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Avaliacdo das atividades antinociceptiva e antidepressiva do 6leo essencial
dos frutos de Schinus terebinthifolius e dos compostos (R)-(+)-limoneno e a-

felandreno em roedores

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antihiperalgésica do 6leo essencial
dos frutos de S. terebinthifolius e os compostos isolados (R)-(+)-limoneno e a- felandreno em
modelos de lesdo do nervo cidtico e injecdo intratecal de citocinas ou gp120 em roedores. No
primeiro artigo que compde nosso estudo, avaliou-se a atividade antihiperalgésica e
antidepressiva dos tratamentos orais por 15 dias de S. terebinthifolius (100 mg/kg), do
limoneno e felandreno (10mg/kg) em modelo de lesdo de nervo cidtico em ratos. A
administracdo do 6leo essencial e dos compostos inibiu significativamente a hiperalgesia
mecanica e a imobilidade, porém apenas o felandreno foi capaz de prevenir o aumento da
sensibilidade ao frio. Concluiu-se que tanto o éleo essencial como 0s compostos exibiram
atividade antihiperalgésica e antidepressiva. Investigamos assim, o potencial antihiperalgésico
do limoneno em camundongos apds a injecao intratecal de gp120 ou IL-1B ou TNF-a. Os
animais foram tratados oralmente com o limoneno (10mg/kg) e apds uma hora receberam uma
injecdo gpl120 entre as vértebras L5 e L6 (50 e 300pg) ou IL-1B (1000pg) ou TNF-a (500ng).
Os resultados demonstraram que o limoneno reverteu significativamente a hiperalgesia
induzida pela gp120 ap6s 3 horas da injecdo e alterou ainda os niveis de IL-1B e IL-10 no
sangue dos animais. O limoneno também foi capaz de inibir significativamente a hiperalgesia
mecénica induzida pelo TNF-a e IL-1p e modulou da expressdo de SOD e HSP90 nas células
da medula espinhal. O composto a-felandreno (10mg/kg) também foi testado e os resultados
demonstraram que a administracdo intratecal de gp120 e IL-1p aumentou significativamente a
sensibilidade mecanica e sensibilidade ao frio em camundongos e o felandreno foi capaz de
reverter esses efeitos apds 2 e 3 horas. Concluimos, assim, que o limoneno e o felandreno
possuem atividade antihiperalgésica através da modulacdo da producdo de citocinas

inflamatorias.

Palavras-chave: HIV, gp120, hiperalgesia mecanica, depressdo, limoneno, felandreno,

Schinus terebinthifolius.



Evaluation of antinociceptive and antidepressant activities of the essential
oil of Schinus terebinthifolius fruits and the compounds (R)-(+)-limonene

and a-phellandrene in rodents

ABSTRACT

The objective of the present study was to evaluate the compounds (R)-(+)-limonene and a-
phellandrene in models of sciatic nerve injury and intrathecal cytokine injection or gp120 in
rodents. In the first article of our study, we have evaluated the antihyperalgesic and
antidepressive activities of the 15-day oral treatment with S. terebinthifolius (100 mg/kg),
limonene and phellandrene (10mg/kg) in sciatic nerve injury model in rats. Administration of
the essential oil and compounds did not interfere with the locomotor activity of the animals
and still significantly inhibited mechanical hyperalgesia and immobility, but only
phellandrene was able to prevent increased sensitivity to cold. Based on the data, we can
conclude that both the essential oil and the compounds exhibited antihyperalgesic and
antidepressant activity. We also have investigated the antihyperalgesic potential of limonene
in mice following intrathecal injection of gp120 or IL-1p or TNF-a. Animals were orally
treated with limonene (10mg/kg) and after one hour received an injection of gp120 between
the L5 and L6 vertebrae (50 and 300pg) or IL-1f (1000pg) or TNF-a (500ng). The results
have demonstrated that limonene significantly reversed gpl120-induced hyperalgesia after 3
hours of injection and also increased levels of IL-1f and IL-10 in the blood of the animals.
Limonene was also able to significantly inhibit TNF-a and IL1B-induced mechanical
hyperalgesia and modulate SOD and HSP90 expression in the spinal cord cells. Phellandrene
(10mg/kg) compound was also tested, and results have demonstrated that intrathecal
administration of gp120 or IL-1B significantly increased mechanical sensitivity and cold
sensitivity in mice and that phellandrene was capable to reverse these effects after 2 and 3
hours. We have concluded limonene and phellandrene have antihyperalgesic activity through

cytokine production modulation.

Keywords: HIV, gpl20, mechanical hyperalgesia, depression, limonene, phellandrene,

Schinus terebinthifolius.
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1 INTRODUCAO

Sabe-se hoje que, dentre os pacientes infectados pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), 40% desenvolvem dor cronica, sendo esta considerada a desordem
neuroldgica mais prevalente (SHI et al., 2016). A glicoproteina 120 (gp120), proteina
envelope do virus HIV, cruza a barreira hematoencefélica e causa neurotoxicidade, alem do
aumento da producdo de citocinas inflamatdrias, aumento do estresse oxidativo e ativagdo dos
receptores NMDA (N-metil D-Aspartato) (MCRAE, 2016; NASIRINEZHAD et al., 2015),
sendo responsavel pelo desenvolvimento da dor cronica atravées de uma patogenia
independente (YUAN et al., 2014).

A injecéo de gp120 na periferia ou no Sistema Nervoso Central (SNC) em roedores foi
capaz de contribuir para a producédo de dor, comportamento doloroso e ainda neurotoxicidade,
corroborando com as teorias para sua atividade. Dentre as alteracdes observadas estdo: a
ativacdo de células da glia e consequente liberacdo de citocinas pré-inflamatdrias (LORAM et
al., 2010; ZHENG et al., 2011), principalmente a interleucina 1-p (IL-1p) e o fator de necrose
tumoral-a (TNF-a), produzindo hiperalgesia térmica e alodinia mecéanica (MILLIGAN et al.,
2000; MILLIGAN et al., 2001). Além das citocinas, os marcadores de estresse oxidativo,
como o Oxido Nitrico (NO), tornam-se elevados durante a infecgdo cerebral pelo HIV-1
(ASHRAF et al., 2014).

