastante estudado. Apresenta atividades bioldgicas
tais como: calmante, antiespasmadica, analgésica, sedativa, ansiolitica, e antibacteriana (Silva et
al., 2012; Sena Filho, et al., 2006). E um monoterpeno bastante apreciado pelas indUstrias de
alimentos, farmacéuticas e ainda de cosméticos e perfumaria (Lalko & Api, 2006). E possivel
defini-lo como um metabdlito secundério, resultante da unido de dois aldeidos isométricos: o
trans- isdmero geranial ((E)-3,7-dimetil-2,6-octadienal) e o cis-isbmero neral ((z)-3,7-dimetil-
2,6-octadienal) (Matos, 2000). O geranial representa até 55-70% desta combinagdo, possuindo
um forte odor citrico. O neral corresponde até 35-45%, menos expressivo e apresenta um aroma
mais suave.

E um constituinte que apresenta aroma bastante caracteristico, comparado ao intenso odor
do limdo, o que conferiu ao citral grande aplicabilidade nas industrias de perfumaria, detergentes
e alimenticias, bem difundido na cozinha do Sudeste Asiatico (Dudai et al., 2005). Além disso, é
utilizado na producéo das ionona, beta caroteno e para composicéo da vitamina A (Martins et al.,
2004).

Como o citral estd como constituinte majoritario em varias plantas medicinais € atribuido
a sua molécula algumas atividades bioldgicas. Observou-se atividade antisséptica (Harborne et
al., 1999), acdo calmante e espasmolitica (Matos, 2000). Na espécie Cybopogon citratus onde
mais de 70% do seu Oleo essencial é constituido de citral, atribuiu-se a esta a responsabilidade
pelas atividades: antifngica (Paranagama et al., 2003; Mahanta et al., 2007; Rozwalka et al.,
2008; Guimardes et al., 2011; Aquino et al., 2012), anti-helmintica (Almeida et al., 2003),
antibacteriana (Pereira et al., 2004; Vargas et al., 2010; Valeriano et al., 2012), antiprotozoarios
(Rojas et al., 2012), repelente (Yanes, 2011), larvicida (Furtado et al., 2005; Freitas et al., 2010),
inseticida (Soares et al., 2011), anti-mutagénico, antimicrobiano e inibidor enzimatico (Rao et
al., 2005).

A acgdo antinociceptiva do citral foi demonstrada em camundongos submetidos a
diferentes modelos experimentais de nocicepgdo aguda e cronica. O pré-tratamento com citral
(25, 100 ou 300 mg/kg, v.0.) inibiu a contorcdo induzida por formalina nas fases neurogénica e
inflamatdria (inibicdo de 54% e 65% com dose de 300 mg/kg, respectivamente). Esse resultado
demonstra o potencial do citral para o tratamento da dor inflamatoria e neuropética (Nishijima et
al., 2014).

25



Estudos realizados para avaliarem propriedades sedativas, mostrou acdo fraca ou
moderada do citral sobre os receptores benzodiazepinicos (Hennebelle et al., 2008). A atividade
da carvona, outro quimiotipo do OE de L. alba, evidenciou acdo ansiolitica (Hatano et al., 2012).

Efeito anticonvulsivante de trés quimiotipos foi testado. Os animais foram tratados com
citral (100 mg/kg, i.p.), a-mirceno ou limoneno (200 mg/kg, i.p.), e apresentaram aumentos
significativos na laténcia de convulsdo e porcentagem de sobrevida. A associacdo de OE ao
diazepam potencializou significativamente seus efeitos, sugerindo um mecanismo de acao
semelhante (Almeida et al., 2011). Atividades antinociceptiva e antiedematogénica dos
quimiotipos citral-limoneno e carvona-limoneno mostraram resultados significativos para os

testes de placa quente e contor¢des abdominais (Viana et al., 1998).

1.2 Dor

A Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP) define dor como uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada ou relacionada a lesdo real ou
potencial dos tecidos. A dor refere-se a percepcdo de um sentimento ou sensacao, na qual cada
individuo expressa de acordo com o aprendizado frente as suas experiéncias prévias. Por
envolver sensacdes fisicas e psiquicas, se torna dificil de defini-la e trata-la, sendo responsavel
pela maioria das queixas dos pacientes.

A dor pode ser classificada de acordo com a duracdo e patogénese. De acordo com a
duracdo pode ser aguda e cronica. A dor aguda é de caréter fisiologico, sendo deflagrada por
lesdo corporal e tem funcdo de alerta e defesa contribuindo para a preservacao da vida (Oliveira,
2001). Possui inicio subito relacionado a afec¢bes traumaticas, infecciosas ou inflamatorias.
Espera-se que desapareca ap0s intervencdo na causa como a cura da lesdo, imobilizacdo ou em
resposta a medicamentos. Alguns sinais associados a dor sdo de natureza neurovegetativa como
aumento da pressdo arterial, taquicardia, taquipneia, agitagdo psicomotora e ansiedade (Brasil,
2001).

A dor quando se torna cronica, ndo tem papel fisioldgico e pode constituir razdo para
incapacidade funcional, situacdo que justifica medidas destinadas a sua supressdo. Muitas vezes
manifesta-se na auséncia de agressdes teciduais, tal como ocorre em casos de neuropatia
periférica ou central e em certas afeccGes psicopatolégicas (Teixeira & Figuerd, 2001). Enquanto
a dor aguda provoca uma resposta simpatica, a dor cronica permite uma adaptacdo a esta
situacdo. Nao é bem delimitada no tempo e espaco e persiste em condigdes patoldgicas cronicas
de forma continua ou recorrente. Normalmente, resulta em respostas emocionais de ansiedade e

depresséo (Brasil, 2001).
26



De acordo com a patogénese, a dor pode ser principalmente nociceptiva e neuropatica. A
dor nociceptiva ocorre por ativacdo fisiologica de receptores, nos tecidos periféricos, ou da via
dolorosa e esta relacionada a lesdo de tecidos dsseos, musculares, pele ou ligamentos (Bryce,
2012; Treede et al., 2008), podendo ser subdividida em dor musculoesquelética e dor visceral. A
dor musculoesquelética é uma forma de dor comum e frequentemente experimentada por trauma
ou inflamacao nos 0ssos, articulages, musculos ou outro tecido conjuntivo. Também pode surgir
de instabilidade mecéanica, espasmos musculares ou sindromes de uso excessivo como tendinite
ou bursite. Para esta classe de dor, é necessario que o paciente tenha pelo menos alguma
sensacdo preservada onde a dor estd localizada. A evidéncia de patologia musculoesquelética
subjacente a dor também deve existir (Widerstrom-Noga et al., 1999). A dor visceral é
tipicamente mal localizada e € o resultado da ativacdo de nociceptores nos orgaos e tecidos
abdominal, toracico ou pélvico. Esta dor é frequentemente associada a diagndsticos como
infartos do miocéardio, colecistite e calculos renais. Podem ser ativadas por estimulos como
distensdo, compressao, inflamacdo e isquemia que afetam os 6rgdos viscerais (Widerstrdm-Noga
etal., 1999).

A DN ¢ definida como uma dor que ocorre em areas ou 6rgaos envolvidos em lesdes ou
doencas neuroldgicas (Backonja, 2003), pode ser dividida em DN central e DN periférica. Uma
lesdo no nervo periférico gera DN periférica, tais como lesdes traumaticas, dor pds- amputacéo,
mono ou polineuropatias periféricas dolorosas, neuralgia trigeminal ou aracnoidite. Em
contraste uma lesdo no SNC gera DN central, no caso da esclerose multipla, tumores de origem
encefélica, doenca de Parkinson ou epilepsia (Costa, 2009). Em geral, os individuos com lesao
da medula espinal ttm DN central, no entanto aqueles que tém uma lesdo na medula espinal
devido a trauma também podem ter DN periférica. Independentemente da origem da DN, as

opcdes de tratamento sdo as mesmas (Widerstrom-Noga et al., 1999).

1.2.1 Fisiologia da Dor

A compreensdo dos varios mecanismos envolvidos na fisiopatologia da dor é importante,
pois permitira uma decisdo racional com relacdo ao plano da terapéutica para o paciente (Jones,
2001). A medida que varios mecanismos compartilhados s&o identificados entre dor nociceptiva
e neuropdtica justifica a reconsideracdo da nossa compreensdo, diagnostico e tratamento destas
(Bennett, 2006).

O componente fisiologico da dor € chamado nocicepgdo, que consiste dos processos de
transducdo, transmissdao e modulacdo de sinais neurais gerados em resposta a um estimulo

nocivo externo (Tranquilli, 2004). Na transducéo, a energia do estimulo externo é convertida em
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atividade eletrofisioldgica. Qualquer que seja a natureza do estimulo, este provoca de imediato
uma mudanca no potencial de membrana, que altera a permeabilidade de ions surgindo uma onda
de despolarizacao/repolarizacdo, que é transmitida unidirecionalmente ao longo da membrana da
célula nervosa, desde a periferia até ao SNC. Na segunda fase, da transmissdo, a informacao
codificada é transmitida através da via medular espinal para o tronco encefalico e talamo
(Dourado, 2007; Moffat & Rae, 2010). Esse mecanismo de nocicepcdo é mediado por
nociceptores, que sdo receptores sensoriais especializados responsaveis pela deteccdo de
estimulos nocivos, transformando os estimulos em sinais elétricos, e conduzidos ao SNC como
supracitado. Estes receptores sdo chamados terminacOes nervosas livres das fibras aferentes
primarias Ad e C, distribuidas em todo corpo, sensiveis aos estimulos mecénicos, térmicos ou
quimicos (Min, et al., 2016). A classificacdo do nociceptor é baseada na classificacdo da fibra
nervosa da qual este compde a extremidade terminal (Patel, 2010).

As projecdes para o cOrtex cerebral sdo enviadas por vias ascendentes da medula espinal:
sistema coluna dorsal-Lemnisco medial e sistema antero-lateral, como mostrado na figura 04. No
sistema medial, projetam-se para o cortex cingulado anterior e o cértex insular. No sistema
lateral, os neurdnios sdo projetados para o cortex somatossensorial. O sistema lateral esta
envolvido na percepcéo da intensidade da dor e no local da transmissdo; o sistema medial esta
envolvido na ansiedade e no medo associados a dor (Nishikawa, 2017). Estas vias de projecoes
podem ser consideradas como uma cadeia de trés-neurdnios, com o neurénio de primeira ordem
originado na periferia e projetando-se para a medula espinal, onde tém seus corpos celulares no
ganglio da raiz dorsal. O neurdnio de segunda ordem ascende pela medula espinal ao talamo, e
deste, parte o neur6nio de terceira ordem que se projeta para o cértex cerebral (Tranquilli, 2004)
(Figura 04). Portanto, participam da transmissdo rostral através da medula espinal até centros
supraespinais como o mesencéfalo e cortex (Drewes, 2006).

Os neurdnios de primeira ordem sdo classificados em trés grandes grupos, segundo seu
diametro, grau de mielinizacdo e velocidade de condugéo (Klaumann et al., 2008). Essas fibras
foram denominadas como grupos A e C, suas propriedades estdo sumarizadas no quadro 01. As
fibras A sdo consideradas as mais calibrosas e as fibras C as mais delgadas. As fibras A sdo
subdivididas em fibras alfa (13-20 um), beta (6-13 pum), gama (3-8 um) e delta (1-5 pum). Dentre
estas fibras, aquelas mais calibrosas mostram uma velocidade de conducé@o mais rapida do que as
de menor calibre. As fibras C tém uma espessura que varia entre 0,5-1 um e velocidade de

conducéo de 0,5a 2 m/s.
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Figura 04: Principais vias ascendentes e descendentes da dor e estruturas associadas. Vias nociceptivas ascendentes
rapidas (vermelhas) e lentas (verdes). Tratos inibitérios descendentes (azul).
NA, noradrenalina; 5-HT, 5-hidroxitriptamina. A zona marcada com uma seta no corno posterior da medula espinhal
é o principal local de convergéncia das vias ascendentes e descendentes. Adaptado de Steeds, C.E., 2013.

O tipo de impulso transmitido esta relacionado com o tipo de fibra que o transmite, este
padrao é explicado pela diferenca na velocidade de propagacao do impulso nervoso nos tipos de
fibras. Ou seja, fibras de conducdo rapida, como A alfa, beta e gama, conduzem estimulos de
propriocepcao e tato, enquanto fibras A delta, que sdo mais lentas sdo responsaveis pela primeira
fase da dor, rapida e forte, do tipo picada ou ferroada e sdo sensiveis a estimulos mecéanicos
intensos (mecanorreceptores de alto limiar) e térmicos. As fibras C, também mais lentas,
conduzem estimulos dolorosos (Okeson, 2005), que produzem uma segunda fase de dor mais
difusa e persistente, e possuem receptores de alto limiar para estimulos térmicos e/ou mecanicos.

O quadro 01, abaixo resume as principais caracteristicas destas fibras nervosas.
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Tipo Grupo Diametro Velocidade de Funcéo
(um) conducéo (m/s)
15-20 50-120 Fibras motoras para musculo
A alfa (o) esquelético; Propriocepcao
la 15-20 70-120 Terminacdes primarias no fuso
A alfa (o) muscular
Aferentes no 6rgao tendinoso de
Aalfa(a) |, 12-20 70-120 Golgi
TerminagOes secundérias nos
A beta () I 5-10 30-70 fusos musculares, tato, presséo
A gama 3-6 15-30 Inervacad motora dos fusos
musculares
)
A delta I 2-5 5-25 Receptores de pressdo, dor
©) rapida e aguda; temperatura.
B <3 3-15 Autonbémica pré-ganglionar
C, raiz v 0,4-1,2 0,5-2 Sensibilidade dolorosa e térmica
dorsal (ndo-mielinizadas)
C, 0,3-1,3 0,7-2,5 Pds-ganglionar simpatica
simpatico (ndo-mielinizadas)

Quadro 01: Classificagdo funcional das fibras nervosas de mamiferos. A classificacdo do | a IV aplica-se somente a
fibras sensoriais. Fonte: Erlanger e Gasser (1930).

As fibras aferentes primarias terminam no corno dorsal da medula, esta pode ser dividida
em seis laminas de acordo com as caracteristicas citologicas de seus neurdnios. A maioria dos
neurdnios da lamina | responde exclusivamente a estimulos nocivos, recebem conexdes diretas
de fibras Ad e C. A lamina Il é formada quase que exclusivamente por interneurénios
excitatorios e inibitorios, alguns dos quais respondem somente a aferéncias nociceptiva. As
laminas 11l e IV contém neurdnios que recebem aferéncias de fibras A beta, respondendo
predominantemente a estimulos ndo-nocivos. A lamina V recebe aferéncias de fibras A beta, A
delta, C e também de estruturas viscerais (Purves et al., 2005). Os neurdnios da ldamina VI estdo
conectados de forma monossinaptica com aferentes A de musculos e articulagdes e respondem a
estimulos in6cuos. No corno ventral, os neurdnios das laminas VII e VIII respondem a estimulos

nociceptivos, de forma mais complexa, através de conexdes polissinapticas (Pisera, 2005).
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As fibras aferentes de primeira ordem formam conexdes diretas ou indiretas com uma das
trés populagbes de neurbnios do corno dorsal da medula: 1) interneurbnios excitatorios e
inibitdrios; 2) neurdnios proprioespinais que extendem-se por multiplos segmentos espinais e
estdo envolvidos na atividade reflexa; 3) neurénios de projecdo de ampla faixa dinamica (WDR),
efetivos na discriminacéo entre diferentes intensidades de estimulos dolorosos (Klaumann et al.,
2008). Os trés componentes sdo interativos e essenciais para o processamento da informacao
nociceptiva, facilitando a geracdo de uma resposta apropriada e organizada a dor (Drewes, 2006).

A comunicacdo da informacdo nociceptiva entre neurdnios ocorre por mediadores
quimicos (neurotransmissores) que sdo aminoacidos excitatorios ou inibitérios e neuropetideos
produzidos, armazenados e liberados tanto nas terminagdes dos nervos aferentes como nos
neurdnios do corno dorsal. Os principais aminoacidos excitatdrios sdo o glutamato e o aspartato,
porém, em fibras aferentes do tipo C também se encontra uma variedade de neuropeptideos
como a substancia P, neurotensina, peptideo intestinal vasoativo, peptideo relacionado com o
gene da calcitonina e colecistocinina (Lamont e Tranquilli, 2000; Rygh et al., 2005).

Nos terminais nervosos no corno dorsal da medula espinal, os canais de célcio
dependentes de voltagem do tipo N liberam neurotransmissores, como o glutamato e a substancia
P, que atuam nos receptores pds-sinapticos. Essas substancias quimicas influenciam o grau de
atividade do nervo e assim a intensidade da sensacdo de dor. Este passo é regulado tanto por
interneurdnios inibitérios locais quanto por neurbnios de projecdo descendente do tronco
encefalico da medula espinal. Os principais neurotransmissores inibitérios incluem peptidios
opiodides, norepinefrina, glicina e acido y-aminobutirico (GABA).