Evidéncias atuais tem observado que a neuroinflamacéo leva ao desenvolvimento da
depressdo, porém ainda é controverso se a inflamagdo causa depressdo, ou se esta € mera
consequéncia do episodio depressivo, embora haja evidéncias consideraveis de que a
inflamacdo seria a responsdvel pelo desenvolvimento neurobioldégico da depressdo
(FINNELL; WOOQD, 2016). Sabe-se que existe uma relagdo entre o neurocircuito do estresse
e a imunidade, que é capaz de ativar vias inflamatérias nas células mononucleares do sangue
periférico, e assim ativar o fator nuclear kappa B (NF-kB), e consequentemente aumentar 0s
niveis de citocinas pré-inflamatdrias circulantes, como por exemplo, a interleucina-6 (IL-6), o

que leva ao desenvolvimento da alteracdo comportamental (MILLER; RAISON, 2016).

As plantas aromaticas, caracterizadas pela presenca de OGleo essencial em sua
composic¢do, sdo amplamente estudadas por seus potenciais beneficios terapéuticos como: na
prevencdo e tratamento do cancer, nas doencas cardiovasculares, no diabetes, nas doencas

inflamatdrias, nas infeccdes bacterianas e ainda, como agente gastroprotetor, antioxidante e



13

anticonvulsivante (DE ALMEIDA et al., 2011). Uma dessas espécies, a Schinus
terebinthifolius Raddi, conhecida como “Cabui”, “Aroeira-vermelha”, “Aroeira-pimenteira”,
“Pimenta Brasileira” ou “Christmas-berry”, ¢ utilizada na medicina popular para o tratamento
de dulceras, problemas respiratorios, cicatrizacdo, reumatismo, gota, tumores, diarreia,
problemas de pele, artrite e inflamagdo. Estudo quimico realizado com a planta indicou a
presenca de alguns componentes do 6leo essencial, sendo eles: o a-pineno, sabineno, z-salven,
B-pineno, a-funebreno, (R)-(+)-limoneno, mirceno e o alfa-felandreno (FORMAGIO et al.,
2011).

Dentre estes, 0 (R)-(+)-limoneno e a- felandreno, ambos compostos terpenoides, séo
de interesse ao presente estudo, devido evidéncias anteriores. O limoneno é abundantemente
encontrado no 6leo essencial de frutas citricas (RUSSO, 2011), e ja foi estudado por sua acédo
antinociceptiva (DO AMARAL et al., 2007), existindo ainda evidéncias de sua atividade anti-
inflamatéria (REHMAN et al., 2014), bloqueio da fosforilagdo do NF-xB sendo ainda
considerado um inibidor de NO induzido através da via da IL-1p (RUFINO et al., 2015). O
felandreno, da mesma forma, apresentou evidéncias de atividade anti-inflamatéria
(SIQUEIRA et al., 2016), sendo capaz de modular a migracdo de neutrdfilos e inibir a
producdo de citocinas inflamatérias (TNF- a e IL-6) e atividade antinociceptiva do o-
felandreno em modelos de nocicepcédo inflamatoria e hipernocicepgdo mecénica (LIMA et al.,
2012).

Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade antihiperalgésica
do 6leo essencial dos frutos de S. terebinthifolius e os compostos isolados (R)-(+)-limoneno e
a- felandreno em modelos de lesdo do nervo ciatico e injecédo intratecal de citocinas ou gp120

em roedores.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 HIV e dor crbnica

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (WHO), existem cerca de 35 milhGes de
pacientes portadores do virus HIV em todo o mundo, dentre os quais, aproximadamente 40%
desenvolvem dor crénica, e essa prevaléncia aumenta para 75% com o progresso da doenca,
sendo essa condigdo considerada como a desordem neurolégica mais prevalente entre essas
pessoas (SHI et al., 2016). Os sintomas mais comuns nos pacientes com HIV-1 associado a
dor cronica sdo: dores de cabeca, dor somatica e dor visceral. Tal condi¢do causa diminuigédo
na qualidade de vida dessas pessoas e € uma das principais causas de busca por assisténcia
médica (YUAN, et al., 2014).

Além disso, juntamente com as manifestacfes dolorosas, 30% dos pacientes com
HIV/SIDA desenvolvem neuropatia periférica (YUAN, et al., 2014), caracterizada por ser
semelhante a outros tipos de dor neuropatica, por exemplo como a neuropatia diabética, que
afeta principalmente a inervacdo distal dos pés e maos e causa sensacdo de queimacdo,
hiperestesia e parestesia (NASIRINEZHAD et al., 2015). As intervengdes medicamentosas
oferecem apenas alivio dos sintomas, mas ndo a cura (YUAN, et al., 2014), as mais utilizadas
sdo os anticonvulsivantes, como a pregabalina e antidepressivos, como a amitriptilina, porém
ambos com pouca eficacia clinica (SAGEN; CASTELLANOS; HAMA, 2016).

Existem dois mecanismos principais propostos para explicar como a neuropatia
sensorial induzida pelo HIV ocorre: a primeira é o da neurotoxicidade induzida pela proteina
envelope do virus HIV, a gp120 ou ainda devido ao uso de drogas antirretrovirais (ART). A
neurotoxicidade causada pelas drogas ART é indiscutivel, porém sabe-se que existe
prevaléncia de neuropatia em pacientes que nunca fizeram o uso dessas substancias, sugerindo
gue existem mecanismos adicionais ou alternativos para o desenvolvimento da condicdo
(MOSS et al.,, 2015). O entendimento de como a infeccdo pelo virus HIV-1 leva ao
surgimento da dor cronica é fundamental para o desenvolvimento de uma terapia efetiva
(YUAN, et al., 2014).