A inibicdo pré-sinaptica da liberacdo de glutamato possui efeitos neuroprotetores e parece
ser uma melhor alternativa, pois ndo causa os efeitos colaterais normalmente provocados pelos
antagonistas de receptores tipo NMDA e AMPA (Lagréze, 2001).

Cada estimulo esta associado com certo grau de inflamacdo levando a sensibilizacdo
periférica. A inflamacdo € uma tentativa protetora do organismo de remover os estimulos
prejudiciais e iniciar o processo de cicatrizagdo. No entanto, o resultado pode ser prejudicial se
levar a inflamac&o crénica sem resolugédo do processo prejudicial subjacente (Medzhitov, 2010).

No local da lesdo ocorre uma cascata de eventos bioguimicos envolvendo o sistema
vascular regional, sensibilizacdo do sistema imunologico e diferentes tipos de células
encontradas no tecido envolvido (Ferrero-Miliani et al., 2007). Esses eventos induzem a resposta
inflamatdria, na qual ha um aumento da permeabilidade das células do revestimento endotelial e
influxos de leucocitos no intersticio, explosdo oxidativa e liberacdo de citocinas [interleucinas e

fator de necrose tumoral-a (TNF-a))]. Ao mesmo tempo, ha também uma indugao da atividade de
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varias enzimas (oxigenases, 0xido nitrico sintases, peroxidases), bem como o metabolismo do
acido araquidoénico (Gomes et al., 2008).

Todos estes fatores induzem a ativacao das fibras nociceptivas prolongando a liberacdo
de mediadores pro-inflamatorios que podem causar alteraces no SNC, resultando em DN,
quando o estimulo nocivo ndo é transitorio e pode estar associado com inflamagéo e injdria
nervosa significativa. Sob tais circunstancias, alteracbes dindmicas no processamento da

informacdo nociva sao evidentes no sistema nervoso periférico e central (Klaumann et al, 2008).

1.2.2 Dor Neuropatica (DN)

A DN é definida pela IASP como dor causada por uma lesdo ou doenga do sistema
nervoso somatossensorial (Haanpaa et al., 2011). O termo “doen¢a” refere-Se a processos
patoldgicos especificos, como doencas autoimunes, canalopatias, tornando a dor um estado
patoldgico e ndo um estado fisiologico de protecdo a lesdo no corpo (Bennett, 2003), e o termo
“lesdao” se refere a um dano macro ou microscopicamente identificavel (Garcia, 2010). Assim, a
DN é uma condicdo debilitante de dor crénica causada por uma consequéncia direta de lesdo, ou
disfuncdo dos neurdnios somatossensoriais (Kaur, 2016). De dificil tratamento (Carlton et al.
2009; Toth, 2011), afetando a qualidade de vida e reduzindo a produtividade individual e
aumentando o custo por recursos de salde dos pacientes (Navarro et al., 2011).

A literatura relata uma prevaléncia de DN que varia entre 6,9 e 10%. Estas diferencas
destacam as dificuldades, ja que ndo tem sido realizada avaliacdo padronizada para a
identificacdo da DN nos estudos epidemioldgicos (van Hecke, 2014). Na América Latina, afeta
2% da populacdo, os casos mais comumente encontrados nesta regido foram lombalgia com
componente neuropatico, neuropatia diabética, neuralgia pos-herpética, e DN como complicagédo
poOs-operatdria (Garcia, 2010). No entanto, a prevaléncia de DN provavelmente aumentara no
futuro, devido ao aumento da sobrevida de pacientes com doencas cronicas e ao envelhecimento
populacional, ja que a DN é mais freqliente no idoso, portador de enfermidades como a herpes
z6ster e diabetes (Schestatsky, 2008).

A DN pode ser classificada como periférica (mononeuropatia periférica e polineuropatia
dolorosa) ou central (p6s-AVC, apds lesdo da medula espinhal) e pode ser originada por lesdo do
nervo apés uma grande variedade de condicGes/eventos, tais como: trauma direto no nervo,
inflamacao/neurite/compressdo do nervo, diabetes, infecgdes (herpes zoéster, HIV), tumores
(compressdo nervosa/infiltragdo), toxinas (quimioterapia) e doencas que afetam o sistema

nervoso periférico e central (Smith, 2004).
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As pessoas que experimentam DN freqlientemente apresentam dores espontaneas e
evocadas (Bryce, 2012). As dores espontaneas sdo descritas como parestesias e disestesias. A
parestesia € uma sensacdo anormal, como os formigamentos e os agulhamentos. Ja a disestesia é
uma sensagdo desagradavel, normalmente de “queima” provocada provavelmente por descargas
ectopicas em qualquer tipo de fibra nervosa. As dores evocadas sdo chamadas de hiperalgesia e
alodinia. A hiperalgesia, também chamada de hiperpatia, é a resposta exagerada a um estimulo
doloroso e a alodinia é uma dor produzida por um estimulo que normalmente ndo causa dor,
como por exemplo, um toque leve na pele (Woolf e Max, 2001; Woolf, 2004). Esta condicéo
parece envolver fibras aferentes (A), que medeiam a sensagdo tatil, mas ndo a dor em condigdes
normais (Nishikawa & Nomoto, 2017).

A origem da dor pode ser de neurdnios ndo lesionados projetando-se para nervos
lesionados (Koltzenburg et al., 1994; Ali et al., 1999). Esta diferenca na qualidade e no padréo de
alteracdo da sensibilidade dolorosa ocorre devida uma reorganizagdo da transmissé@o sensorial,
um processamento anormal das informacgdes sensoriais pelo o sistema nervoso apos lesdo do
nervo (Boyce-Rustay & Jarvis, 2009). Tais mudancas incluem alteraces na expressdo de
neurotransmissores, neuromoduladores, receptores, canais i0nicos e proteinas estruturais
(Mathews, 2008). Dessa forma, a dor cronica est4 associada a uma grande variedade de padrdes
desordenados de neurotransmissdo em multiplos niveis do neuroeixo.

Ha situacGes com lesdo neuronal definida, sem exibicdo de dor, como na sindrome das
pernas inquietas, e condi¢cbes com dor sem lesdo neural comprovada, como nas neuralgias
(Griffin; Mcarthur; Polydefkis, 2001).

1.2.3 Mecanismo da DN

A DN é um fenébmeno complexo causado por interacdes entre multiplos sistemas
fisiologicos, incluindo o sistema imunoldgico. As citocinas pré e anti-inflamatérias parecem
desempenhar um papel importante no desenvolvimento da DN (Hung, 2017). Estudos
experimentais revelam que a inflamacdo € a principal causa de DN. As citocinas inflamatdrias e
0 estresse oxidativo junto com mediadores alogénicos liberados apds lesdo no nervo induzem
DN através da sensibilizacdo dos receptores nociceptivos (Goecks et al., 2012; Pathak,et al.,
2013). Assim, uma grande quantidade de receptores, neurotransmissores, sistemas secundarios
de mensagem, fatores de transcri¢do e outras moléculas de sinalizacéo (Scholz & Woolf, 2002),
alem da excitagdo excessiva de canais i0nicos contribuem para sensagdo de DN (Zimmermann,
2001).

A ativagdo intensa e frequente dos neurbnios aferentes primarios promove na medula
espinhal, a liberagdo continua de neurotransmissores excitatorios, como o glutamato, ativando o0s
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neurbnios medulares secundarios. Assim, esses eventos induzem a reorganizagao neuroquimica
da medula espinhal, associada a hiperplasia das células da glia e a neuroinflamagdo, o que
contribui para a atividade espontanea e maior capacidade de resposta (Schmidt et al., 2010).

Lesdo de fibras distais ao Ganglio da Raiz Dorsal (GRD) resulta em Degeneracédo
Walleriana (DW) no local, associada a fendmenos inflamatérios e ativagdo de macrofagos,
facilitando descargas elétricas anormais de regides ndo comprometidas pela lesdo (Kraychete.
Gozzani e Kraychete, 2008). As alteracdes elétricas sdo expressas por atividade elétrica continua
anormal a partir de neuromas formados ap6s lesdo neural em neurdnios aferentes axotomizados
(Devor; Seltzer, 1999) e pode induzir sensibilizacdo central (Coderre et al., 1993). Ocorrem
também alteracGes génicas na expressdo e atividade de canais de calcio e sodio associados a
geracdo de potencial de acdo, repetido ou prolongado em aferentes sensoriais primarios,
desencadeando uma sensibilizacdo periférica (Scholz e Woolf, 2002).

No corpo celular, as alteracGes génicas pode se da devido as fibras sensitivas iniciarem a
DW (Bennett, 1999), cuja expressdo pode ser a alteracdo do tipo e nivel de neurotransmissor ou
modulador tal como diminuicdo da substancia P e BDNF na fibra C ou aumento de galanina e
substancia P em fibras Ap (Malcangio et al., 2000).

As alteracBes génicas na expressdo dos canais de sodio do tipo Ill, a proteina do canal de
sodio tipo 3 (NaV1.3) e a proteina do canal de sodio tipo 8 (Nav1.8) nos neurbnios aferentes
primarios, pode explicar o aumento da atividade ectopica nas fibras danificadas. O NaV1.3 é um
canal de sdédio que apds lesdo nervosa, se acumula ao redor de neurbnios sensoriais e
desempenha papel significativo no aumento da excitabilidade neuronal, contribuindo para a DN
(Wood et al., 2004). O Nav1.8 estd envolvido predominantemente na abertura dos canais de
sodio em condicgbes fisiopatologicas da dor, sendo assim a localizacdo deste canal sugere que
intervencdes farmacoldgicas podem ajudar na terapia de neuropatias (Lai et al., 2003). Esses
canais de sodio ndo s6 acumulam no local da lesdo no nervo periférico, mas também ao redor e
dentro do GRD intacta. Assim os disparos ectdpicos ocorrem no GRD quando atingem seu limiar
(Amir, 2002).

Outras alteracdes génicas envolvem o aumento da expressdo dos receptores vaniloides
(VR1) e purinérgicos (P2X3). Os P2X estdo acoplados a canais de cations ativados por ATP,
causando despolarizacdo, e sdo mediadores de corrente dos neurbnios sensitivos. Também séo
importantes na nocicepgéo e estdo localizados no GRD, lamina Il da medula espinal e ndcleo do
trato solitario (Fukuoka et al., 2000).

Os VR1 séo canais catidnicos permeéaveis a Na* e principalmente a Ca’™", podendo ser

ativado por baixo pH, altas temperaturas e alguns ligantes enddgenos. S8o essenciais para o
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desenvolvimento e manutencdo da hiperalgesia térmica e alodinea relacionadas a inflamacéo e
injaria tecidual (Fukuoka et al., 2000). A capsaicina é uma proteina expressa predominantemente
pelas fibras aferentes nociceptivas, e possui VR1 especificos nas terminagdes nervosas dos
neurdnios nociceptivos.

Em estudo com ratos diabéticos, ap6s lesdo parcial do nervo periférico mostrou baixa
regulacdo do receptor VR1 nas fibras lesionadas, mas grande regulagdo destes receptores nas
fibras Ap e C intactas no corno dorsal da medula espinal. Visto que ocorre um aumento da
disponibilidade de fatores de crescimento na periferia para estas fibras, estes podem se tornar um
gatilho para as alteragdes génicas. Assim, um aumento de NGF leva a maior liberacdo de
substancia P pelas fibras AP, up-regulation de receptores VR1 e P2X; (Fukuoka et al., 2000),
canais de sddio do tipo 111 ou NaV 1.8 (Boucher et al., 2000), desencadeando maior atividade
elétrica espontanea nessas fibras (Ali et al., 1999).

O brotomento das fibras AP, que normalmente chega as laminas I e II, ou mais profundas,
permite conexdes sinapticas com a lamina 11, sitio de chegada de aferentes nociceptivos da fibra
C, ampliando o campo receptivo do neurbénio e facilitando a interpretacdo de estimulos
mecanicos periféricos indcuos como agressivos e causadores de sensacdo de dor, constituindo o
sintoma clinico denominado alodinia mecéanica (Mannion e Woolf, 2000) (Figura 05). A
persisténcia de receptores VR1 nessas fibras proximas a lesdo e no GRD intacto pode ser crucial
para 0 desenvolvimento ou manutencdo da DN (Hudson, 2001), e como esses neurbnios ainda
estdo conectados com seus 6rgdos alvo eles podem ter um papel crucial na geracdo da DN
(Baron, 2006).

Além disso, um neuroma pode se formar no local da lesdo, e descargas anormais
ectdpicas a partir do neuroma parecem ser causadas por alteracfes intracelulares de diferentes
subtipos de canais de sodio (Matzner e Devor, 1994; Black et al., 2008), devido o aumento da
expressao de canais de ions dependente de voltagem nos neurdnios periféricos e espinais. Isto
leva ao aumento da freqiiéncia de disparo, possivelmente resultando em dor esponténea e
sensibilizacdo central (Stacey, 2005). Ocorre também uma maior atividade glutamatérgica e uma
diminuicdo concomitante da neuromodulacdo inibitéria GABAérgica ao nivel do corno dorsal da
medula (Scholz e Woolf, 2002). Esta mudanca no equilibrio de sistemas excitatorios e inibitorios
também incorporam ativacdo de cascatas de sinalizacdo intracelular e recrutamento de
neuropeptideos neurotroficos (Boyce-Rustay, 2009).

AlteragOes estruturais, tais como: degeneragcdo axonal e desmielinizagdo, atrofia
transneuronal, reconexdo e hiperexcitabilidade de circuitos neuronais (Buss & Schwab, 2003;

Jones & Pons, 1998; Ghosh et al., 2009; Yague, 2011), correlacionam-se com o
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comprometimento sensorial e DN. Machado et al., (2000) mostraram que a neuropatia diabética
periférica desenvolveu diminuicdo significativa no numero de fibras mielinicas, aumento no
numero de fibras nervosas de pequeno calibre, aumento do nimero de depositos intraaxonais de
glicogénio, sugerindo processos de degeneracéo, atrofia e desmielinizacéo da fibra nervosa e dos

axonios apos 9° e 12° més do desenvolvimento da diabetes em ratos.
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Figura 05: a) Lesdo neural em fibras C, b) Brotamento de fibras AP no corno dorsal da medula alcangando a 1amina
I1, sitio de chegada de aferentes nociceptivos. Fonte: Camera, 2009.

Em condigdes fisioldgicas, as terminagdes nervosas aferentes primarias ndo sdo sensiveis
as catecolaminas, portanto, o sistema simpéatico ndo causa dor. Estimulos ameacadores que
ativam o sistema nervoso simpatico, geralmente inibem a dor (Wall, 1979, Walters, 1994) por
mecanismos centrais que operam em Varios niveis na via da dor para inibir a transmissdo da
informacdo nociceptiva para o cérebro até que a ameaca tenha passado (Treede, 2016). Durante a
fase de recuperagdo a atividade simpaética intensa cessa e hipersensibilidade dolorosa torna-se
proeminente (Watkins & Maier, 2000, Janig, 2014). Lesbes de nervos periféricos induzem uma
hipersensibilidade noradrenérgica fazendo com que contribua para DN (Schaible e Richter,
2004).

Baixo nivel de atividade simpatica disseminada continua durante a fase de recuperacdo e
niveis mais altos de atividade podem ocorrer em neurdnios simpaticos pds-ganglionares

selecionados intermitentemente durante reflexos autondmicos (Janig, 2014). Sugere-se que o
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mecanismo da ativacao simpatica é determinado pelo aumento da resposta dos nervos lesionados
a adrenalina circulante ou a norepinefrina liberada das terminagdes simpaticas pds-ganglionares
(Devor e Seltzer, 1999). Receptores al-adrenérgicos sao expressos nas terminacfes das fibras
adjacentes as lesionadas. Essas fibras desenvolvem sensibilidade a norepinefrina (Paccola,
2008). Assim, a atividade simpatica continua tem sido implicada como um contribuinte
significativo para a manutencdo de muitos estados de dor cronica (Borchers e Gershwin, 2014,
Drummond, 2013, Mantyh, 2014, Schlereth et al., 2014).

Estudos em ratos, apds dano no nervo ciatico, demonstraram que axdnios noradrenérgicos
cresceram nos GRD provocando estimulagdo simpatica repetida (Mcmachlan et al., 1993). Em
humanos, a noradrenalina aplicada perto de um neuroma ativou as fibras Ad e C produzindo
potenciais de acdo espontaneos (Teixeira, 2001). Além disso, a estimulacdo elétrica da cadeia
simpatica causa liberacdo de noradrenalina endégena aumentando a descarga elétrica em fibras
sensoriais ndo degeneradas apds lesdo e mediadas por receptores a-2-adrenérgicos (Sato e Perl,
1991). De fato, o bloqueio simpético local e as lesbes simpaticas sao amplamente utilizados para
tratar condicBes dolorosas, como a sindrome de dor regional complexa, dor de membro
fantasma, dor do cancer, neuralgia postreperética e dor isquémica (Abramov, 2014, Agarwal-
Kozlowski et al., 2011, Mercadante et al., 2015).

Em modelos animais de DN de ligadura do nervo espinal no nivel de Lg, mais de 60%
dos nociceptores intactos exibem atividade espontanea e mais de 50% respondem a antagonistas
a-adrenérgicos (Garcia-Larrea e Magnin, 2008; Campbell e Meyer, 2006). No entanto, a eficécia
clinica das intervengdes simpéticas ainda nao foi demonstrada de forma conclusiva (Abramov,
2014, Dworkin et al., 2013, Zernikow et al., 2015).

A DN responde pobremente aos opidides e aos antiinflamatdrios ndo esteroidais, e vem
sendo tratada com drogas anti-epilépticas e antidepressivas. Entretanto, ambas tém um uso
limitado devido aos seus efeitos adversos (Backonja, 2000; Tremont-Lukats et al., 2000). Um
dos desafios para a compreensdo e eficicia terapéutica da DN vem da dificuldade de
compreender 0s mecanismos subjacentes, tanto periféricos como centrais. Somando-se a
mudanca dindmica dessas estruturas periféricas e centrais em consequéncia da neuroplasticidade.
Esse fendbmeno pode levar a diversidade de mecanismos ao longo da evolugdo temporal da
condicdo. Nesse contexto, receptores de membrana e canais iénicos, podem sofrer diversidade,
tornando-se assim a intervencdo terapeutéutica cadtica e imprevisivel dentro da bruma de
sintomas inespecificos (De Castro-Costa et al, 1981). Contudo, a compreensao da neurobiologia

da DN, é importante para estudos futuros de alvos terapéuticos.
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1.3 Degeneracdo e regeneracdo de nervos periféricos

Embora os axénios do SNP tenham a capacidade de regenerar, a recuperagao funcional
nos humanos geralmente é incompleta. Os axdnios de grande diametro sdo remielinizados, mas a
mielina é mais fina (Schroder, 1972), a reinervacdo do alvo pode ser lenta e mal direcionada e,
como consequiéncia, os resultados funcionais em pacientes sdo frequentemente pobres (Palispis e
Gupta, 2017).

As lesdes no sistema nervoso podem ser classificadas anatomicamente em trés graus,
segundo Seddon: neuropraxia, axonotmese e neurotmese. Na neuropraxia, a bainha do axénio se
encontra lesada, porém a fibra nervosa esta intacta (sem degeneracdo). J& na axoniotmese e na
neurotmese tem-se a interrupgdo do axonio e do tronco nervoso, respectivamente, seguido de
DW. Sunderland refinou a classificacdo de Seddon dividindo-a em cinco tipos ou graus. A neu-
ropraxia foi classificada como grau I; j& a axonotmese foi dividida em trés tipos, que variam de
acordo com o grau da lesdo. Grau Il — lesdo do axoénio, grau Ill — leséo da fibra nervosa (axénio
+ endoneuro) e grau IV — lesdo do fasciculo (axénio + endoneuro + perineuro). A lesdo grau 1V
tem pior prognostico que a lll, e esta pior que a Il, devido ao risco de uma regeneracao
imperfeita (reinervacdo cruzada), causando déficit motor e sensitivo residual e possivel
necessidade de reeducacdo sensitiva. No grau IV a les@o pode ser tratada através da reparacéo
cirurgica por envolver até o perineuro. Nervos com este tipo de lesdo podem evoluir com a
formacao de neuromas em continuidade e grave comprometimento da funcéo. Na axoniotmese 0
epineuro sempre se encontra preservado. E raramente possivel, através da classificacdo de
Sunderland, classificar com exatiddo uma lesdo axonotmética com base em dados clinicos e
eletromiogréaficos. O subtipo € geralmente discrimindvel pelo exame histoldgico da lesdo do
nervo (Grant, 1999; Lee, 2000). A neurotmese, classificada como lesdo de grau V, todo o nervo
e suas estruturas estdo lesionados. Nao ha integridade do epineuro. A reparacdo sempre é
cirurgica. A regeneracao e reinervagdo nunca € completa e, geralmente, os pacientes evoluem
com alguma deficiéncia residual quanto a funcdo motora e sensitiva (Mattar Junior e Azze,
2000).

As lesdes dos nervos periféricos induzem a degeneracdo dos axdnios lesados causando
déficits funcionais, que podem ser recuperados por dois mecanismos endogenos: a regeneracao
de axonios lesados e o surgimento de axdnios (Navarro et al., 2007), resultando na reinervacao
de alvos desnervados. Cada um desses mecanismos também pode contribuir para a ocorréncia de

efeitos secundarios, como hiperalgesia, hiperreflexia e DN. A reinervagdo bem-sucedida, com
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restauracdo das fungbes motoras e sensoriais normais, depende de diversos fatores, como a
gravidade e o local da lesdo nervosa, a distancia para atingir os alvos distais, a excitabilidade
axonal e o meio inflamatorio da lesdo tecidual (Allodi et al., 2012).

O atraso entre lesdo e degeneracdo axonica é de 24-48 horas em ratos jovens (Lubinska,
1977;) e camundongos (Beirowski et al., 2005), enquanto axdnios de primatas levam vérios dias
para degenerarem (Chaudhry & Cornblath, 1992). Assim, a degeneragdo axonica n&o inicia
imediatamente apds a lesdo. No segmento distal inicia-se uma "fase latente” de intervalos
variados de horas-dias em diferentes espécies, caracterizada por evocacdo persistente de
atividade elétrica e integridade morfologica (Lubinska, 1977; Beirowski et al., 2005). Com o
tempo, a condutividade elétrica do segmento distal falha antes que as alteragdes morfoldgicas se
tornem aparentes, ocorre as primeiras modificacdes, com o aumento da atividade de algumas
proteinases e lipases culminando em desintegracdo do axdnio e mielina que progride distalmente
(Murray, 2005).

A degeneracdo axonal pode ser iniciada por uma ampla gama de gatilhos, tais como
lesGes, injuria toxica e genética, sendo um importante evento precoce em muitas condicdes
patoldgicas (Adalbert et al, 2012; Fischer-Hayes et al, 2013). No entanto, ainda séao
desconhecidos os fatores que governam este processo que estabelece a DW.

A DW corresponde a primeira fase da resposta a leséo, envolvendo destrui¢do de axénios
distais, infiltracdo de macréfagos, ativacdo de uma resposta inflamatdria, desmielinizacdo e
inicio da mitose das Células de Schwann (CS) (Chen et al., 2007; Jessen e Mirsky, 2016).

Os mecanismos moleculares que regulam a DW ainda ndo sdo completamente
compreendidos, mas a compreensdo dos fatores que regulam as respostas rapidas durante a DW
pode revelar os mecanismos subjacentes a reparacdo e regeneracdo do nervo (Boivin et al.,
2007). A degeneracdo intrinseca dos axdnios distais é o evento chave na DW, desencadeando
uma cascata de respostas celulares ndo neuronais, que conduz a producdo de um ambiente que
sustente o crescimento de ax6nios apds a lesdo (Griffin et al., 1995; Vargas e Barres et al., 2007).

As CS apresentam uma notavel participacdo na resposta a lesdo neuronal contribuindo
para capacidade regenerativa do SNP em relacdo ao SNC (Fancy et al., 2011; Rambukkana,
2010). As CS mielinizadas associadas a axdnios isolados respondem a lesdes, antes do inicio da
degeneracéo axodnica, alterando a expresséo génica (Guertin et al, Guertin; Murinson et al, 2005).
Dentro de 48 horas ap6s a lesdo, deixam de produzir proteinas de mielina (Trapp et al, 1988;
White et al, 1989), “upregulate” os genes associados a regeneracdo (GAP-43, fatores
neurotroficos e seus receptores, neuregulina e seus receptores) e comecam a proliferar (Murinson
et al, 2005).
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A resposta precoce das CS a lesdo axonal, resulta na fragmentacdo de seus axonios
associados por espirais citoplasmaticos ricos em actina conhecidas como incisdes de Schmidt-
Lanterman (Catenaccio et al., 2017). Em estagios mais avancados da degeneracdo axonal as CS
desempenham um papel de remocéo de restos de mielina.

Estudos tém demonstrado como as CS e as células do sistema imunoldgico respondem
inicialmente as les6es nos axdnios. Os produtos enddgenos da degeneracao neural, normalmente
ndo presentes no meio extracelular, tais como proteinas de choque térmico (Vabulas et al., 2001),
RNAm (Kariko et al., 2004) e componentes da matriz extracelular degradada (Brunn et al., 2005)
sdo liberados de axo6nios lesionados e estimulam CS e macrofagos, via Receptores Toll-like
(TLRs), a expressdo da Proteina Quimiotatica de Mondcitos 1 (MCP-1/CCL2) (Lee et al., 2006)
e TLR4 (Karanth et al., 2006). A MCP-1/CCL2 estimula a quimiotaxia de mondcitos e varios
eventos celulares associados & quimiotaxia, incluindo o fluxo de Ca* e a expressdo de integrinas.
Também induz expressdo de citocina em mondcitos e, em altas concentracOes, desencadeia a
explosdo respiratoria, que gera espécies reativas de oxigénio (Jiang et al., 1992; Rollins et al.,
1988), conduzindo a ativacdo de cascatas inflamatdrias que podem ser essenciais para promover
a regeneracdo dos axonios (Gaudet et al., 2011). Outras citocinas, como TNFa e IL-1a, também
sdo expressas por CS apo6s lesdo do nervo, seguido pela expressdo de IL-1p e, portanto, também
pode contribuir para a resposta precoce a lesdo (Sawada et al., 2007; Shamash et al., 2002).
Subsequentemente, quando os macrdfagos entram no nervo, eles também expressam TNF-a, IL-
la e IL-1B (Shamash et al., 2002).

De S, (2003), relata que em horas apds lesdo por esmagamento do nervo ciatico, uma
forma da fosfolipase A2, dependente de célcio (FLAc2 grupo IVA) e da FLA2 secretada (FLAs2
grupo 11A) séo expressos nas CS e macrofagos, permanecendo elevadas por duas semanas, o que
se correlaciona com o curso de tempo da DW ap6és lesdo no nervo. Em trés semanas retornam os
niveis basais de FLA2, associando a regeneracao e remielinizacdo do axdnio. Assim, a atividade
da FLAZ2 é necessaria para o inicio da degradacdo da mielina e para a progressdo da DW ap0s
lesdo no nervo (Gaudet et al., 2011).

As FLA2s hidrolisam o fosfolipidio fosfatidilcolina em lisofosfatidilcolina e acido
araquidénico, o primeiro elicita a quebra da mielina, enquanto o segundo produz prostanoides
como a prostaglandina E, a partir da acdo da cicloxigenase (COX). Os prostandides sao
mediadores inflamatdrios que atuam em receptores ligados a proteina G que ativam proteina
quinase A e proteina quinase E, que medeiam a concentracdo intracelular de calcio (Gaudet et
al., 2011; Okuse, 2006). Sendo assim, mecanismos intrinsecos aos axonios lesionados séo

subjacentes a degeneracdo induzida por lesdo, que se desintegram e incham antes da
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fragmentacdo do citoesqueleto (George & Griffin, 1995; Sievers et al., 2003). A entrada de
calcio no axoplasma, a partir de estoques extracelulares e intracelulares (Nikolaeva e Mukherjee,
2005; Stirling e Stys, 2010), também fluindo através do canal de anion dependente de voltagem 1
(VDAC1) da membrana mitocondrial externa das CS, altera a fisiologia mitocondrial e ativa
calpaina. Calpainas s&o conhecidos por regular atividade de varias enzimas, incluindo vérias
proteinas quinases e fosfatases que modificam o citoesqueleto, aléem de clivar proteinas do
citoesqueleto diretamente (Johnson e Guttmann, 1997; Ekinci e Shea, 1999). Assim, a calpaina 1
e 2 integra a protedlise dependente de calcio, um mecanismo ubiquitina chave de modulacao dos
fendmenos de adesdo e migracdo, incluindo inchago, protusdo de membrana, agrupamento de
integrinas e desprendimento do citoesqueleto (Lebart, M.-C e Benyamin, 2006). O momento da
desintegracdo granular do citoesqueleto e degeneracdo do axbnio definem quando comecam o0s
processos degenerativos subsequientes e mais extensos (Gaudet et al., 2011), tais como a
desintegracdo da bainha de mielina, acumulacdo de macrdfagos e regeneracdo axonal (Bisby e
Chen, 1990).

A DW serve para criar um microambiente distal a lesdo favoravel ao recrescimento
axonal dos neurdnios sobreviventes, e as CS promovem o ambiente permissivo a regeneracao
axonal (Chen et al., 2007). Eliminados os restos celulares pelas CS e macrofagos, inicia-se o
processo de regeneracdo (Chen et al., 2007; Navarro, 2007). No local da lesdo ha formagdo do
cone de crescimento e reestruturacdo da matriz extracelular (Martins et al., 2005). As CS se
proliferam e se diferenciam alinhando-se dentro da lamina basal formando as colunas de CS ou
bandas de Blngner, as quais fornecem o suporte mecéanico para 0s ax06nios em regeneracdo
guiando-os em direcdo a célula alvo (Dahlin et al., 2004; Navarro, 2007; Campbell, 2008)
(Figura 06). Nestas células ocorre up-regulation da expressdo de moléculas adesivas e
neurotrofinas, importantes para a fase de regeneracdo (Murray, 2005), estas substancias troficas
fornecidas pelos drgdos-alvo atraem brotos colaterais e terminais do coto proximal (Siqueira,
2007).

Ao mesmo tempo, a remielinizacdo envolve os novos axénios em uma relagdo um-para-
um com as CS. Esta formacdo de bainha de mielina, agora é mais fina e com mais internodos em
comparagdo com a bainha original. A Ultima etapa da regeneracdo envolve a formagdo de
contatos efetivos com os orgaos alvos, seja a formacdo da placa motora ou das terminacdes de
receptores sensoriais (Murray, 2005).

Em experimentos com animais, tem-se demonstrado que hd um crescimento axonal de

2,0 a 3,5 mm/dia em lesGes do tipo neurotmese e de 3,0 a 4,5 mm/dia nas do tipo axonotmese.
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Em humanos, a taxa de crescimento axonal ndo é linear, estima-se que a taxa de crescimento seja
de aproximadamente 1 a 2 mm/dia (Lundborg, 1987).

Mesmo nos melhores resultados funcionais raramente a regeneracdo é completamente
eficaz, podendo resultar em déficits residuais sutis como a perda da destreza ou distarbios
sensoriais, relatados com frequéncia pelos pacientes. Isso pode ser justificado por diversos
motivos como alteragcGes no nimero de conexdes sindpticas no corpo celular, alteragcdes na nova
bainha de mielina, que, em geral, se apresenta mais fina e irregular, falhas na reinervacdo de
parte das fibras motoras acometidas ou reinervacdo de musculos diferentes do previamente

acometido, levando as chamadas sincinesias (Murray, 2005).

Nielina Lanuna basal

Cramatolise

Fragmentos axonais e
de nuelina

Células de Schwann permissivas
da rezeneracio axonal: Bandas de Bimgner

Cone de crescunento

Figura 06: Processo de Degeneragdo Walleriana e regeneracdo no SNP. Fonte: Sacharuk, 2009.
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2. JUSTIFICATIVA

Ap0s lesdo nervosa, sdo liberados citocinas inflamatorias, que resulta em estresse oxidativo
juntamente com mediadores alogénicos induzem DN por meio da sensibilizacdo dos receptores
nociceptivos (Goecks, 2012; Pathak, 2013).

O tratamento paliativo atual da DN ndo possui eficacia farmacoldgica e/ou possuem efeitos
colaterais intoleraveis. Assim, a necessidade de descobrir novos compostos que venham amenizar
ou prevenir lesdes neuronais que acometem individuos com DN, instiga a industria farmacéutica a
buscar na natureza, compostos para a manipulagéo de novas drogas.

Os produtos naturais sdo uma fonte inestimavel de novas entidades quimicas para o tratamento
de varias doencas, incluindo distdrbios inflamatdrios, que na medicina moderna ainda sdo desafios,
visto a oferta dos medicamentos atualmente disponiveis, muitas vezes, ndo sendo eficazes (Dutra et
al., 2016; Suroowan & Mahomoodally, 2018).

Nesse contexto, plantas medicinais e seus metabdlitos secundarios se destacam como uma
opcao interessante para a descoberta de novas moléculas bioativas, principalmente como uma
alternativa para reduzir o processo inflamatorio (De Cassia da Silveira & Sa et al., 2013) e neste
cenario o Brasil €, reconhecidamente, uma fonte de riquezas naturais. Sua flora abriga espécies de
carater medicinal, fornecem diversidade estrutural Unica de novas entidades quimicas que oferecem
oportunidades para a descoberta de novos compostos de baixo peso molecular (Dias et al., 2012).