2.2 A gp120

A gp120 é uma proteina envelope do virus HIV com funcdo de permitir a entrada viral

nas células, além de facilitar a replicacdo e a progressdo da doenca. Como outras proteinas
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envelope, ela é capaz de atravessar a barreira hematoencefélica (BHE) e causar toxicidade
neuronal por si sé. Indiretamente a gpl20 causa 0 aumento da producdo de citocinas
inflamatdrias, aumenta o estresse oxidativo, pela ativacdo dos receptores NMDA e a
permeabilidade da BHE, estimulando a liberacdo do célcio intracelular, a ativacdo das
proteinas quinase C (PKC) e aumentando a migracdo de mondcitos (MCRAE, 2016;
NASIRINEZHAD et al., 2015).

Na figura 1, podemos observar que a entrada do virus HIV-1 ¢ feita pela clivagem da
proteina gpl160, em subunidades gp120 e gp4l. A gpl20 age diretamente com o0s receptores
do grupamento de diferenciacdo 4 (CD4) das células, o que favorece a estabilidade de sua
molécula, que pode entdo interagir com receptores de quimiocina CXC-4 (CXCR4) e/ou CC-5
(CCR5), e causar uma mudanca conformacional na gp4l, para que esta possa entrar na
membrana celular e iniciar a fusdo do envelope viral com a célula (WELLS; MERCENIER,
2008).

membrana da célula hospedeira fusdo intermediaria

i
o

= CD4
5 trimero gp41
exposto

.......

-----
.............

oy

Fig. 1. Estrutura da glicoproteina envelope gp120 do HIV interagindo com receptores
CD4. Fonte: Adaptado de Wells; Mercenier (2008, p. 359).

2.3 Hiperalgesia induzida pela gp120

A hiperalgesia é definida como um aumento da resposta dolorosa produzida por um
estimulo que normalmente causaria dor e juntamente com a alodinia, que por sua vez é um
tipo de sensibilidade causada por um estimulo que normalmente ndo causaria dor, sdo

sintomas caracteristicos de dor neuropética ou qualquer tipo de dor crbnica, que abrangem
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uma série de diferentes condi¢des causadas por lesdo ou doenga em partes do sistema nervoso

que sinaliza a informacé&o somatossensorial (JENSEN; FINNERUP, 2014).

Dependendo do tipo de fibra aferente afetada uma perda correspondente na fungéo
sensorial pode ser observada, sendo a hiperalgesia e a alodinia em alguns, mas néo todos 0s
casos, resultados de uma hiperexcitabilidade no sistema nervoso e nem sempre implicam em
um Unico mecanismo. Sua classificacdo é de acordo com a modalidade sensorial usada para
gerar dor, podendo ser de estimulo mecénico (dinamico, estatico e pontual) e térmico (frio ou
quente) presentes em varias condigdes como na neuralgia trigeminal, lesdo no nervo
periférico, condicdes de dor neuropatica central, como a lesdo da medula espinhal (JENSEN;
FINNERUP, 2014).

A hiperalgesia pode ser induzida pela simples administracdo de IL-1 ou TNF, e a
importancia das citocinas inflamatdrias na hiperalgesia é clara, porém o mecanismo pelo qual
as citocinas podem ativar o SNC é controverso, mas a ativacao dos nervos periféricos parece
ser um mecanismo mais aceito. Quando existe a administracdo de substancias indutoras como
as citocinas, ha uma sinalizacéo para o cérebro via vago subdiafragmatico, pois esses agentes
ativam 0s neurdnios sensoriais vagais, elevando a expressao de cFos. Esta ativacdo pode ser
secundéria a ativacdo de estruturas sensoriais especializadas chamadas paraganglio, com
caracteristica de quimiorreceptores, expressando locais de ligacdo de IL-1 e formando
sinapses aferentes em fibras vagais sensoriais. O acimulo de macrofagos, mastdcitos e células
dendriticas no tecido conjuntivo proximo ao paraganglio sdo considerados células linfoides
associadas aos nervos e tem a capacidade de expressar IL-1, podendo assim reconhecer
rapidamente uma infeccdo, sinalizar para o cérebro e liberar esta citocina ao paraganglio
vizinho (WATKINS; MAIER, 1999).

Quando hé injecdo intratecal de gpl120, observa-se ativacdo da micrdglia da medula
espinhal e o surgimento de astrécitos, os quais estdo envolvidos no desenvolvimento da
hiperalgesia e alodinia. Ocorre também um rapido aumento de IL-1 na medula espinhal
dorsal, ndo apenas no conteddo intracelular, mas também liberada no espago extracelular
(WATKINS; MAIER, 1999).

Evidéncia que analisou amostras de tecido postmortem de pacientes HIV-1 positivo
revelou que a quantidade de gp120 no corno da medula espinhal era 10 vezes maior naqueles
que apresentavam dor crénica em comparacdo com pacientes negativos para este tipo de dor.

Relataram ainda que a dor associada ao nivel de gp120 ndo esta ligada a um aumento da



17

replicacéo viral sisttmica ou no SNC, o que aponta para uma patogenia independente da
gp120 no desenvolvimento da dor crénica (YUAN, et al., 2014).

Em modelos experimentais com animais, a aplicacdo de gp120, periférica ou
centralmente, contribui para a producdo de dor, comportamento nociceptivo e
neurotoxicidade. Um dos mecanismos propostos para a inducdo de dor pela gpl120 é através
da gliose espinhal, que causaria alguns efeitos indiretos, como a ativagdo das células da glia e
a liberacdo de citocinas inflamatdrias. A ativacdo dos astrdcitos parece contribuir diretamente
no desenvolvimento doloroso e de outras desordens neuroldgicas. A injecdo de gpl20 nas
patas dos animais é capaz de causar hipersensibilidade e excitacdo dos neurdnios nociceptivos
primarios, enquanto a injecdo intratecal induz a dor aguda e liberagdo de citocinas pro-
inflamatdrias na medula espinhal (LORAM et al., 2010; ZHENG et al., 2011).