A L. alba, é um vegetal presente na fitoterapia popular por apresentar uma vasta diversidade de
acOes medicinais. Na literatura, encontramos confirmacdo da eficacia do 6leo essencial extraido de
suas folhas frente a varios disturbios que acometem o sistema nervoso central e periférico. Porém,
ainda ndo ha estudos que envolvam a acao desse 6leo sobre a neurodegeneracdo do nervo. Assim,
torna-se importante analisar a acdo do Oleo essencial de L. alba sobre os parametros
eletrofisioldgicos do nervo citico em ratos com CCNC na pata traseira.

A hipdtese levantada com base nos dados da literatura € que ocorrem efeitos deletérios
neuronais promovidos pela CCNC, que acarreta em aumento na excitabilidade neuronal, e
deprimindo a amplitude do PAC do nervo ciatico de roedores. Nos estudos feitos com o Gleo
essencial da L. alba, o que se sabe até o presente momento € que este age como agente antioxidante
(Fabri et al., 2011) e isso nos leva a sugerir que o 0Oleo essencial da L. alba também pode agir
revertendo o processo neurodegenerativo causado pela CCNC, consequentemente diminuindo a

excitabilidade neuronal e atenuando a degeneragdo da bainha de mielina.

A atividade antioxidante dos 6leos essenciais € uma propriedade bioldgica de grande interesse,
pois podem desempenhar um papel importante em algumas doencas, como disfuncdo cerebral,
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cancer, doengas cardiacas e declinio do sistema imunoldgico. Evidéncias crescentes sugerem que
essas doengas podem resultar de danos celulares causados por radicais livres (Kamatou, 2010).
Diante do exposto, fica demonstrada a relevancia da proposta, que visa contribuir para a descoberta
de um possivel farmaco que possa atuar sobre o sistema nervoso periférico e amenizar as
complicagBes produzidas pelo o processo de neurodegeneragdo. Assim, este estudo é de
importancia tanto do ponto de vista cientifico, tecnologico e financeiro como no ponto de vista
social. Uma vez, que os resultados desse trabalho fortalece as bases cientifica e tecnologicas

agregando valores econdmicos, seguranca e eficicia desta espécie de planta medicinal.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

- Avaliar o efeito do tratamento com o 6leo essencial da Lippia alba (OELa) sobre a neuropatia
causada por Constricdo Cronica do Nervo Ciatico (CCNC) de ratos.

3.2 Objetivos especificos

- Identificar e quantificar os componentes do OELa;

- Avaliar o efeito do tratamento OELa sobre a sensibilidade mecénica de ratos apdés CCNC;

- Avaliar o efeito do tratamento OELa sobre a sensibilidade térmica de ratos apés CCNC;

- Avaliar o efeito do tratamento com OELa sobre a excitabilidade e condutibilidade das fibras do
nervo ciatico de ratos apds CCNC.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Exigéncias legais - aspectos éticos da pesquisa

Toda a proposta da pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte-UFRN, credenciado pela Comisséo Nacional de
Etica em Pesquisa (CONEP), pelos termos da Portaria 196/96 do Conselho Nacional de Satde; com
parecer n° 047.017/2017.

Procurou-se, durante todo o experimento, seguir as normas estabelecidas na Lei Arouca
(11.794/2008), na qual dispGe que todo experimento que cause dor ou angustia ao animal deve ser
desenvolvido sob sedacdo, analgesia ou anestesia adequadas. Também se seguiu normas da
International Association for the study of Pain (IASP) que estabelece que deva se utilizar o menor
namero possivel de animais, que o modelo desenvolvido ndo leve a incapacitacdo definitiva, que
ndo interfira nas suas atividades rotineiras e que se déem condi¢Oes a esses animais para que
possam aliviar a dor (IASP, 1983).

4.2 Material

4.2.1 Oleo essencial da Lippia alba

O OELa foi fornecido pelo Prof. Dr. Sergio Horta e analisado para quantificagdo de seus
constituintes por meio da técnica de cromatografia gas-liquida acoplada a espectrometria de massa,
sob responsabilidade do Dr. Craveiro no Parque de Desenvolvimento Tecnoldgico (PADETEC) da
Universidade Federal do Ceara (UFC).

4.2.2 Animais
Para estudo do tratamento com o OELa, foram utilizados 30 Rattus novergicus, linhagem
Wistar, de ambos 0s sexos, adultos jovens com massa corporea entre 200-250 gramas, provenientes
do Biotério do Instituto Superior de Ciéncias Biomédicas da Universidade Estadual do Ceara-
UECE. Os animais foram mantidos em caixas plasticas, a temperatura controlada (24 + 2°C), com

ciclos claro/escuro de 12/12h, recebendo ragdo (Labina, Purina®) e agua “ad libitum”.

A manipulagdo dos animais foi realizada seguindo os principios éticos para a experimentacao
animal, relatados nos principios éticos da experimentacdo animal do Colégio Brasileiro de

Experimentagdo Animal — COBEA.
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ApoOs 0s experimentos, os animais foram submetidos a eutandsia por inalagdo de CO, e
acondicionados em sacos plasticos sob-refrigeracdo a — 20°C; o recolhimento foi realizado por

empresa especializada no descarte de material bioldgico.

4.2.3 Solucéo
O nervo ciatico foi nutrido com solucéo de Locke modificada, contendo a seguinte composicéo
(em mM): NaCl: 140; KCI: 5,6; MgCl,: 1,2; CaCl,: 2,2; Tris-Hidroximetil-Aminometano (TRIS):
10; Glicose: 10. O pH ajustado para 7,40 + 0,01, utilizando NaOH ou HCI & temperatura ambiente.

Os sais utilizados no preparo da solucdo fisioldgica sdo de grau de pureza analitica, obtidos das
companhias Sigma Chemical Corporation (St. Louis, Missouri, USA), Merck (Darmstadt,

Germany) ou Reagen (Rio de Janeiro, RJ, Br).

4.3 Métodos

4.3.1 Cromatografia gas-liquida acoplada a espectrometria de massa GC/MS

O OELa foi fornecido pelo Prof. Dr. Sergio Horta e analisado para quantificacdo de seus
constituintes por meio da técnica de cromatografia gas-liquida acoplada a espectrometria de massa,
sob responsabilidade do Dr. Craveiro no Parque de Desenvolvimento Tecnoldgico (PADETEC) da
Universidade Federal do Ceara (UFC).

A andlise de GC/MS foi realizada em um cromatdgrafo gas-liquido acoplado a espectrdmetro
de massa do fabricante Shimadzu, modelo GCMS-QP2010S que foi gentilmente concedido pelo
PADETEC. No que refere ao cromatdgrafo, a separacdo dos analitos volateis foi feita com uma
coluna capilar de fase estacionaria RTX-5. Foi realizada a injecdo de 1uL da amostra do OELa pelo
método de injecado splitless a 250 °C no injetor e utilizou-se Hélio como gas de arraste, com fluxo
total de 78,1 mL/min. Todas as especificacOes operacionais estdo presentes na Tabela 01.

No referente as condicBes de injecdo no espectrébmetro de massa, trabalhou-se com uma
temperatura de 260 °C na camara de ions, na interface e no detector. O analisador utilizado é do tipo
quadrupolar a uma voltagem de 70eV e com faixa de aquisi¢do de 33 a 750 daltons. A identificagdo
dos componentes foi baseada na comparacgdo de seu espectro de massa EI com os contidos no banco

de dados do equipamento (Willey 229).
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Parametro Especificacao Observacao

Coluna Capilar RTX-5 30M X0,25mm com filme de 0,1pum

Injecéo Splitless a 250° no injetor Rampa de 2,5°C/min até atingir 150° e
25°C/min  dos 150°C aos 250°C.
Manteve-se por 25min a 250°C.

Gas de arraste Hélio Fluxo total de 78,1 mL/min e fluxo na
coluna de 252 mL/min a uma
velocidade linear de 58,2cm/s com fluxo
de purga de 3,0 mL/min e razédo de split
de 30

Tabela 01: Especificagdes operacionais da analise do OELa por GC/MS.

4.3.2 Procedimento experimental

Para estudo do tratamento com OELa, os animais foram divididos em grupos
experimentais conforme tabela 02 e seguindo o delineamento experimental descrito na tabela 03.

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em 4 grupos: controle tratado com veiculo
(CON); controle tratado com OELa (CON+OELa); grupo submetido a Constricdo Cronica do
Nervo Ciatico- CCNC tratado com veiculo (CCNC); e grupo submetido a CCNC tratado com
OELa (CCNC+OELa).

Os animais dos grupos CCNC e CCNC+OELa tiveram seu nervo ciatico direito da pata
traseira “amarrado” por ligadura frouxa, enquanto os animais dos grupos CON e CON+OELa
foram pseudo-operados (grupo sham), ou seja, realizou-se o procedimento cirdrgico idéntico,
exceto a ligadura do nervo ciatico. Os animais do grupo CCNC+OELa e CON+OELa receberam
por via oral (gavagem) 100 mg/kg do OELa diluido em Tween 1% v/v, diariamente as 10 horas a
partir do dia da operacdo e durante 14 dias.

E importante ressaltar que o nervo esquerdo dos animais do grupo CCNC serviu de
controle interno a fim de comparar a funcionalidade eletrofisiologica entre 0s nervos direito
(submetido a CCNC) e esquerdo (ndo submetido a CCNC) nos animais deste grupo. Assim, o

nervo esquerdo do grupo CCNC constituiu o grupo: NE CCNC (NE= Nervo esquerdo).
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Grupos Tratamento N
CON Sem CCNC na pata traseira direita, tratados | 6
(controle veiculo sham- com agua e o diluente do 6leo Tween a 1%
operados)
CON+OELa Sem CCNC na pata traseira direita, tratados | 8
(controle tratado com com OELa (gavagem-100 mg/kQ)
OELa sham-operados)
CCNC Com CCNC na pata traseira direita, tratados | 8
(tratado com solucao com agua e o diluente do 6leo Tween a 1%
veiculo)
CCNC+ OELa Com CCNC na pata traseira direita, tratados | 8
(tratado com OELa) com OELa (gavagem-100 mg/kQ)
Total 30

Tabela 02: Grupos experimentais, descri¢do e quantidade de animais por grupo de animais (N).

Dial Dias 1-14
Tratamento com OELa ou Tratamento com OELa ou solugao
solucdo veiculo e CCNC na pata veiculo

traseira direita ou sham-operados
Tabela 03: Delineamento experimental da pesquisa ao longo do tempo (em dias da esquerda para a direita).

4.3.3 Modelo de inducdo de neuropatia por Constri¢cdo Cronica do Nervo Ciatico (CCNC)

No presente estudo, foi utilizado o modelo de constricdo cronica do nervo ciatico
(CCNC) de Bennet e Xie (1988). A figura 07 mostra a ilustracdo esquematica do modelo de
inducdo da neuropatia. Previamente os animais foram anestesiados com quetamina (75 mg/Kg) e
xilasina (10 mg/Kg) apo6s realizou-se a tricotomia e anti-sepsia do campo cirdrgico na pata
traseira direita do rato. Com o animal em decubito ventral, foi feita uma incisdo horizontal de
cerca de 3cm na pele que cobre a area entre os musculos gliteo e biceps femoral da pata traseira
(nivel da metade da coxa). O biceps femoral e o gluteo superficial foram separados por
dissecacdo sem corte e 0 nervo ciatico direito foi acessado e exposto. Proximo a bifurcacdo do
nervo ciatico (= 0,5cm), um segmento de cerca de 7 mm do nervo foi exposto e feita a liberagédo
do tecido aderente e entdo atados quatro nos frouxos, com fio de nylon Procare 4-0 ao redor do
nervo a uma distancia de Imm entre si. O maximo de cuidado nas ligaduras foi tomado, de modo
gue os nos foram apenas levemente atados ao redor do didmetro do nervo (mal constritado). O
nivel de constricdo desejado retarda, mas ndo prende a circulagdo através da vasculatura
superficial epineural. Ocorreu uma pequena e breve contracdo da musculatura que circunda a
exposicdo do nervo.

Apos a realizacdo da ligadura nervosa, a camada muscular e da pele foram imediatamente

suturada com fio e um antibidtico topico aplicado de uma sé vez. Em controles pseudo-operados
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(grupo sham), realizou-se o procedimento cirurgico idéntico, exceto a ligadura do nervo ciatico.
Os animais submetidos & cirurgia foram colocados individualmente em gaiolas de propropileno e
administrado na agua de beber ibuprofeno na dose de 0,2 mg/ml VO no periodo noturno por 3

dias.

e
—a2
ﬁ/\gz 0,5cm

Figura 07: lHustracdo esquematica do modelo experimental de neuropatia com base na lesdo de estruturas periféricas
do nervo ciatico. Fonte: Klusakova adaptada (2009).

4.3.4 Avaliacéo da sensibilidade mecanica: Teste de von Frey

A hiperalgesia mecanica foi avaliada no modelo CCNC por meio de analgesimetro digital
(Insight®, Brasil) de acordo com a metodologia descrita por Martinov et al. (2013).

O uso de filamentos de von Frey é um método utilizado para avaliar a sensibilidade
tecidual ao estimulo mecanico, sendo bastante utilizado clinicamente. Este método passou a ser
utilizado também em experimentos laboratoriais, no sentido de avaliar a influéncia de drogas
sobre a sensibilidade nociceptiva em animais.

Brevemente, em uma sala silenciosa os foram selecionados aleatoriamente 5 animais de
cada grupo experimental, e nestes foi quantificado o limiar de retirada da pata, quando aplicado
uma pressdo crescente continua na pata direita traseira do animal. Essa medida foi obtida 24
horas antes da inducdo da CCNC e da administracdo do OELa (ou solucdo salina), sendo
nomeada de medida basal ou avaliacdo do dia 0. Apds indugdo da CCNC e da administragdo do
OELa ou solucéo salina, as medidas foram realizadas nos dias: 52, 72, 92 e 14°, sendo este ultimo
o0 dia da eutanasia do animal. O delineamento experimental seguido estd mostrado no quadro 02.

Os animais foram alocados em caixas de acrilico durante 30 minutos para adaptagéo. O

assoalho da caixa € feito de arame ndo maleavel na forma de rede. Em seguida, foi aplicado um
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estimulo mecénico ndo nocivo, por meio do uso de um anestesiométro digital modelo von Frey
(Insight Instrumentos, Ribeirdo Preto, Brasil), que consiste em um transdutor de presséo
adaptado a um contador digital de forca expressa em gramas (g). O contato do transdutor de
pressdo com a pata é realizado através de uma ponta descartavel de polipropileno. As alteracdes
nos limiares nociceptivos, foram avaliadas exercendo-se uma pressdo linearmente crescente no
centro da planta da pata do animal até a producdo de uma resposta caracterizada como sacudida
(flinches) da pata estimulada. Os limiares nociceptivos referem-se ao limiar nociceptivo de
resposta da retirada da pata que foi aplicado o estimulo mecanico.

Os estimulos mecénicos de presséo sob a pata direita do rato foram repetidos trés vezes,
em geral até o animal apresentar trés medidas similares do estimulo de pressdo aplicado, com
uma clara resposta de flinch ap0s a retirada da pata, sendo a média destes 3 valores considerado

como o limiar de retirada propriamente dito.

Medida basal
(24h antes da CCNC)

administracio do OELa ou solucdo salina (30° antes da CCNC)

W
CCNC ou
sham-CCNC

Medidas do limiar nociceptivo

—> 5% 7= 9% 14— |Anilise dos resultados

Dias POs=CITUISICO

Quadro 02: Delineamento experimental do teste de von Frey.

4.3.5 Avaliacdo da sensibilidade termica: Placa quente

A hiperalgesia térmica foi avaliada no modelo CCNC utilizando a placa quente
(Insight®, Brasil) de acordo com a metodologia utilizada por Jacob e Ramabadran (1978).

Conforme o delineamento mostrado no quadro 03, os animais foram pré-selecionados
pela passagem individual na placa quente mantida a 60 £ 0,5° C. Aqueles animais que mostraram

tempo de reacdo (lamber as patas traseiras ou saltar) superior a 30 segundos foram descartados.
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O tempo de reagdo dos animais foi avaliado antes da administracdo do OELa (100
mg/Kg) ou veiculo (solucdo aquosa a 1% de tween) e nos dias 5, 7, 9 e 14 ap06s a cirurgia de
lesdo de nervo. A nocicepcdo foi avaliada por meio da quantificacdo do tempo que o animal

permaneceu na placa sem saltar ou lamber as patas traseiras.

Medida basal
(24h antes da CCNC)

| administragic do OELa ou solugdo salina (30 antes da CCNC)

CCNC ou Mzdidas do tempo de reagio

sham-CCNC 5% T ¥ 14 |Anilise dosresultados

Dias pos-ciruigico

Quadro 03: Delineamento experimental do teste da placa quente

4.3.6 Eutanésia dos animais

No 14° dia de tratamento, os animais foram submetidos a eutanasia por inalacdo de CO,,
mantendo o fluxo por pelo menos 1 minuto ap6s a parada respiratoria. Em seguida foi realizada a

dissecacdo do nervo ciatico de ambos os lados para registro extracelular do PAC.

4.3.7 Montagem do sistema extracelular de registro do PAC

O nervo ciatico foi dissecado de sua origem e insercdo e imediatamente acondicionado em
solucdo de Locke durante 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, o nervo foi posicionado
horizontalmente sobre os eletrodos de uma camera de registro preenchida com 8 ml de solucéo de
Locke. Deixando uma alga de aproximadamente 20 milimetros do nervo submerso na solucdo a fim
de que, por capilaridade, a solucdo fosse administrada ao tecido. A cémara foi mantida

hermeticamente fechada para evitar a desidratagéo da preparacao.

A extremidade proximal do nervo foi eletricamente estimulada com pulsos de onda quadrada
(40 V de amplitude, 100us de duracgéo e 0,2 Hz de frequéncia), por pares de eletrodos acoplados a
um estimulador (Grass S48; Grass Instrument Co., Quincy, MA, USA) ligado por sua vez a uma

unidade de isolamento de estimulo (SIU 4678; Grass Instrument Co.).
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O PAC evocado foi coletado por eletrodos de registro na outra extremidade do nervo. O sinal
foi aumentado em 1000X por um amplificador e visualizado em osciloscopio (TDS 340A;
Tektronix, Inc., Portland, OR, USA). Uma placa de interface analogo-digital (A/D) (Digidata 1322
A; Axon Instruments Inc., Foster City, CA, USA) transformou o sinal para tornar possivel a sua
leitura e armazenamento em um computador por meio do software Axoclamp (AxonScope, da
Axon Instruments Inc., Foster City, CA, USA). Um esquema contendo as conexdes entre 0s

equipamentos elétricos (set up) utilizados para o registro do PAC esta demonstrado na figura 08.

O nervo direito passou por um periodo de estabilizacdo de 120 minutos, tempo geralmente
superior ao necessario para que ocorra e se comprove a auséncia de alteragcdes na amplitude pico-a-
pico do PAC. Em seguida foi coletado registros do PAC para posterior analise, logo apés foi
medido a reobase e a cronaxia do PAC. Os dados de registo extracelular foram analisados utilizando

o software Clampfit versdo 10.7 (Axon Instruments Inc.).

Figura 08: Esquema ilustrativo do “set up” para registro extracelular do PAC. A- caméra de Harvard; B- eletrodos
de estimulo; C- unidade isoladora de estimulo; D- estimulador; E- eletrodos de registro; F- amplificador; G-
osciloscopio; H- placa de interface analogo-digital. Fonte: adaptado de Alves, 2009.

4.3.8 Andlise Eletrofisiolégica

O PAC ¢é registrado em tronco nervoso, englobando diversas fibras com diametros,
profundidade, limiar de excitabilidade e fisiologia diferentes. Esse registro representa o

somatdrio do potencial de agdo individual das fibras que disparam de forma quase simultanea.
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Ao aplicar-se um estimulo maximal ao nervo é verificado o surgimento de ondas, aqui
denominadas componentes (figura 09). A formacdo destas componentes se d& pelo fato das
diferencas anatomofisioldgicas das fibras que compdem o nervo, fazendo com que os potenciais de
acao atinjam os eletrodos de registro em tempos distintos. A maior amplitude verificada no registro
do PAC é resultado da contribuicdo das fibras mais espessas, que constituem a geracdo das maiores

componentes do PAC.

12 componente

N

Voltagem (V)

Tempo (m/s)
Figura 09: Tragado ilustrativo do PAC.

Considerando o registro extracelular do PAC, analisamos o efeito do OELa sobre a
excitabilidade nervosa, obtida através da avaliacdo da reobase e cronaxia, e sobre as alteracGes
da condutibilidade nervosa, avaliada através das mudancas observadas na amplitude pico-a-pico,
amplitude positiva, velocidade de conducao e duracdo das componentes do PAC evocado.

4.3.8.1 Reobase

A reobase é definida como a voltagem limiar do estimulo capaz de gerar uma resposta ativa
com uma longa duragéo do pulso (1000 ps). Foi obtida aumentando-se a amplitude (voltagem) do
pulso de onda quadrada até obterem-se 0s primeiros sinais da geracdo de uma resposta do tronco

Nervoso.
4.3.8.2 Cronaxia

A cronaxia corresponde a menor duracdo do estimulo, com voltagem igual ao dobro do

valor da reobase, capaz de desencadearde uma resposta do tronco nervoso. Ou seja, a cronaxia
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Voltagem (V)

indica a duragéo limiar para uma resposta ativa quando se utiliza um pulso de voltagem igual ao

dobro da reobase.

4.3.8.3 Amplitude Pico-a-Pico (APP) e amplitude positiva das componentes do PAC

A APP foi estabelecida através da soma da maior amplitude positiva com o médulo da
maior amplitude negativa no registro do PAC. A amplitude positiva foi estabelecida através da

amplitude maxima positiva de cada componente (Figura 10).

4.3.8.4 Velocidade de conducdo das componentes do PAC

Para medir a velocidade de conducdo nervosa foi utilizada a distancia percorrida pelo
PAC, a partir do eletrodo de estimulo mais préximo ao ponto de imersdo do nervo na preparacgao,
até o termino de seu percurso, no ultimo eletrodo de registro. Foi calculada dividindo a distancia
percorrida pelo PAC pelo intervalo de tempo compreendido entre o artefato de estimulo,
verificado no gréafico de registro, e o pico de cada componente, confome mostrado na figura 10.

Esta foi utilizada para classificar os tipos de fibras nervosas presentes nas componentes do PAC.

4.3.8.5 Duragédo das componentes do PAC
A duragdo do PAC foi determinada como o intervalo de tempo entre 0s pontos em que 0

potencial de acdo, no ramo ascendente e descendente, alcanca 50% do valor de sua amplitude, como

demonstrado na figura 10.

o Amplitude 1 —

Amplitude 2

DI ﬂIE 1‘ 1‘5 2I 2‘5 3“ 3‘5 =It 4‘5 EL 5‘5 E‘ EIE 7‘ 7‘5 é
Tempo (m/s)
Figura 10 - Parametros mensurados no PAC. A medida da amplitude das componentes estd representada
respectivamente por amplitude 1 e amplitude 2; T 1 e T2= Tempo 1 e tempo 2, utilizados para o calculo da
velocidade de conducéo da primeira e segunda componente, respectivamente.
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4.3.9 Tratamento Estatistico

As diferencas estatisticas entre os grupos foram analisados por Anélise de Variancia
(ANOVA). Os dados eletrofisiolégicos foram seguidos pelo teste de Student Newman Keuls e 0s

dados comportamentais foram analisados por Two-way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni.

Foram considerados estaticamente significativos os valores de p < 0,05. A anélise estatistica e
os gréficos foram obtidos utilizando o software Prism for Windows (GraphPad Software). Todos os
dados foram analisados por meio do software Clampift® versdo 10.7 (Axon Instruments Inc., Foster
City, CA, USA).
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5. RESULTADOS

5.1 Analise quimica do OELa

A anélise quimica do OELa revelou a presenca de 8 compostos. O componente principal
foi o Geranial (42,59 %) e o isdmero Neral (28,53 %). Os demais compostos estdo compilados
na tabela 04.

Pico Composto Teor (%)
1 Diacetona alcool 2,87
2 Sulcatona 1,31
3 Para-cimeno 4,41
4 Limoneno 12,54
5 Neral 28,21
6 Carvona 6,50
7 Geranial 42,59
8 Beta-Elemeno 1,57

Total: 100

Tabela 04: Composicdo quimica (%) do 6leo essencial de Lippia alba (OELa)

5.2 Avaliacao da sensibilidade mecénica e térmica em ratos.

A sensibilidade mecénica e térmica dos animais foram avaliadas por meio dos testes de
von Frey eletrbnico e da placa quente, respectivamente. Os testes foram realizados antes da
inducdo da CCNC, no dia 0, e nos dias 5, 7, 9 e 14 ap6s a CCNC. Todos os valores absolutos
mensurados para os diversos grupos estdo compilados nas tabelas 04 e 05 em apéndice. E
importante ressaltar que ndo houve diferenca estatistica dos valores mensurados entre 0s grupos
experimentais no dia 0 da avaliacdo (p>0,05, Two-way ANOVA seguido pelo teste de
Bonferroni).

A CCNC resultou em desenvolvimento significativo de hiperalgesia mecéanica, enquanto
o0 tratamento com o OELa foi capaz de reverter essa alteracdo, conforme pode ser observado na
Figura 11. Ao longo dos 14 dias, foi observado para os animais do grupo CCNC, um
comportamento de hiperalsia mecéanica. No 5° dia ap6s CCNC, houve um aumento da forca
aplicada de 72,4 %, aumentando assim o limiar de retirada da pata no 5° dia apés CCNC.
Entretanto, nos dias 7, 9 e 14, houve aumento significativo da reagdo ao estimulo com uma
menor forca aplicada, reduzindo em 54,65%, 59,34% e 58,8% nos dias 7, 9 e 14,
respectivamente, em relacdo ao grupo CON.
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A incisdo cirargica ndo alterou o limiar de retirada da pata contralateral dos animais
operados ndo tratados com OELa (dados ndo mostrados). No grupo CCNC+OELa, também
observou-se um aumento inicial do limiar ao estimulo mecénico, entretanto com o pico
ocorrendo no 7° dia, seguido de uma reducédo sustentada desses valores. Os valores percentuais
obtidos foram 116,79%, 145,4%, 54,56% e 62% nos dias de avaliagdo 5, 7, 9 e 14,
respectivamente, em relagio ao CON. A curva do grupo CCNC+OELa foi diferente
estatisticamente da curva do grupo CON e do grupo CCNC.

No grupo Con+OELa o curso temporal de retirada de pata mediante a forca aplicada
aumentou significativamente em 141,2% a partir do 5° de avaliagdo, com um pico de 260,06%
ocorrendo no 7° dia de avaliagdo. Seguido esse pico, como observado também nos outros grupos
experimentais, esses valores reduziram para 83% e 90,6% nos dias 9 e 14 em relacdo ao grupo

CON. As meédias dos grupos experimentais estdo apresentadas na tabela 05 em anexo.

Von-Frey

150+
-e—- CON

- Con + OELa
—-4— CCNC
CCNC+ OELa

Forca (g)

Tempo (dias)

Figura 11: Curso temporal da resposta de retirada de pata a forca aplicada na avaliacdo da neuropatia induzida pela
CCNC. Os valores basais foram obtidos no dia anterior a cirurgia de CCNC.

Cada grupo representa a média de 5 animais. * difere significativamente do grupo CON; # difere significativamente
do grupo CCNC. *P<0,05; **P<0,01 e ***P <0,001; ###P<0,001.

Em relacdo a sensibilidade térmica dos animais, ndo houve diferenca estatistica
significativa entre os grupos (Figura 12). No entanto, houve aumento de 56,25% na laténcia de
tempo de reacdo ao estimulo nos animais do grupo CON+OELa quando comparado ao CON no
7° dia de avaliagdo. As medias dos grupos experimentais estdo apresentadas na tabela 06 em

anexo.
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Placa quente

40

-o—- CON

- CON + OELa
30 -+~ CCNC

—¥%- CCNC + OELa

=
e

Tempo de reacdo em segundos (s)
N
o

o

5 10 15
Tempo (dias)

o

Figura 12: Curva tempo resposta para o efeito antinociceptivo apds tratamento por via oral com OELa na
hiperlagesia térmica induzida pela CCNC. Os valores basais foram obtidos no dia anterior a cirurgia de CCNC.
Cada grupo representa a media de 5 animais. ** difere significativamente do grupo CON; **P<0,01.

5.3 Efeito do OELa sobre funcionamento elétrico (in vitro) do nervo ciatico

A forma do PAC nos experimentos controle apresentou duas ou trés ondas, denominadas
de componentes (figura 13). O terceiro componente esteve presente no comeco do periodo de
estabilizacdo em aproximadamente 20% dos registros do grupo controle, porém, ao final desse
periodo tornou-se indistinguivel da linha de base.

Ao estimular nervos ciaticos a 0,2 Hz, os valores médios dos parametros analisados do
grupo controle foram: 13,85 + 0,11 mV para APP, reobase e cronaxia foram de 3,56 + 0,23V e
49,50 £ 0,34 us, respectivamente. Para amplitude positiva da 12 e 22 componente, foram: 8,391 +
0,27 e 2,534 £ 0,22 mV, respectivamente. A velocidade das componentes do PAC foram de
125,7 + 13,97 m/s para o0 1% componente e 44,27+ 3,451 m/s para a 2% componente. E para a
duracdo do PAC foram de 0,2301+ 0,014 e 0,3614 + 0,034 ms, respectivamente para 12

componente e 22 componente do PAC.
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Controle veiculo Controle + OELa
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CCNC CCNC+OELa

NE CCNC

Figura 13: Tragados representativos do PAC. Legenda: CON= Controle veiculo; CON+OELa= Controle tratado
com OELa; CCNC= Constricdo Cronica do Nervo Ciatico tratado com solucdo veiculo; CCNC + OELa=
Constrigdo Cronica do Nervo Ciéatico tratado com OELa; NE CCNC= Nervo Esquerdo do grupo CCNC.

Nos animais submetidos a cirurgia de CCNC, o grupo CCNC, evidenciou-se uma
tendéncia de maior comprometimento das fibras nervosas que compdem a segunda componente
do PAC e efeito depressor de todos os parametros eletrofisioldgicos avaliados, exceto duracdo do
PAC.

Na analise da reobase (Painel A, Figura 14), obteve-se reducdo de 27,53% no grupo
CCNC (média de 2,58 + 0,14V; n=6) em relacdo ao CON. Enquanto, o valor da cronaxia (Painel
B, Figura 14) aumentou 54,89% (média de 76,67 £ 7,45us; n=8). No grupo CCNC + OELa,
houve aumento da reobase em 39,5%, mostrando valores de média de 3,60 £ 0.05V, n=7 em
relacdo ao grupo CCNC. A cronaxia neste grupo nédo alterou em relacdo ao CON, apresentando
media: 59,71+ 1,12us; n=7. A reobase no grupo CON +OELa (meédia de 4,14 + 0,18 V; n=7)
apresentou diferenca de 16,5% em relacdo ao CON. A reobase do NE CCNC (média de 3,15 +
0,25 V; n=7) ndo diferiu do CON. A cronaxia para 0os grupos CON+OELa e NE CCNC néo
diferiu do CON, apresentando médias: 68,50 + 2,70 ps; n=7; 6520 = 5,70 ups; n=6,

respectivamente.
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Figura 14: Painel A e B. Painel (A): Reobase do PAC, Média £ EPM: CON= 3,56 + 0,23, n=6; CON+OELa= 4,14 +
0,18; n=7; CCNC = 2,58 + 0,14, n=6; CCNC + OELa= 3,60 + 0.05 , n=6; NE = 2,97 + 0,20, n=7. *P <0,05 em
relacdo ao CON; e “P<0,05; *P<0,01em relagdo ao grupo CCNC. Painel B: Cronaxia do PAC, Média + EPM:
CON= 49,50 + 0 0,34, n= 6; CON+OELa= 68,50 + 2,7; n=6; CCNC = 76,67 + 7,45, n=8; CCNC + OELa= 59,71 +
1,12, n=7; NE = 65,20 = 5,7, n=6. *P <0,05 em relagdo ao CON.

A APP no grupo CCNC foi reduzida em 51,62% em relacdo ao CON. Apresentando a
média de 6,69 £ 0,89 mV (n=7). Quando a CCNC foi associada ao tratamento com OELa a
reducao da APP foi de 73%, apresentando média de 3,734 £ 0,31mV (n=7).

Em relacdo ao grupo CON+OELa também mostrou reducdo deste parametro em 54,8%
(média de 6,25 + 1,25mV; n=8) comparado ao CON. O grupo NE CCNC néo diferiu do CON.
Apresentando média de 13,34 + 1,87mV(n=7), quando em relacdo ao grupo CCNC a diferenca

foi de 99%. Conforme apresentado na figura 15.
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Figura 15: Amplitude Pico a Pico do PAC. Média £+ EPM: CON= 13,85 + 0,11 mV (n= 6); CON+OELa= 6,25 +
1,25; n=8; CCNC = 6,69 = 0,8991 (n=7); CCNC + OELa= 3,734 + 0,31, n=7; NE = 13,34 + 1,87 (n=7). ***P
<0,001 em relacéo ao CON; e ###P<0,001em relacdo ao grupo CCNC.
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A amplitude das componentes do PAC (figura 16), foi estabelecida através da amplitude
maxima positiva de cada componente. A amplitude positiva da primeira componente no grupo
CCNC foi reduzida para 3,982 + 0,61mV; n=8 (52,53%), comparado ao CON. Quando associada
ao tratamento com OELa (CCNC+ OELa), a reducdo foi para 2,132 + 0,22 mV; n=7 (74,59%). O
grupo CON+OELa também mostrou reducdo deste parametro 3,6 £ 0,51 mV, n=8 (57,09%) em
relacdo ao CON. A diferenca estatistica do grupo CCNC + OELa em relacdo ao CON+OELa foi
de 40,8%.
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Figura 16: Amplitude positiva da 12 componente do PAC. Média + EPM: CON= 8,39 + 0,27 mV, n= 5;
CON+OELa= 3,59 £ 0,51; n=8; CCNC = 3,98 + 0,61, n=8; CCNC + OELa= 2,13+ 0,22, n=7; NE = 7,53 £ 0,85,
n=8. ***P <0,001 em relacdo ao CON.