Milligan et al. (2001) observaram que a injecao intratecal de gp120 causa hiperalgesia
térmica e alodinia mecénica e que tais alteracGes estdo diretamente ligadas a producdo de
citocinas inflamatorias, em especial a IL-1 e 0 TNF-a. Primeiramente, a IL-1f3 e 0 TNF-a sdo
liberados e estimulam diretamente os neurdnios de transmissdo da dor no corno dorsal.
Posteriormente, neurdnios do cérebro também sdo capazes de expressar receptores para a IL-
13 e 0 TNF-o. A IL-1p quando administrada sozinha na supra espinhal é capaz de
desenvolver comportamento doloroso nos animais rapidamente, e uma dor especifica da
excitagdo dos neuronios trigeminais do corno dorsal. Observou-se ainda, uma ligagéo entre a
atividade de ambas as citocinas, pois quando bloqueadas as agdes do TNF-a enddgeno,
preveniu-se a liberacdo de IL-1p (MILLIGAN et al., 2000; MILLIGAN et al., 2001).

Corroborando com os resultados citados, Zheng et al. (2011), mostraram que a gp120
é capaz de induzir a liberagdo de IL-1B ¢ TNF- a e que ambas agem de forma sinérgica. A
inflamacdo dos nervos periféricos causa aumento da atividade elétrica das fibras sensoriais
C/A3, levando a mudangas transcripcionais e pos-transcripcionais nos neurdnios de segunda
ordem, o que é caracteristico de dor crénica. Tais danos inflamatorios resultam na ativagdo da

glia na medula espinhal e aumento da liberacdo de TNF-a.
2.4 Gp120 e neuroinflamagéo

A neuroinflamacdo é uma resposta imune associada a infecgdo cerebral causada pela
infeccdo do virus HIV-1, a qual tem um importante papel no desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas (LOUBOUTIN et al., 2010; ASHRAF et al., 2014). A gp120 por sua vez,
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causa apoptose celular em regibes cerebrais, como no cortex e hipocampo, através de uma
ligagdo entre os co-receptores da membrana celular neuronal (CCR3, CCR5 e CXCR4), e
através das vias da proteina-G acoplada causando a apoptose. O que ocorre € um aumento de
células da glia e liberacdo de araquidonato, que dificulta a receptacdo de glutamato pelos
astrocitos e neurdnios, levando a uma ativacdo prolongada dos receptores NMDA e
interrupcdo da homeostase celular de Ca**, gerando ainda, producdo de superéxido e
perdxido, causando o estresse oxidativo, morte das células neuronais apds a permeabilizacéo
mitocondrial, liberacdo do citocromo C e ativacdo das capsases e endonucleases
(LOUBOUTIN; STRAYER, 2014).

Diversas citocinas inflamatorias (TNF-a, IL-1p, IL-6, IFN-y) e marcadores de estresse
oxidativo, como o NO, tornam-se elevados durante a infeccdo cerebral pelo HIV-1 (ASHRAF
et al., 2014). O NF-kB esta envolvido em diferentes respostas celulares, dentre elas a morte
celular, apoptose e inflamacédo. Sabe-se inclusive, que a inducdo de proteinas quimiotaticas de
mondcitos 1 e 2 ( MCP-1 e MCP-2) em astrocitos esta diretamente relacionada a via do NF-
kB e que a inibicdo desta via apds o tratamento com gp120, leva a niveis reduzidos de TNF-a.
Da mesma forma, demonstrou-se que a via do NF-kB é a mediadora da produgdo de IL-18,
IL-8 e IL-6, e que existe uma cinética similar dessas trés citocinas nos astrocitos apds
tratamento com gp120 (SHAH et al., 2011; SHAH; KUMAR, 2010).

O modelo de lesdo do nervo ciatico induz a expressdo de MCP-1, ligante natural de
CCR5, em macrdéfagos e células de Schwann no nervo lesionado, e quando neutralizada é
capaz de reduzir a alodinia e hiperalgesia térmica. O papel do processo inflamatorio na dor
cronica ja é previamente estabelecido e sabe-se que existe o envolvimento dos receptores
CCR5 e CCR2 no desenvolvimento da dor neuropética. Estudo realizado com animais
geneticamente modificados observou que naqueles animais sem CCR5 ndo houve o
desenvolvimento da hipersensibilidade mecéanica ou térmica apos a injaria do nervo ciatico.
Pode-se observar ainda que quando CCR2/CCR5 séo blogueados ocorre reducgéo da ativacéo
da microglia espinhal apos lesdo do nervo, a abolicdo do recrutamento de monocitos e
macrofagos para o parénquima espinhal e a prevencdo do aumento da producdo de citocinas
pro-inflamatorias ao longo da via de sinalizacdo da dor (PADI et al., 2012; MERINO et al.,
2011).

Shah et al. (2011) demonstraram que existe um aumento da fosforilagdo de IxBa e

uma translocacdo da p50 do citoplasma para o nicleo das células pela via do NF-«xB, a qual é
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dependente da gpl120. De forma similar, o estresse oxidativo tem-se demonstrado um
importante mecanismo dependente da gp120. A resposta do organismo frente a uma injuria
oxidativa leva a uma cascata de resposta ao estresse, aumentando os niveis intracelulares de
agentes antioxidantes e ao mesmo tempo removendo os componentes ja danificados. Os
niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo controlados por antioxidantes endogenos,
como por exemplo, o superdxido dismutase (SOD) (LOUBOUTIN; STRAYER, 2014).

A gpl20, juntamente com a Tat, outra proteina do virus HIV-1, sdo capazes de reduzir
a neurogénese, especialmente no hipocampo, levando a geracdo de novos neurdnios com
desenvolvimento dendritico irregular. O hipocampo desempenha importante envolvimento na
memoria, aprendizagem e emocdo, e alteracdes nessa regido do cérebro estdo relacionadas
com doencas neurodegeneratovas e psiquiatricas, sendo particularmente suscetivel a
inflamacdo (FERREL; GIUNTA, 2014).

2.5 Depressao induzida pela inflamagéo do SNC

A depressdao é considerada uma condicdo natural de etiologia multifatorial e
neurobiologia complexa. Ha vinte anos ja era possivel encontrar evidéncias de pacientes com
depressdo que apresentavam quadros de inflamacdo aumentados, porém a teoria que
prevalecia para explicar o quadro depressivo baseava-se na hipétese baseada na via
monoaminérgica. Atualmente, outras teorias neurobiol6gicas existem para explicar a
depressdo, e dentre eles a hipétese inflamatoria tem ganhado atencéo, e novos dados baseados
em estudos clinicos e pré-clinicos tem demonstrado a relacdo bidirecional entre a depresséo, a

inflamacéo e as citocinas inflamatérias (HO et al., 2017).

Apesar de controversas, evidéncias consideraveis tem demonstrado que a inflamacgéo
seria grande responsavel pelo desenvolvimento neurobiol6gico da depressdo (FINNELL;
WOOD, 2016). Dentre as doencas inflamatorias em pacientes com depressdo, as mais
comumente associadas sdo 0s transtornos gerais da tireoide, atrite reumatoide, doenca de
Crohn, doenca do intestino irritdvel, fibromialgia e doencas cardiovasculares (PEACOCK;
SCHEIDERER; KELLERMANN, 2016).

H& uma relacdo entre o neurocircuito do estresse e a imunidade, que formam juntos,
um sistema integrado a fim de proteger o organismo frente a ameagas ambientais. O estresse é
capaz de ativar vias inflamatorias nas células mononucleares do sangue periférico, e assim

ativar o NF-kB, e consequentemente aumentar 0s niveis de citocinas pro-inflamatorias
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circulantes, como por exemplo, a IL-6. Individuos com alto risco de desenvolver depressao,
como aqueles que sofreram um trauma, apresentam resposta inflamatdria aumentada frente
aos estressores cotidianos quando comparados a individuos com baixo risco, e essa
probabilidade aumenta quanto maior € o estressor psicossocial vivido pelo individuo, que

pode desenvolver a depressdo em um curto periodo de tempo (MILLER; RAISON, 2016).

Novos tratamentos do cancer pela administracdo de IFN-y e IFN-a ou do fator
estimulador de colbnias de granuldcitos-macrofagos (GM-CSF) tem como principal efeito
colateral o desenvolvimento de episddios depressivos transitorios em pacientes sem historico
prévio de depressdo. Em modelos animais, as evidéncias apontam que apos a estimulacdo do
sistema imune seja pela injecdo de lipopolissacarideo (LPS), de citocinas pré-inflamatdrias ou
inducdo de infeccdo bacteriana existe o desenvolvimento de neuroinflamagcdo e do
comportamento depressivo, caracterizado pelo desespero comportamental ou anedonia e o
bloqueio da IL-1p no cérebro foi capaz de prevenir a anedonia em modelo animal de indugéo
de estresse (FINNELL; WOOQOD, 2016).

Em uma revisdo sistematica realizada por Martinez-Cengotitabengoa et al. (2016),
concluiu-se que os niveis de algumas citocinas pré-inflamatorias, como IL-8, IL-6, e 0 TNF-
a, poderiam servir como biomarcadores para futuro sintomas de depressdo e devem ser
explorados como possibilidade. Antagonistas de TNF-o tem papel atenuante nos sintomas
depressivos e melhora dos déficits cognitivos de pacientes, assim como, juntamente com a IL-
6 podem servir como marcadores na incidéncia de outras doencas, como a esclerose multipla.
Os autores citam ainda, que o principal mecanismo de acdo dessas citocinas seria na ativacao
do eixo hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA) e nos transportadores neuronais de serotonina
e pela estimulacdo da enzima indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO), o que causaria a deplecéo

de triptofano.

Desta forma, a depressdo estd associada a estimulagdo do NF-«xB, ¢ a partir deste a
liberacdo de ROS, IL-1pB e TNFa, e o estresse psicossocial é capaz de ativar essa cascata. Uma
super ativagdo do eixo HPA leva a um aumento de histamina e norepinefrina, as quais podem
agir no sistema imune e iniciar a migracdo de células inflamatorias, estimulacdo do NF-xB e
via das proteinas quinases ativadas por mitogenos (MAPK,) aumentar a producédo de citocinas
pro-inflamatorias, dentre as principais temos a IL-1, a mais potente ativadora, a IL-6 € TNF-a
(PEACOCK; SCHEIDERER; KELLERMANN, 2016).
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Dano neuronal também induz a inflamacdo e exerce diversos efeitos nocivos ao
cérebro e tem papel crucial no desenvolvimento de desordens mentais e depressao. As regifes
mais comumente afetadas pelo dano inflamatorio dos neurbnios ou pela apoptose sdo o
hipocampo, a amigdala e o hipotalamo, regides ligadas ao desenvolvimento da depresséo e a
inibicdo da inflamacdo nessas regides poderia produzir um efeito protetivo dos neurdnios e
melhorar o comportamento depressivo (ZHOU et al., 2016).

Os inflamassomas tém sido o foco recente dos estudos que demonstram a relacéo entre
a ativacdo do sistema imune, o estresse e a inflamagdo. Os inflamassomas sdo proteinas
complexas que se formam nas células mieloides como uma resposta a microorganismos
patogénicos e ndo patogénicos. Na depressdo, essas proteinas sao liberadas pelo estimulo dos
padrdes moleculares associados a danos, os DAMPs, incluindo o ATP (adenosina trifosfato),
as proteinas “heat shock” (HSPs), o &cido Urico, a proteina HMGB1, uma proteina de alta

mobilidade, e outras moléculas ligadas ao estresse oxidativo (MILLER; RAISON, 2016).

Os DAMPs ativam as vias de sinalizacdo inflamatéria, através do NF-xB e o
inflamassoma NLRP3. O NLRP3 ativa a caspase 1 e leva a producdo de IL-1p ¢ ao mesmo
tempo cliva o receptor de glicocorticoides, contribuindo para uma resisténcia a essas
substancias. O NF-xB transcreve genes da producdo de citocinas pré-inflamatérias, as quais
tem acesso ao cérebro atraves das vias humoral e neural. O estresse também leva a ativacdo da
microglia, ativa os receptores CCL2, que por sua vez, atrai as células mieloides ativadas para
0 cérebro. Quando estas chegam ao cérebro, ativam os macrofagos e podem perpetuar a
resposta inflamatéria (MILLER; RAISON, 2016).