Quanto a segunda componente do PAC (Figura 17), ndo se obteve registro desta no grupo
CCNC. Entretanto, esta foi preservada quando CCNC foi associado ao tratamento com OELa
(CCNC+0OELa) em 62,5% dos animais que compuseram este grupo, apresentando média de 0,3
+ 0,03 mV, n=6 e 88,14% de diferenca significativa em relacdo ao CON. O grupo CON+OELa
tambem diminui a amplitude em 34,78%, com media de 1,65 £ 0,14mV, n=8, em relagdo ao
CON. O grupo CCNC+OELa apresentou diferenca significativa de 82% em relagdo ao grupo
CON+OELa. O grupo NE CCNC ndo mostrou alteracdo (2,24 + 010 mV, n=6) comparado ao
CON.
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Amplitude positiva 22 componente do PAC (mV)

Figura 17: Amplitude positiva da 22 componente do PAC. Média £+ EPM: CON= 2,534 + 0,22 mV, n= 5;
CON+OELa= 1,653 + 0,14; n=8; CCNC = - n=8; CCNC + OELa= 0,3+ 0,03, n=6; NE = 2,24 + 0,10 n=8. ***P
<0,001 em relacéo ao CON.

O grupo CCNC mostrou reducao da velocidade de conducgdo da primeira componente do
PAC para 69,47£9,65 m/s; n=6, representando reducdo de 44,73 % em relacdo ao CON. O
tratamento com OELa (CCNC + OELa) reverteu esta diminuicdo em 102,96%, comparado ao
grupo CCNC. Os demais grupos experimentais ndo mostraram diferenca estatistica entre si e
CON. Apresentando as seguintes médias: CON + OELa: 92,36 + 5,28 m/s, n=7; NE CCNC:
112,1 £+ 14,45 m/s, n=6. Conforme mostrado na figura 18.

N
o
5

##

[EEN
a1
<

100+

50+

Vel. 1° Componente do PAC (m/s)

Figura 18: Velocidade de Conducdo da 12 componente do PAC. Média + EPM: CON= 125,7 + 13,97, n=5;
CON+OELa= 92,36 + 5,281; n=7; CCNC = 69,47+ 9,659, n=6; CCNC + OELa= 141,0+9,64,n=7; NE=112,1+
14,45, n=6. *P <0,05 em relagdo ao CON; e *P <0,05; *P<0,01em relagdo ao grupo CCNC.
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Quanto a segunda componente do PAC (Figura 19), como ja mencionado ndo foi
evidenciado registro no grupo CCNC. Para o grupo com lesdo neuronal e tratado com OELa
(CCNC+0OELa) com média de 37,27 £ 1,80 m/s; n=6, a velocidade de conducéo néo diferiu em
comparacdo ao CON. O grupo CON+OELa, também ndo demonstrou alteracdo significativa em

relacdo ao CON, apresentando média de 36,38 + 2,98 m/s, n=6.
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Figura 19: Velocidade de Condugdo da 22 componente do PAC. Média + EPM: CON= 44,27 + 3,45, n=6;
CON+OELa= 36,38 + 2,9, n=6; CCNC = n=6; CCNC + OELa= 37,27 + 1,8, n=6.

A duracdo do primeiro componente do PAC, mostrada na figura 20, sofreu elevacdo de
45,21% em relacdo ao CON no grupo submetido a CCNC, apresentando média de 0,334 +
0,04ms, n=7. Os demais grupos nédo apresentaram diferenca significativa em relacdo ao CON. A
elevacdo da duracdo no grupo CCNC em comparagdo aos demais grupos experimentais foi de
64,69%, 58,44%, 37,33%, respectivamente para CON + OELa (0,2028 % 0,013ms, n=7);
CCNC+ OELa (0,2108 + 0,03674ms, n=6) e NE CCNC (0,2432 + 0,01ms, n=7).

64



1N
N
J
*

o
w
1

o
N
1

o
=
1

Duragdo da 12 do PAC (ms)

o
o

Figura 20: Duragdo da 12 componente do PAC. Média + EPM: CON= 0,23 + 0,014, n=5; CON+OELa= 0,2028 +
0,013, n=7; CCNC = 0,3340 + 0,04, n=7; CCNC + OELa= 0,2108 + 0,03674, n=6; NE CCNC= 0,2432 + 0,01,
n=7. *P <0,05 em relacdo ao CON; e *P <0,05; *P<0,01em relacio ao grupo CCNC.

A segunda componente do PAC (figura 21), ndo foi obtida no grupo CCNC. Nos demais
grupos experimentais ndo se obtiveram diferenga estatistica. Apresentaram as seguintes medias:
CON+OELa (0,3434 + 0,03 ms, n=8) , CCNC+OELa (0,3126 + 0,03 ms, n=6), NE CCNC
(0,417 + 0,035 ms, n=7).
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Figura 21: Duragdo da 22 componente do PAC. Média + EPM: CON=0,3614 + 0,034, n=5; CON+OELa=0,3434 +
0,031, n=8; CCNC = - n=7; CCNC + OELa= 0,3126 + 0,033 n=6; NE CCNC= 0,417 + 0,035, n=7.
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6. DISCUSSAO

Os resultados mostraram que o tratamento com OELa nos animais submetidos a CCNC,
diminuiu a hipersensibilidade da neuropatia periférica e também evidenciou um potencial efeito
neuroprotetor ao preservar fibras que constituem o PAC. Tais constatacOes resultaram de
medidas de sensibilidade mecanica e térmica (in vivo), bem como de medidas de funcionamento
elétrico (in vitro) das fibras do nervo ciatico de ratos.

A andlise fitoquimica do OELa utilizado nesse estudo identificou uma variacdo
quantitativa de substancias, cujo composto majoritario foi o citral (geranial com 42,59% e neral
com 28,21%), seguido pelo limoneno com 12,54%. Isso indica que a planta utilizada nesse
estudo pertence ao quimiotipo “citral”, composto pelos monoterpenoides neral e geraniol.
Estudos anteriores que relatam 0os mesmos componentes principais como majoritario, indicando,
portanto, ser 0 mesmo quimiotipo, demonstraram que o0 OELa possui propriedades antioxidantes,
antimicrobianas e bactericidas (Espina et al., 2015; Stashenko et al., 2014). Adicionalmente,
Sousa e colaboradores (2015) demonstraram que o OELa e seu principal constituinte, citral,
bloqueiam a excitabilidade de nervos ciaticos de ratos.

Entretanto, esta espécie apresenta grande diversidade em seus compostos majoritarios,
gerando diferentes quimiotipos, tais como: carvona, germacreno D-limoneno, piperitona, -
terpineno, linalol e,1,8-cineol (Zoghbi et al.,1998; Senatore e Rigano,2001; Atti-Serafini et
al.,2002; Stashenko et al.,2004; Tavares et al.,2008). Os compostos majoritarios do Oleo
essencial de L. alba mais citados na literatura cientifica s&o citral, linalol e carvona (Julido et al.
2003). Essa variedade de quimiotipos justifica as diferentes atividades farmacoldgicas do 6leo
essencial da L. alba (Matos, 1996) e esta intimamente relacionada com o local e a estacdo da
coleta, até mesmo o horério da coleta do material de extracdo do 6leo pode diferir na composicao
(Retamar, 1994; Zoghbi et al., 1998).

A lesdo do nervo periférico como resultado de doenca ou dano é uma causa frequente de
DN, que afeta fibras somatossensoriais levando ao processamento sensorial anormal (Colloca et
al., 2017). Para estudar os mecanismos da DN, um grande nimero de modelos de lesdo animal
tem sido desenvolvido. O modelo de CCNC é amplamente empregado para indugdo de DN em
animais experimentais devido a similaridade de DN em humanos. Neste modelo, o animal
manifesta hipernocicepgéo e alodinia, em resposta a estimulos térmicos ou mecanicos, apés 1 a 5
dias da inducdo da lesdo, com respostas maximas ao final da segunda semana, se estendendo por
2 meses (Bennett e Xie, 1988). O modelo de CCNC produz ainda sensibilizacdo central em
resposta a liberacdo de varios mediadores inflamatdrios, que aumentam a sensibilidade dos

aferentes sensoriais periféricos no local da lesdo e no SNC (Zimmermann, 2001). A interrupcéo
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de uma continuidade nervosa periférica aciona uma sequéncia complexa de eventos quimicos,
elétricos e morfoldgicos referidos como "Degeneracdo Walleriana™ DW (Waller, 1850).

Ap0s lesdo neuronal, ocorre o processo de neuroinflamacdo mediado pelas células do
sistema imunologico que liberam mediadores da inflamacdo, tais como citocinas e quimiocinas.
A migracdo inicial de células, especialmente de neutrdéfilos e macréfagos, € uma etapa
fundamental que promove a sensibilizacdo periférica e contribui para a atividade neuronal
anormal (Scholz e Woolf, 2007), desencadeando hipersensibilidade da DN (Perkins e Tracey,
2000).

De acordo com os resultados aqui apresentados, a CCNC alterou o limiar nociceptivo da
sensibilidade mecanica, acarretando hiperalgesia mecénica, apo6s 5 dias da lesdo e se manteve até
0 14° dia do pos-operatdrio. No entanto, associando a CCNC com uma dose diaria de 100 mg/kg
do OELa durante 14 dias, demonstrou reducdo duradoura da alodinia mecanica, com pico de
efeito apos sete dias da lesdo. Esse periodo de atividade maxima do efeito do OELa, foi evidente
também na avaliacdo da sensibilidade térmica, pelo o teste de placa quente, que apesar da CCNC
ndo alterar esta, o grupo CON+OELa demonstrou aumento do tempo de resposta ao estimulo de
temperatura em relacdo ao grupo CON. Essa maior resposta do OELa nesse periodo de tempo do
tratamento pode estar relacionado a uma faixa de tempo de maior atividade do OELa e/ou ao
aumento da disponibilidade de atuagdo do OELa dada a maior permeabilidade perineural e
vascular endoneural, que ocorre dentro de 4-7 dias apds lesdo, periodo no qual ocorre o pico da
resposta inflamatoria aguda (Mizisin e Weerasuriya, 2011).

Uma vez que o modelo de placa quente investiga atuacdo de compostos nos niveis da
medula espinhal e/ou na regido central superior do sistema nervoso, a atuagdco do OELa
demonstra modulacdo também em mecanismos diretos. Esse dado corrobora com Viana et al.,
(1998) que relata aumento da laténcia de resposta no teste de placa quente pelo citral, efeito
revertido pelo antagonista opidide naloxona, sugerindo um mecanismo de acdo morfinico.
Enquanto, o efeito do quimidtipo carvona ndo foi revertido pela naloxona. Este dado é
interessante, pois ambos 0s constituintes estdo presentes no OELa e os diferentes quimidtipos
podem colaborar sinergicamente para uma atividade antinociceptiva, atuando em vias distintas.

Além disso, Quintans-Junior et al. (2011) relatam em seu estudo o efeito analgésico do
citral envolvendo o sistema GABAérgico. Foi demonstrado que o citral € um composto sedativo
e anticonvulsivo produzindo seus efeitos através do envolvimento do sistema GABAEérgico, mas
seu efeito na estabilizacdo da membrana neuronal e no bloqueio de familias de canais i6nicos

potencializa o efeito antinociceptivo (Stotz et al., 2008; Quintans-Junior et al., 2010).
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A persisténcia das dores cronicas € atribuida aos mecanismos periféricos. Fibras de
pequeno ¢ médio didmetro, que correspondem as fibras C e Ad, as quais detectam estimulos
ambientais e transduzem essa informacao através de potenciais elétricos (Basbaum et al., 2009).
Essas fibras expressam receptores ionotropicos de potencial transitorio (TRPsS) que tem sido
identificado como o maior grupo de detectores de estimulos nocivos (Cheng et al., 2008;
Patapoutian, Tate, Woolf, 2009). Os dois principais representantes desta categoria de TRPs sdo 0
TRPV1 e TRPAL, que medeiam estimulos térmicos e quimicos em resposta a lesdo tecidual,
inflamacdo ou estresse oxidativo. A ativacdo destes produz o 4-Hidroxinonenal (HNE), um
aldeido endogeno (Macpherson et al., 2007; Trevisani et al., 2007), envolvido em um grande
namero de patologias, como doengas metabdlicas, neurodegenerativas e canceres (S Dalleau et
al., 2013).

No estudo de Stotz (2008), mostra que o citral tem como alvo os TRPs em neurénios
sensoriais, produzindo inibicéo de longa duracdo de TRPV1-3 e TRPMS e inibig&o transitoria de
TRPV4 e TRPA. Portanto, é possivel que o efeito do OELa em ambos os modelos de
sensibilidade avaliados (mecénica e térmica), esteja relacionado a atuacdo deste em estruturas
gue compartilham vias de mecanismos da sensibilidade mecanica e térmica.

Os dados eletrofisiolégicos do PAC corroboram com os dados da sensibilidade mecanica,
visto que os animais que foram tratados com OELa (CON+OELa; CCNC+OELa) mostraram
aumento da reobase, que reflete diminuicdo da excitabilidade. Este dado € interessante, pois
mostra a consonancia dos dados eletrofisioldgicos e os obtidos na avaliacdo de sensibilidade
mecanica, sugerindo um efeito anestésico do OELa.

Varios constituintes de plantas medicinais atuam para reduzir a excitabilidade nervosa,
tais como carvacrol, linalool e estragol (Silva-Alves et al., 2013; Leal-Cardoso et al., 2004). O
estudo de Sousa et al., (2015) mostrou que o OE de L. alba e o citral administrado de forma
topica no nervo ciatico também reduziu a excitabilidade.

A alteragcdo na excitabilidade causada pela CCNC no presente estudo corrobora com
estudos de excitabilidade que revelam anormalidades funcionais em um amplo espectro de
neuropatias com grau variavel de degeneracdo axonal (Kanai et al., 2006; Tamura et al., 2006).
A sensibilizagdo periférica estd associada ao aumento da excitabilidade axonal das fibras
nociceptivas. Apés lesdo do nervo, ocorre alteracdo na distribuicdo e conformacdo de canais
ibnicos (especialmente canais de sodio), que desencadeia a geracdo intensa, repetida ou
prolongada de potencial de acdo nos aferentes sensoriais primarios (Scholz, 2002). A condugéo
de potenciais de acdo nos axonios mielinizados depende principalmente dos canais de Na* e da

propriedade passiva da membrana (Chiu et al.,1979). No estudo de Alves et al., (2013), relata
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que se a diminuicdo da reobase ocorrer devido alteragdes primarias da corrente interna de Na’,
entdo a diminuicdo na voltagem do limiar de disparo de potencial de acdo poderia implicar em
diminuicdo da cronaxia, ou seja, diminuiria reobase e cronaxia. Porém nossos resultados
mostram aumento da cronaxia no grupo CCNC.

A cronaxia € determinada pelo o produto da capaciténcia e resisténcia da membrana
(Holsheimer et al., 2000; Ashley et al., 2005). Sabe-se que a mielinizagdo axonal diminui a
capacitancia de membrana (Ashley et al., 2005) e nas primeiras 24 horas ap0s lesdo do nervo
ocorre degeneracdo axonal com desintegracdo da bainha de mielina (Gaudet et al., 2011). Assim,
0 adelgagamento das fibras do nervo nesta regido reflete o grau de mielinizagcdo e com essa
diminuicdo da espessura da bainha de mielina, ocorre aumento da capacitancia da membrana,
causa perda ou diminuicdo de corrente local (Kimura, 1984). Portanto, é possivel que o aumento
da cronaxia no grupo CCNC, esteja relacionado ao aumento da capacitancia da membrana,
decorrente do processo de degeneracdo axonal referente a fragmentacdo da mielina pela CCNC.
Outros fatores podem estar envolvidos, como a maior resisténcia da membrana internodal
exposta pela retracdo da mielina (Brismar, 1981). Nos grupos tratados com OELa (CCNC+OELa
e CON+OELa), ndo houve alteracdo da cronaxia. Sugerindo um efeito neuroprotetor do OELa
mediante leséo neuronal.