2.6 A importancia do estudo com plantas medicinais

O uso de plantas medicinais e extratos tém sido empregados na medicina tradicional
por séculos especialmente na América do Sul, Africa e Asia. Estima-se que 60% das espécies
de plantas com sementes sdo utilizadas em praticas terapéuticas em diferentes doengas como
obesidade, artrite reumatoide, diabetes, malaria e ainda desordens neurologicas que afetam o
SNC. A aplicacdo do uso das plantas era, até recentemente, baseada apenas na continuidade
social e étnica e nas descobertas empiricas, porém, atualmente criaram-se estratégias de
pesquisa e validagdo cientifica para o estudo das plantas medicinais, com fases clinicas e pré-
clinicas de pesquisa (LUNDSTRON; PHAM; DINH, 2017).
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Em paises desenvolvidos 65-80% da populacdo utilizam as plantas medicinais como
primeira escolha de tratamento. O Brasil acompanha as estatisticas apresentadas, e tal fato
deve-se a falta de acesso da populacdo aos medicamentos, a assisténcia medica e farmacéutica
ou ainda devido ao alto custo das drogas convencionais. Existe ainda a crenca de que 0s
tratamentos com plantas tenham caracteristicas de maior seguranca e tal fato tem levado ao
aumento de casos de reacOes adversas pelo uso de plantas medicinais. A Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabeleceu algumas diretrizes com a finalidade de controlar e
garantir a eficacia e seguranca do uso de plantas no Brasil e para que um candidato seja
considerado fitomedicamento deve ter no minimo 20 anos de uso tradicional ou testes clinicos

e pré-clinicos que atestem eficacia e seguranca (MAZZARI; PRIETO, 2014).

Atualmente existem 71 plantas na RENISUS (Relacdo Nacional de Plantas Medicinais
de Interesse ao SUS), sendo a Schinus terebinthifolius uma das plantas nesta lista, juntamente
com outras de diferentes espécies e géneros como, por exemplo, a alcachofra (Cynara
scolymus L) e a cascara sagrada (Rhamnus purshiana) (MAZZARI; PRIETO, 2014; SILVA-
JUNIOR et al., 2015). Apesar disso, 0 mercado de plantas medicinais no Brasil é considerado
apenas modesto, com menos de 5% do mercado brasileiro de medicamentos, e apesar do
grande nimero de publicacdes de artigos cientificos pelos cientistas brasileiros e o grande
interesse na biodiversidade, apenas um medicamento fitoterapico, o Acheflan®, produzido
com o 6leo da planta Cordia verbenacea, encontra-se no mercado entre 0s 20 produtos mais
vendidos no pais (DUTRA et al., 2016).

Os produtos naturais sdo ainda uma importante fonte no desenvolvimento de novas
drogas e entidades quimicas. Dentre alguns medicamentos no mercado podemos citar um
antimalarico potente, o Arteetherr, derivado da artemisinina, uma lactona sesquiterpénica
isolada de uma planta medicinal chamada de Artemisia annua L., tradicionalmente usada na
medicina popular chinesa e o Tiotropio, usado no tratamento de doenca pulmonar obstrutiva
cronica, formulado a partir do ipratropio, que por sua vez deriva da atropina, isolada da
Atropa belladonna L (BALUNAS; KINGHORN, 2005).

Exemplos de sucesso como esses incentivam a melhora da qualidade e aumento da
guantidade de compostos a entrarem em fase de desenvolvimento de novos medicamentos,
mesmo sendo 0 processo de descoberta de uma nova droga caro, custando 800 milhdes de
ddlares em 2006 e atualmente 2,6 bilhdes de dolares (aumento de 146%) (BALUNAS;
KINGHORN, 2005; MULLARD, 2014). Quando derivado de uma planta medicinal esse
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processo de desenvolvimento tende a ser mais longo e complicado, visto que os produtos
naturais sdo isolados normalmente em pequenas quantidades e por isso, muitas industrias
farmacéuticas tem reduzido a pesquisa com plantas medicinais. Alternativas que melhorariam
0 desenvolvimento dos produtos naturais envolvem uma colaboragéo entre a quimica sintética
e a quimica medicinal, a fim de determinar a possibilidade da sintese ou semi-sintese dessas
drogas ou ainda a criagdo de bibliotecas que retinam informacdes sobre essas descobertas
(BALUNAS; KINGHORN, 2005).

2.7 Oleos essenciais

Os Gleos essenciais sao formados a partir de plantas aroméaticas como metabolitos
secundarios. Sao 6leos volateis, naturais, com complexa composicao e forte odor. Na natureza
0s 6leos essenciais tém funcdo de protecdo das plantas como antibacteriano, antiflngico,
antiviral e inseticida (BAKKALI et al., 2008; ABAD et al., 2012). Os usos nao terapéuticos
sdo como ingredientes para dar sabor a comidas e bebidas e como fragrancia em comidas e
cosméticos (DE ALMEIDA et al, 2011; VERALLO-ROWELL; KATALBAS;
PANGASINAN, 2016; STEFANELLO; PASCOAL; SALVADOR, 2011). Sua composicao
quimica é complexa, com cerca de 20-60 componentes, sendo que 2-3 desses normalmente se
encontram em maior concentracdo e sdo esses 0S responsaveis por determinar as propriedades
bioldgicas nele encontradas (ABAD et al., 2012).

Seus componentes quimicos incluem dois principais grupos, o primeiro e mais
importante é composto pelos terpenos e o segundo por compostos aromaticos e alifaticos,
todos caracterizados por seu baixo peso molecular (ABAD et al., 2012). Os terpenos séo
formados por uma combinacédo de varias unidades de 5-carbonos (C5), chamados de isopreno.
Sua biossintese é precursora de varias classes de terpenos como: 0s monoterpenos (C10), os
sesquiterpenos (C15), os hemiterpenos (C5), os diterpenos (C20), os triterpenos (C30) e 0s
tetraterpenos (C40) (BAKKALI et al., 2008).

As plantas aromaticas sdo amplamente estudadas por seus potenciais e beneficios
terapéuticos, os quais sao dependentes da presenca dos 0leos essenciais (DE ALMEIDA et al.,
2011). Na medicina complementar e alternativa a aplicacdo dos 0Oleos essenciais 0s torna
populares mundialmente principalmente como antimicrobianos, na modulagdo do humor
(ansioliticos e antidepressivos) e analgésicos (VERALLO-ROWELL; KATALBAS;
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PANGASINAN, 2016; STEFANELLO; PASCOAL: SALVADOR, 2011; VAN DER WATT;
JANCA, 2008).

Devido a sua variabilidade quimica, alguns cuidados devem ser tomados no seu uso. O
uso excessivo, a ingestdo acidental e reacOes alérgicas cutaneas estdo entre os problemas de
seguranca. As variagcdes em sua composi¢do ocorrem de acordo com o clima, o solo em que
foi cultivada a planta e o processo de producdo e armazenamento. Desta forma, cuidados com
0 uso e estudos de eficacia e toxicidade devem ser realizados (VAN DER WATT; JANCA,
2008).

A composicdo quimica dos 6leos essenciais pode indicar seu possivel uso terapéutico.
Como exemplo, podemos citar o 6leo de lavanda (Lavandula angustifolia) e seus principais
compostos o acetato de linalilo e o linalol, que demonstraram atividade anestésica local em
modelos in vitro e in vivo; e o 6leo essencial da camomila (Matricaria recutita) e seu
composto o o-bisabolol, por sua atividade anti-inflamatdria, também em modelos animais
(LUA; ZAKARIA, 2012). Choi et al. (2000) encontraram evidéncias de atividade
antioxidante em 34 tipos de 0leos essenciais derivados de frutas citricas, com maior atividade
naqueles que continham geraniol, terpinoleno e y-terpineno. Apesar das inumeras evidéncias
cientificas, sabe-se que a bioatividade dos dleos essenciais resulta de uma interagdo complexa
entre seus constituintes, os quais podem produzir respostas antagonicas ou sinergéticas (LV et
al., 2015).

2.8 Schinus terebinthifolius Raddi

Pertencente a familia Anacardiaceae Lindl.,, o género Schinus é conhecido por seu
cultivo ornamental, tendo como principais representantes das suas 25 espécies temos a
Schinus molle L. e a Schinus terebinthifolius. Endémicas na América Central e do Sul,
também crescem em regides tropicais e semitropicais e sdo caracterizadas como produtoras de
6leo essencial, amplamente utilizado na industria (ELSHAFIE et al., 2016; ABDOU; SALEH;
KHALIL, 2015).

A S. terebintifolius (Figura 2), ocorre no Brasil da Bahia ao Rio Grande do Sul e é
conhecida como “Cabui”, “Aroeira-vermelha”, “Aroeira-pimenteira”, “Pimenta Brasileira” ou
“Christmas-berry”. Na medicina popular, esta espécie tem sido utilizada na forma de infusédo
ou decoccdo para o tratamento de Ulceras, problemas respiratérios, cicatrizagdo, reumatismo,

gota, tumores, diarreia, problemas de pele, artrite e inflamacéo e, portanto ja foi incluida na
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Farmacopeia Brasileira (LIMA et al., 2009; FEDEL-MIYASATO et al., 2014; NOCCHI et
al., 2016).

Fig 2. Exemplares de frutos maduros de “pimenta brasileira” (S. terebinthifolius).
Foto: Sheldon Navie. Fonte: Weeds of Australia: Biosecurity Queensland Edition. Disponivel

em: https://keyserver.lucidcentral.org/ weeds/data/media/Html/schinus_ terebinthifolius.pdf

Dentre os estudos recentes realizados com a S. terebinthifolius demonstrou-se que seu
extrato hidroalcodlico possui efeito cicatrizante, impede a migracdo de neutrdfilos, é
antiartritico (ROSAS et al., 2015; SCHEIBE et al., 2016) e ainda possui atividade contra o
virus Herpes simples tipo | (NOCCHI et al., 2016). Evidéncias também sugerem efeito
antimicrobiano do extrato de suas folhas e frutos (MELO et al., 2014; TONIAL et al., 2016;
COSTA et al., 2015), assim como efeito cicatrizante de seu 6leo essencial (ESTEVAO et al.,
2015). Extrato metandlico produzido a partir das folhas de S. terebinthifolius é evidenciado
como anti-inflamat6rio, imunomodulador, quimiopreventivo e cicatrizante (FEDEL-
MIYASATO et al., 2014a; FEDEL-MIYASATO et al., 2014b). Estudos de toxicidade foram
capazes de demonstrar um efeito hepatoprotetor do seu extrato seco (ABDOU; SALEH;
KHALIL, 2015), sem apresentar sinais de toxicidade aguda ou subaguda (LIMA et al., 2009).

Nosso interesse por essa planta foi resultado de um estudo anterior de nosso grupo que
mostrou atividade anti-inflamatoria do 6leo essencial dos frutos de S. terebinthifolius, o qual
apresentou uma porcentagem de extracdo de 6,54 + 1,06% e dentre 0s seus componentes
quimicos principais foi possivel observar a presenca predominante de monoterpenos
(85,81%), dentre estes o0 a-pineno (12,59%), 6-3-careno (30.37%), limoneno (17.44%), a-

felandreno (12.60%), mirceno (5.82%) e o-cimeno (3.46%); 0s sesquiterpenos apareceream
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em menores proporcdes (5.34%) (FORMAGIO et al., 2011). Tal perspectiva nos possibilitou

os estudos envolvendo os compostos terpenoides isolados: o limoneno e o felandreno.
2.9 (R)-(+)-Limoneno

O limoneno é o segundo terpenoide mais encontrado na natureza, precursor de outros
monoterpenoides através de esquemas sintéticos especificos de cada espécie onde é
encontrado (RUSSO, 2011). Este composto aromatico estid presente no Gleo essencial de
frutas citricas como laranjas e limdes. E utilizado como flavorizante e aromatizante em
diversos produtos como bebidas, comidas, perfumes e fragrancias. Pode ser usado ainda como
solvente, na producédo de resinas e como potente agente no controle de insetos (PARK et al.,
2011; LIMA et al., 2012; GIARRATANA et al., 2015).