A APP e amplitude positiva da primeira componente do PAC no grupo CCNC
diminuiram significativamente. A segunda componente do PAC desse grupo, ndo foi
evidenciada. A amplitude relaciona-se ao numero de fibras ativadas, que contribuem na
amplitude do PAC. O nervo cidtico é classificado como nervo misto, contendo fibras motoras e
sensitivas (Navarro e Verdd, 2004), constituido em sua maior parte por fibras do tipo A,
apresentando os subtipos Aa, AP, Ay, Ad e fibras do tipo C (Erlanger e Gasser, 1930). Com base
na velocidade de conducdo destas fibras, sugeriu-se que a primeira componente do PAC consiste
em contribuigdes de fibras mielinizadas Aa (50-120 m/s), portanto fibras motoras mais
calibrosas, e a segunda e terceira componentes sdo constituidas por respostas de fibras AP, Ay,
Ad, fibras sensitivas, mais delgadas (Hayami et al., 2007; Catterall e Mackie, 1996, apud Alves,
2013). Isso sugere a hipdtese de que € possivel que as fibras sensitivas por serem de menor
didmetro sejam acometidas mais precocemente nas neuropatias, e assim iniciando a degeneracao
axonal mais cedo, implicando no desaparecimento da segunda componente do PAC no grupo
CCNC. Considerando quantitativamente, as fibras sensitivas correspondem a maior porcentagem
da constituicdo do nervo ciatico, dados mostram que 23 e 48% s&o ax6nios sensitivos mielinicos
e amielinicos, respectivamente (Schmalbruch, 1986), isto pode ter implicado na diminui¢do da

amplitude do PAC, e mais especificamente no maior comprometimento da segunda componente.
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Entretanto, o grupo de fibras que mais colabora para o PAC, séo as fibras mais calibrosas (Best e
Taylor, 1990). De modo geral, ambos os tipos de fibras foram comprometidas pela CCNC,
perdendo contribuicdo de seus axénios na amplitude do PAC, como evidenciado pela diminuicéo
na APP.

Estudo histopatologico a partir da lesdo por CCNC mostrou lesdo em fibras mielinizadas,
fibras Ad e fibras C ndo mielinizadas (Bennett e Xie, 1988). De acordo com Nuytten (1992),
apos duas semanas de constricdo do nervo, ocorre alodinea e degeneracgéo de fibras mielinizadas
e reducdo no numero de fibras mielinizadas de menor diametro. Reducdo similar em fibras
mielinizadas e ndo mielinizadas também foi documentada por Gabay e Tal (2004). Portanto,
esses dados se correlacionam com os resultados obtidos no presente estudo, no qual as fibras
sensitivas foram mais comprometidas pela CCNC. No entanto, Alves (2013) mostrou que a
degeneracdo axonal, causada por imobilizacdo da pata direita de ratos, afetou com maior
prevaléncia os axénios com maior didmetro. Isso pode estd relacionado as diferencas
metodoldgicas quanto a técnica de lesdo do nervo, pois, espera-se que a imobilizacdo leve a
atrofia do musculo e consequente perda de fibras motores Ao de maior diametro.

Embora, o tratamento com o OELa, promova uma maior diminuicdo da APP e da
amplitude das componentes do PAC, a preservacdo das fibras que compGem a segunda
componente do PAC é um dado importante, pois, é outra evidencia do efeito neuroprotetor do
OELa, tendo em vista que no grupo CCNC ndo se obteve registro desta. Provavelmente esse
fendmeno esteja relacionado a reducdo da neuroinflamacéo e dano neuronal.

A maior diminuicdo da APP e da amplitude das componentes do PAC mostrada nos
grupos tratados com 0 OELa (CON+OELa; CCNC+OELa), corrobora com os achados de Sousa
et al. (2015), que mostrou diminuicdo da APP e da excitabilidade nervosa, realizando tratamento
topico com o OE de L. alba. O estudo de Mendes (2012) com o 6leo de L. sidoides e seu
constituinte majoritario o timol, também revelou uma reducéo significante da APP.

Estudos com produtos naturais demonstraram agdes neuroprotetoras e regenerativas apos
lesdo do nervo periférico (Kou et al., 2013; Thiagarajan et al., 2012), intimamente relacionadas
ao progresso dindmico e complexo apds lesdo, que envolve alteragdes moleculares e
fisiopatoldgicas, que por sua vez estdo sob o controle de outros fatores. Por exemplo, os fatores
de crescimento secretados pelas células de Schwann, importantes para o crescimento axonal e
maturagdo da mielina (Zhu et al., 2014).

Logo ap6s lesdo neuronal, ocorrem alteragdes relacionadas a peroxidagdo lipidica na
membrana celular, antes das alteragdes eletrofisioldgicas, causando sobrecarga das enzimas e

perda do controle do canal idnico, como o canal de Ca?*, induzindo um desequilibrio da
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homeostase do Ca’ * (Wang et al., 2005). Foi identificado que os produtos naturais podem
modular perifericamente canais idnicos, como TRPV1, reduzindo a excitabilidade do neurdnio
(Menéndez et al., 2006). E como ja anteriormente citado, Stotz et al. (2008) e Quintans-Junior et
al. (2010) mostraram que o citral possui efeito na estabilizacdo da membrana neuronal, atuando
no blogueio de familias de canais iénicos, entre estes TRPV1-3, TRPV4 e TRPA1 (Stotz et al.,
2008). Somando-se a isso, a agdo antioxidante do dleo essencial de L. alba (Viana, 1998; Zétola
et al., 2002; Hennebelle et al., 2008; Haldar et al., 2012; Hatano et al.,2012), que pode esta
contribuindo na modulacdo do processo inflamatério, reduzindo a producdo de citocinas pro-
inflamatorias (IL1-B, TNF-a) (Leyva-LOpez et al.,2016; Siqueira-Lima et al., 2014, 2017). Estas
desempenham papel central em desordens inflamatérias e doencas cronicas, tais como DN
(Zanotti et al., 2002; Gabay, 2002). Estudos mostram a inibicdo da producéo de citocinas pelo o
citral em macrofagos estimulados por LPS (Bachiega e Sforcin, 2011) e também da expressao da
COX-2 (Katsukawa et al., 2010). Lin et al. (2008) revelaram a inibicdo do TNF-a nas células
RAW 264.7 estimuladas pelo LPS.

Os dados de velocidade de conducdo e duracdo do PAC mostram uma reducdo e
aumento, respectivamente apenas no grupo CCNC. Estes dados apontam, mais uma vez para o
potencial efeito neuroprotetor do OELa, ao proteger as fibras do nervo da desintegracdo da
mielina no grupo CCNC+OELa, preserva as fibras do nervo, e assim estas mantém a velocidade
de conducdo do PAC e contribuem para colaboracdo da sincronia das fibras individuais para
disparo dos potenciais de acdo que se somam na formacdo do PAC, mantendo a duracdo do PAC
normal.

Portanto, estes estudos tomados em conjunto demonstram que o 6leo essencial de L. alba,
além de sua atuacdo nos TRPs, sua atividade antioxidante modula a ativacdo da sinalizacao
mediada por citocinas, diminuindo a producdo de fatores inflamatorios e consequentemente do
comportamento hiperalgésico. Dessa forma a acdo neuroprotetora do OELa na reducdo do dano
neuronal causado pela CCNC, contribui para a preservacdo da estrutura e funcdo da bainha e
axonios mielinizados.

Os mecanismos pelos quais 0 OELa exerce potencial efeito neuroprotetor frente a lesdo
do nervo periférico ainda precisa ser elucidado. No entanto, nossos resultados representam
evidéncias de que a suplementacdo oral com o OELa promove a diminuicdo da
hipersensibilidade apos lesdo neuronal que apontam para uma combinagdo de maultiplos alvos,
envolvendo componentes neuronais e imunoldgicos, que desencadeia efeitos na modulagédo da

sensibilidade neuropatica.
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O tratamento que bloqueia as vias de sinalizagdo mediadas por citocinas pode ser uma
abordagem eficaz para o tratamento de doengas inflamatdrias e cronicas. Assim, nossos achados
podem ter relevancia clinica e devem ser levados em consideracdo na compreensdo de aspectos
de anormalidades de excitabilidade em distdrbios caracterizados por degeneracdo axonal. No
entanto, estudos adicionais serdo necessarios para caracterizar ainda mais o potencial do OELa e
seus constituintes como uma molécula anti-inflamatéria com propriedades farmacoldgicas de

anestésico local no tratamento de doencas inflamatdrias.
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7. CONCLUSAO

No presente trabalho, mostramos que o OELa produziu uma reducdo na hiperalgesia
mecanica em um modelo de dor inflamatoria. Além disso, reduziu a hipersensibilidade
eletrofisiologica da DN, com possivel envolvimento na sensibilizagdo periférica. Portanto, OELa

tem grande potencial para uso futuro na farmacoterapia da DN.

- O CCNC reduz significantemente o limiar mecanico de retirada da pata e apresenta tendéncia
de reducdo do tempo de retirada da pata a estimulo térmico;

- A CCNC aumentou a excitabilidade das fibras do Nervo Ciético;

- O tratamento com OELa sobre a neuropatia causada por CCNC em ratos mostrou diminui¢ao

da hipersensibilidade e preservou fibras que constituem o PAC do nervo ciatico;

- O OELa apresentou maior atividade na diminuicdo da hipersensibilidade e alodinea mecénica,
comparada a atividade do OELa na sensibilidade térmica;

- O efeito do OELa na diminuicdo da excitabilidade do nervo ciatico, avaliada através dos testes
comportamentais foram corroborados com a avaliacdo eletrofisioldgica, através do parametro da
reobase, demonstrando um potencial efeito anestésico e neuroprotetor do OELa, provavelmente

devido sua atividade antiinflamatoria;

- O OELa mostrou efeito neuroprotetor ao preservar as fibras que constituem a 22 componente do
PAC do nervo citico, possivelmente devido atividade antioxidante do OELa.
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APENDICE

Tratamentos Dias de avaliacéo
0 50 7° 9o 14°
CON 2240+092g 2531+117g 28,80+1.24¢g 27,60+ 2,04 ¢ 27,27+ 1,32 ¢
CON+OELa 1715+191g 61,05+567g 103,7+6,58¢ 50,56 +546g 52,03+9,92¢g
CCNC 1964+198g 4365+4569g 13,06+1,08g 1122+219g 11,23+1,19¢
CCNC+OELa 23,63+299g 5487+638g 7068+265¢g 42,66+1,02g 4420+3,83¢g
Tabela 05: Médias dos grupos experimentais no teste de von-Frey em ratos (valores expressos em média e EPM;
n=5).
Tratamentos Dias de avaliacio
0 50 7° 9o 14°
CON 27,40+ 29s 23,20+ 09s 22,40+ 23s 2280+21s 23,00+1,6s
CON+OELa 275+0,74s 255+393s 3500+184s 2840+265s 276+3,17s
CCNC 256+16s 20,8+1,82s 20,2+ 1,2s 17,2+ 2,26 s 20,76 £ 3,04 s
CCNC+OELa 26,4+3,01s 242+168s 272+272s 18,8+0,8s 26512725

Tabela 06: Médias dos grupos experimentais no teste da Placa quente em ratos (valores expressos em média e EPM;

n=5)
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ANEXO

Parecer da Comisséo de ética no uso de animais da Universidade Federal do Rio Grande do Norte —
CEUA/UFRN.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS — CEUA

MINISTERIO DA EDUCACAOQO

Av. Salgado Filho, S/N - CEP: 59072-970 - Natal / RN
Fone: (84) 9229-6491 / e-mail: ceua@reitoria.ufrn.br

CERTIFICADO

Natal (RN), 28 de agosto de 2017.

Certificamos que a proposta intitulada “Estudo do tratamento com 6leo essencial da

Lippia alba em ratos com imobilizacdo da pata traseira: avaliacdo dos parémetros

eletrofisiolégicos e morfoldgicos do nervo ciatico e do ganglio da raiz dorsal”, PARECER

n° 034.017/2017, sob a responsabilidade de Expedito Silva do Nascimento Janior, que

envolve a producdo, manutencdo e/ou utilizagcdo de animais pertencentes ao filo Chordata,

subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica encontra-se de acordo
com os preceitos da Lei n.° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n.° 6.899, de 15 de
julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA), foi aprovado, apds adequacdes, pela COMISSAO DE
ETICA NO USO DE ANIMAIS da Universidade Federal do Rio Grande do Norte — CEUA/UFRN.

Vigéncia do Projeto

JUNHO 2019

RELATORIO

JUNHO 2019

Espécie/Linhagem

Ratos Wistar

NUmero de Animais

24

Idade/Peso 8 semanas / 200-250g

Sexo Machos e Fémeas

Origem Biotério do Centro de Biociéncias — UFRN
Manutencao Biotério do Centro de Biociéncias — UFRN

Informamos ainda que, segundo o Cap. 2, Art. 13, do Regimento Interno desta CEUA, é

funcdo do professor/pesquisador responsavel pelo projeto a elaboracdo de relatério de

acompanhamento que devera ser entregue tdo logo a pesquisa seja concluida. O

descumprimento desta norma inviabilizard a submissé&o de projetos futuros.

www.ceua.propesg.ufrn.br



MINISTERIO DA EDUCACAOQO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS — CEUA
Av. Salgado Filho, S/N - CEP: 59072-970 - Natal / RN
Fone: (84) 9229-6491 / e-mail: ceua@reitoria.ufrn.br

CERTIFICADO

Natal (RN), 10 de outubro de 2017.

Certificamos que o ADENDO da proposta intitulada “Estudo do tratamento com 6leo
essencial da Lippia alba em ratos com imobilizacdo da pata traseira: avaliagcdo dos
parametros eletrofisiologicos e morfolégicos do nervo ciatico e do ganglio da raiz
dorsal”, PARECER n° 047.017/2017, sob a responsabilidade de Expedito Silva do
Nascimento Junior, que envolve a producdo, manutencdo e/ou utilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n.° 11.794, de 8 de outubro de 2008,
do Decreto n.° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle da Experimentacéo Animal (CONCEA), foi aprovado pela COMISSAO DE
ETICA NO USO DE ANIMAIS da Universidade Federal do Rio Grande do Norte — CEUA/UFRN.

Motivo do adendo: substituicdo da técnica de imobilizacdo do membro posterior direito
do rato para o modelo de constri¢cdo crénica do nervo ciatico.

Vigéncia do Projeto |JUNHO 2019
RELATORIO JULHO 2019

Espécie/lLinhagem |Ratos Wistar

NUumero de Animais |Aprovado em Agosto 2017: 24
Solicitado em Outubro 2017: 5

Total: 29
Idade/Peso 8 semanas / 200-250g
Sexo Machos e Fémeas
Origem Biotério do Centro de Biociéncias — UFRN
Manutencao Biotério do Centro de Biociéncias — UFRN

Informamos ainda que, segundo o Cap. 2, Art. 13, do Regimento Interno desta CEUA, é

funcdo do professor/pesquisador responsavel pelo projeto a elaboracdo de relatorio de

acompanhamento que deverd ser entregue tdo logo a pesquisa seja concluida. O

descumprimento desta norma inviabilizard a submissé&o de projetos futuros.

LS

José de C astro Souza Nefo J/L‘-mi-or
Coordenador da CEUAUFRN

www.ceua.propesg.ufrn.br
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> PADETEC

" PARQUE DE DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO

LAUDO DE ANALISE

N° DO LAUDO:23.02.2019

INTERESSADO: PEDRO MILITAO-UECE

IDENTIFICAGAO DA AMOSTRA RECEBIDA: OLEO ESSENCIAL DE LIPPIA ALBA

ANALISE: DETERMINACAO DE COMPOSTOS.

METODO: CROMATOGRAFIA GAS-LIQUIDA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSA.

RESULTADOS:
PICO |RTIME |[TEOR(%) |PROBABILIDADE COMPOSTO
DE ACERTO(%)
1 7.777 2.87 93 DIACECTONE ALCOHOL
2 15.120 |1.31 91 METHYL-5-HEPTEN-2-ONE
3 17.451 4.41 94 PARA CYMENE
4 17.709 |12.54 96 LIMONENE
5 30.419 |28.21 85 NERAL
6 30.732 | 6.50 97 CARVONE
7 32121 |42.59 93 GERANIAL
8 47174 |1.57 90 BETA-ELEMENE

Estes dados referem-se apenas a estas amostras e n&o tem valor extrapolativo para outras
Amostras ou lotes do mesmo produto.

Fortaleza, 25 DE FEVEREIRO de 2019

M /-.
Dr. AfrafiigfArag3o Craveiro
CRQ 01100802 — 10® Regiao
Difetorjdo PADETEC

Rua Humberto Monte, 2977, UFC, Bloco 310, Fortaleza — CE - Fones (85)3366.9983 / 3366.9967 Fax (85) 3287.4778 E-mail: padetec@ufc.br
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Ch\GCMSsolution\Data\amostras\UECE\OE Lippia alba Fever2.53019.qgd 23/2/2019 09:03:29
PARQUE DE DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO
CENTRAL ANALITICA I - LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA
SISTEMA GC/EM - SHIMADZU GCMS QP2010s
Chromatogram
Chromatogram OEla C:\GCMSsolution\Data\amostras\UECE\OE Lippia alba Fevereiro 2019.qgd
intensity
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min
GCMS Sample Information
OPERADOR: Admin
CODIGO : OEla DATA: 22/2/2019 17:01:54
AMOSTRA - Amostra: Oleo Essencial Lippia alba Fevereiro 2019
Solicitante: Pedro Militao
Origem: UECE
injegéo 1 ul
OPERADOR:Afranio Craveiro
METODO - C:\GCMSsolution\Data\metodos\oleo-spl.qgm
GCMS Peak Report TIC
Peak# R.Time Area Height A/H] Mark [Name Base m/z| _Area%
1 7.777 1036561 329335 3.15 43.05 2.87
2 15.120 472795 120678 3.92 43.10 1.31
3 17.451 1592712 375317] 4.24 119.15 441
4 17.709 4524269 1010414 448 68.10 12.54
[ 3 30.419 10179405 2017277 | 5.05 41.10( 2821
i 6 30.732 2343718 477516 491 V 82.05
7 32.121 15367050 3050196 5.04| | |
8 47.174 567038 246130 230
36083548 7626863 |
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GCMS Library
<< Target >>
Line#:1 R.Time:7.775(Scan#:454) MassPeaks:55 BasePeak:43.05(164860)
RawMode:Averaged 7.767-7.783(453-455) BG Mode:Calc. from Peak

23/2/2019 09:03:29

100 T

BT A T R
—
o
%
%

101

ghll i 96, | 219 235 252
G ki s ke Rkt gl R Akt i iciblals L) i gl ke el ] s et s ) L L ] L ] U ALAN AL LA LIS A A
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130, 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250
Hit#:1 Entry:10274 Library:Wiley229.lib Vi

S1:93 Formula:C6 H12 02 CAS:123-42-2 MolWeight:116 Retindex:0 /

CompName:2-Pentanone, 4-hydroxy-4-methyl- (CAS) Diacetone alcohol §§ 4-PENTANONE. 2-HYDROXY-2-METHYL- $S 4-Hydroxy-4-methyl-2-penta

Hit#:2 Entry:10273 Library:Wiley229.lib
S1:93 Formula:C6 H12 02 CAS:123-42-2 MolWeight:116 Retlndex:0

CompName:2-Pentanone, 4-hydroxy-4-methyl- (CAS) Diacetone alcohol $$ 4-PENTANONE, 2-HYDROXY-2-METHYL- $$ 4-Hydroxy-4-methyl-2-penta

Hit#:3 Entry:10271 Library:Wiley229.lib
S1:93 Formula:C6 H12 02 CAS:123-42-2 MolWeight:116 Retindex:0

CompName:2-Pentanone, 4-hydroxy-4-methyl- (CAS) Diacetone alcohol $$ 4-PENTANONE, 2-HYDROXY-2-METHYL- $$ 4-Hydroxy-4-methyl-2-penta

Hit#:4 Entry:10276 Library:Wiley229.1ib
S1:92 Formula:C6 H12 02 CAS:123-42-2 MolWeight:116 Retlndex:0

CompName:2-Pentanone, 4-hydroxy-4-methyl- (CAS) Diacetone alcohol $$ 4-PENTANONE, 2-HY DROXY-2-METHYL- $$ 4-Hydroxy-4-methyl-2-penta

Hit#:5 Entry:10432 Library:Wiley229.lib
SI1:92 Formula:C6 H12 02 CAS:0-00-0 MolWeight:116 Retindex:0
CompName:4-HYDROXY-4-METHYL-2-PENTANONE $$

<< Target >>
Line#:2 R.Time:15.117(Scan#:
RawMode:Averaged 15.108-15.i2
100 5

MassPeaks:59 BasePeak:43.10(28703)
334-1336) BG Mode:Calc. from Peak
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Hit#:1 Entry:13990 Library:Wiley229.1ib
SI:91 Formula:C8 H14 O CAS:110-93-0° MolWeight:126 Retlndex:0

R i R Masalea] s e
130 140 150 160 170 180 190

e

[T
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CompName:6-Methyl-5-hepten-2-one $$ 5-Hepten-2-one, 6-methyl- (CAS) 6-Methyl-3-heptene-2-one $$ 6-METHYLHEPT-5-EN-2-ONE $$ (6-methyl)-E-

Hit#:2 Entry:13991 Library:Wiley229.lib
S1:91 Formula:C8 H14 O CAS:110-93-0 MolWeight:126 RetIndex:0

CompName:6-Methyl-5-hepten-2-one $$ 5-Hepten-2-one, 6-methyl- (CAS) 6-Methyl-3-heptene-2-one $$ 6-METHYLHEPT-5-EN-2-ONE $$ (6-methyl)-E-

Hit#:3 Entry:13992 Library:Wiley229.1ib
S1:91 Formula:C8 H14 O CAS:110-93-0 MolWeight:126 Retindex:0

CompName:6-Methyl-3-hepten-2-one $$ 5-Hepten-2-one, 6-methyl- (CAS) 6-Methyl-3-heptene-2-one $$ 6-METHYLH EPT-5-EN-2-ONE $$ (6-methyl)-E-

Hit#:4 Entry:14173 Library:Wiley229.1ib
S1:90 Formula:C8 H14 O CAS:0-00-0 MolWeight:126 RetIndex:0
CompName:é—METHYL-S—HEPTEN»}ONE B $$

Hit#:5 Entry:13988 Library:Wiley229.1ib
Si:90 Formula:C8 H14 O CAS:110-93-0 MolWeight:126 Retlndex:0
CompName:6-Methyl-5-hepten-2-one $$ 5-Hepten-2-one, 6-methyl- (CAS) 6-Methyl-5-heptene-2-one $$ 6-METHY

LHEPT-5-EN-2-ONE $$ (6-methy!)-E-
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<< Target >>
Line#:3 R.Time:17.450(Scan#:1615) MassPeaks:70 BasePeak:119.15(112548)
RawMode:Averaged 17.442-1 7.458(1614-1616) BG Mode:Calc. from Peak
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Hit#:1 Entry:18199 Library:Wiley}229.]ib
SI:94 Formula:C10 H14 CAS:99-87-6 MolWeight:134 Retlndex:0

CompName:PARA CYMENE $$

100 110

Hit#:2 Entry:18183 Library:Wiley229.lib
SI:94 Formula:C10 H14 CAS:99-87-6 MolWeight:134 Retlndex:0
CompName:p-cymene $$ I-methyl-4-isopropylbenzene $$

Hit#:3 Entry:18076 Library:Wiley229.lib
SI:94 Formula:C10 H14 CAS:99-87-6 MolWeight:134 RetIndex:0
CompName:Benzene, 1-methyl-4-(1 -methylethyl)- (CAS) p-Cymene $$ 1-Methyl-4-isopropylbenzene $$ p-Cymol $$ p-Cimene $$ Camphogen $$ Dolcyme

Hit#:4 Entry:18060 Library:Wiley229.lib
SI:94 Formula:C10 H14 CAS:535-77-3 MolWeight:134 Retlndex:0
CompName:Benzene, 1-methyl-3( 1-methylethyl)- (CAS) m-Cymene $$ 1-Methyl-3-isopropylbenzene $$ m-Cymol $$ beta.-Cymene $$ m-Isopropyltoluen:

Hit#:5 Entry:18068 Library:Wiley229.lib
S1:93 Formula:C10 HI14 CAS:99-87-6 MolWeight:134 RetIndex:0
CompName:Benzene, I-methyl-4-(1-methylethyl)- (CAS) p-Cymene $$ I-Methyl-4-isopropylbenzene $$ p-Cymol $$ p-Cimene $$ Camphogen $$ Dolcyme

<< Target >>
Line#:4 R.Time:17.708(Scan#'1646) MassPeaks:80 BasePeak:68.10(146740)
RawModeAveraged 17.700-17.717(1645-1647) BG Mode:Calc. from Peak
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Hit#:1 Entry:19686 Library: Wilé
SI:96 Formula:C10 H16 CAS:$989-54-8 MolWeight:136 Retindex:0
CompName:I-LIMONENE $§/

[5%})

Hit#:2 Entry:19417 Library:Wiley229 lib
SI:94 Formula:C10 HI6 CAS:5989-27-5 MolWeight:136 Retlndex:0 Z N
CompName:Cyclohexene, I-methyl-4-( 1-methylethenyl)-, (R)- (CAS) D-1.8(9)-P-MENTHADIENE (D-1-METHYL-4-ISOPROPENYLCYCLOHEXENE ¢

Hit#:3 Entry:19413 Library:Wiley229.lib
SI:94 Formula:C10 HI6 CAS:138-86-3 MolWeight:136 Retlndex:0 . -
CompName:dI-Limonene $$ Cyclohexene, 1-methyl-4-(1 -methylethenyl)- (CAS) 1-P-MENTHA-1.8-DIENE $$ Limonene $Cinen $$ Nesol $$ Cinene $$ Li

Hit#:4 Entry:19345 Library:Wiley229.lib
SI:93 Formula:C10 HI6 CAS:22769-00-2 MolWeight:136 RetIndex:0
CompName:TRANS-1,2-DIISOPROPENYL-CYCLOBUTANE $$

Hit#:5 Entry:19682 Library:Wiley229.lib
SI:93 Formula:C10 HI6 CAS:138-86-3 MolWeight:136 Retindex:0
CompName:LIMONENE $$
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<< Target >>
Line#:5 R.Time:30.417(Scan#:3171) MassPeaks:114 BasePeak:41.10(287907)
RawMode: Averaged 30.408-30.425(3170-3172) BG Mode:Calc. from Peak
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Hit#:1 Entry:29451 rary:Wiley229.lib

SI:85 Formula:C10 16 O CAS:106-26-3 MolWeight:152 Retlndex:0

CompName:neral
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Hit#:2 Entry:29301 Library:Wiley229.Iib
SI:84 Formula:C10HI6 O CAS:106-26-3 MolWeight.152 Retindex:0
CompName:Z-Citral $$ 2.6-Octadienal, 3,7-dimethyl-, (Z)- (CAS) Neral $$ .beta.-Citral $$ cis-Citral $$ Citral b SS cis-3.7-Dimethyl-2.6-octadienal $$ (Z)-:

Hit#:3 Entry:29300 Library:Wiley229.lib
SI:82 Formula:C10 H16 O CAS:106-26-3 MolWeight:152 Retindex:0
CompName:Z-Citral $$ 2.6-Octadienal, 3.7-dimethyl-, (Z)- (CAS) Neral $$ _beta.-Citral $$ cis-Citral $$ Citral b $$ cis-3,7-Dimethyl-2.6-octadienal $$ (Z)-:

Hit#:4 Entry:29546 Library:Wiley229.lib
SI:82 Formula:C10 HI6 O CAS:106-26-3 MolWeight:152 RetIndex:0
CompName:NERAL $$

Hit#:5 Entry:31212 Library:Wiley229.lib
SI:82 Formula:C10 HI8 O CAS:106-24-1 MolWeight:154 Retlndex:0
CompName-trans-Geraniol $$ 2.6-Octadien-1-ol. 3.7-dimethyl-, (E)- (CAS) Guaniol $$ Lemonol $$ Geraniol $$ Geranyl alcohol $S$ 2.6-Dimethyl-2.6-octad

<< Target >>

Line#:6 R.Time:30.733(Scan#:3209) MassPeaks:78 BasePeak:82.05(82159)
RawMode: Averaged 30.725-30.742(3208-3210) BG Mode:Calc. from Peak
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Hit#:1 Entry:28041 Library:
SI:97 Formula:C10 H14 O £AS:99-49-0 MolWeight:150 Retindex:0
CompName:CARVONE $

[

Hit#:2 Entry:27856 Library:Wiley229.lib
SI:95 Formula:C10 H14 O CAS:2244-16-8 MolWeight:150 Retindex:0
CompName:2-Cyclohexen-1-one, 2-methyl-3-(1-methylethenyl)-, (S)- (CAS) d-Carvone $$ (+)-Carvone $$ (S)-Carvone $$ D(+)-Carvone $$ Carvone, (+)-

Hit#:3 Entry:28035 Library:Wiley229.lib
SI:95 Formula:C10 H14 O CAS:99-49-0 MolWeight:150 RetIndex:0
CompName:CARVONE $$

Hit#:4 Entry:27854 Library:Wiley229.lib
SI:94 Formuia:C10 H14 O CAS:2244-16-8 MolWeight:150 RetIndex:0 N
CompName:2-Cyclohexen-1-one, 2-methyl-5-(1-methylethenyl)-, (S)- (CAS) d-Carvone $$ (+)-Carvone $$ (S)-Carvone $$ D(+)-Carvone $$ Carvone. (+)-

Hit#:5 Entry:27864 Library:Wiley229.lib
SI:94 Formula:C10 HI4 O CAS:99-49-0 MolWeight:150 RetIndex:0 )
CompName:2-Cyclohexen-1-one, 2-methyl-3-(1-methylethenyl)- (CAS) 2-METHYL-5-ISOPROPENYL-2-CYCLOHEXENONE $S$ Carvol $S Karvon $$ €
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<< Targéz >>
Line#:7 R.Time:32.125(Scan
RawMode:Averaged 32.117-3
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Hit#:1 Entry:29298 Library:Wiley229.lib

SI:94 Formula:C10 H16 O CAS:106-26-3 MolWeight:152 Retlndex:0

CompName:Z-Citral $$ 2,6-Octadienal, 3,7-dimethyl-, (Z)- (CAS) Neral $$ .beta.-Citral $$ cis-Citral $$ Citral b $$ cis-3.7-Dimethyl-2,6-octadienal $$ (Z)-Z

| i | L T I Lhichid X | T T T
130 140 150 160 170 180 190 200

Hit#:2 Entry:29291 Library:Wiley229.lib
SI:94 Formula:C10 HI6 O CAS:141-27-5 MolWeight:152 RetIndex:0
CompName:E-Citral $S 2,6-Octadienal, 3,7-dimethyl-, (E)- (CAS) Geranial $$ trans-Citral $$ Citral a $$ Citral-a $$ (E)-Citral $$ Geranaldehyde $$ .alpha.-

Hit#:3 Entry:29301 Library:Wiley229.lib
SI:94 Formula:C10 HI6 O CAS:106-26-3 MolWeight:152 Retindex:0
CompName:Z-Citral $$ 2.6-Octadienal, 3.7-dimethyl-. (Z)- (CAS) Neral $$ .beta.-Citral $$ cis-Citral $S Citral b $$ cis-3.7-Dimethyl-2.6-octadienal $$ (Z)-7

Hit#:4 Entry:29555 Library:Wiley229.lib
SI:93 Formula:C10 HI6 O ¢AS:141-27-5 MolWeight:152 Retindex:0
CompName:GERANIAL $.

Hit#:5 Entry:29304 Library:Wiley229.lib
SI:92 Formula:C10 HI6 O CAS:5392-40-5 MolWeight:152 Retlndex:0
CompName:Citral $$ 2.6-Octadienal, 3.7-dimethyl- (CAS) 3,7-Dimethyl-2.6-octadienal $$ 3,7-Dimethyl-1-2.6-octadienal $$

<< Target >>

Line#8 R.Time:47.175(Scan#:5182) MassPeaks:110 BasePeak:41.10(15089)
RawMode:Averaged 47.167-47.183(5181-5183) BG Mode:Calc. from Peak
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Hit#:1 Entry:71116 Library:Wi
SI:90 Formula:C15 H24 CAS;

CompName:.beta.-clemene $%

1 T
20 130 140 150 160 170 180 190 200

15-13-9 MolWeight:204 Retlndex:0

Hit#:2 Entry:71191 Library:Wiley229.lib
SI:89 Formula:C15 H24 CAS:515-13-9 MolWeight:204 RetIndex:0
CompName:. BETA. ELEMENE $$

Hit#:3 Entry:70800 Library:Wiley229.lib
S1:88 Formula:C15 H24 CAS:15423-57-1 MolWeight:204 Retindex:0
CompName:Germacrene B (CAS) 1,5-Cyclodecadiene, 1,5-dimethyl-8-( 1-methylethylidene)-, (E.E)- $$ Germacra-1(10),4.7(11)-triene $$ Germacra-1(10).4

Hit#:4 Entry:71105 Library:Wiley229.lib
S1:88 Formula:C15 H24 CAS:489-39-4 MolWeight:204 Retindex:0
CompName:Aromadendrene $$

Hit#:5 Entry:70871 Library:Wiley229.lib
S1:88 Formula:C15 H24 CAS:3691-11-0 MolWeight:204 RetIndex:0
CompName:.delta.-Guaiene S$ Azulene, 1.2,3,5.6,7.8.8a-octahydro-1 4-dimethyl-7-( I-methylethenyl)-, [1S-(1.alpha..7.alpha..8a.beta.)]- (CAS) .alpha.-Buln