O R-limoneno ((R)-p-menta-1,8-dieno) ou seu isémero o S-limoneno, é o principal
componente do 0leo essencial das frutas citricas, podendo chegar a 90% da sua composicéo.
Este monoterpeno é altamente metabolizado in vivo. Evidéncias mostram que no plasma de
humanos e ratos, seu metabolito &cido R-perilico € o mais econtrado, além de outros como o
alcool perilico, o acido dihidroperilico, o limoneno-1, 2- diol, o limoneno-8, 9- diol e um
isbmero do acido perilico (Figura 3). Apo6s sua administracdo oral leva de 2-4 horas para
atingir sua maior concentragdo no sangue e de 1-2 horas no cérebro. Em um estudo com
humanos, o &cido perilico, atingiu seu nivel plasméatico maximo 1 hora ap6s o consumo de

uma preparacao citrica com R-limoneno (FUKUMOTO et al., 2006).

OH COOH
i L i
R-limonene R-perillyl alcohol R-perillic acid

Fig.3 Estrutura quimica do R-limoneno e dois dos seus metabdlitos, o R- alcool

perilico e 0 R- &cido perilico. Fonte: Adaptado de Fukumoto et al. (2006, p.74).

Estudos anteriores mostraram que ratos tratados com 6leos ou extratos citricos com

alta concentracdo de limoneno tém efeito ansiolitico, com um aumento de serotonina no
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cortex pré-frontal e de dopamina no hipocampo (RUSSO, 2011; PULTRINI; GALINDO;
COSTA, 2006), efeito antidepressivo (KOMORI et al., 1995; POTDAR; KIBILE, 2011) e
ainda atividade anti-inflamatéria (FORMAGIO et al., 2011; SOUZA et al., 2003). Além
disso, um estudo clinico com pacientes hospitalizados que foram expostos a fragrancias
citricas no ar ambiente, tiveram resultados significantes na diminuicdo dos escores de
depressdo, estimulacdo imunoldgica e descontinuacdo da medicagdo antidepressiva (RUSSO,
2011).

O limoneno, por sua vez, também tem sido amplamente estudado e demonstrou
produzir apoptose nas células de céncer de mamas, efeito contra acnes e dermatofitos,
diminuicdo do refluxo gastresofagico (RUSSO, 2011), efeito ansiolitico (LIMA et al., 2012),
e ainda atividade imunomodulatéria (LAPPAS; LAPPAS, 2012). Outras evidéncias sugerem
ainda que o limoneno possui atividade anti-herpética na fase inicial da multiplicacéo viral
(ASTANI; SCHNITZLER, 2014) e tem eficacia antibacteriana (MONTIRONI; CARIDDI;
REINOSO, 2016; SUBRAMENIUM; VIJAYAKUMAR; PANDIAN, 2015).

De forma mais importante para o presente trabalho, podemos citar alguns estudos que
evidenciam os efeitos antinociceptivos do limoneno (DO AMARAL et al., 2007), mostrando
sua acao como agonista dos receptores de adenosina A, responsaveis pela regulacdo do sono,
além de induzir a ativacdo da proteina quinase A, aumentar o AMPc citosolico (PARK et al.,
2011), sua capacidade de estimular os canais potencial receptor transiente, 0-TRPAL quando
utilizado na forma tdpica e inibir a nocicep¢do induzida pelo estresse oxidativo quando
administrado sistemicamente (KAIMOTO et al., 2016), existindo ainda evidéncias de sua
atividade anti-inflamatoria, através da possivel diminuicdo da producdo de citocinas
inflamatorias (CHI et al., 2013), sendo ainda considerado um inibidor de ON induzido pela
IL-18 (RUFINO et al., 2015) e como op¢do do tratamento de alergia inflamatdria pulmonar
(HANSEN et al., 2016).

Araljo-Filho et al. (2017), observaram em seu estudo que a atividade anti-
hiperalgésica do limoneno diminui a expressdo de c-FOS na medula espinhal, o que sugere
uma modulacdo da transmissdo de dor através das laminas | e 1l do corno dorsal, responsaveis
por transmitir 0s impulsos dolorosos até as areas supramedulares. Tais evidéncias

corroboraram e contribuiram para nosso estudo.
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Kim et al. (2013), realizaram estudo de avaliagdo de risco no uso do d-limoneno e
através deste observou-se que 0 composto possui um curto tempo de meia-vida (entre 12 e
24h) e sua excrecdo se faz através da urina. Depois de inalado na dose de 450 mg/m? por duas
horas, observou-se trés fases de eliminacdo, com meias-vidas de aproximadamente 3, 33 e
750 minutos, respectivamente, com 1% do absorvido sendo eliminado inalterado no ar
exalado e aproximadamente 0,003% eliminado de forma inalterada pela urina. O limoneno em
altas concentracGes mostrou-se irritante para a pele, porém nao alergénico, conferindo a este

composto a categoria de quimico com baixa toxicidade.

Rehman et al. (2014) em um estudo que avaliou toxicidade renal induzida por
doxorrubicina mostrou que o d-limoneno possui efeito protetivo, possivelmente atenuando o
estresse oxidativo e dano inflamatdrio de tecidos, ndo encontrando evidéncias de toxicidade,

mutagenicidade, carcinogenicidade ou ainda nefrotoxicidade.
2.10 a-Felandreno

O felandreno ou a- felandreno (a-PA; 5-isopropil-2-metil-1,3-cyclohexadieno) (Figura
4) ¢ um monoterpeno ciclico, que pode ocorrer de duas formas enantioméricas, o (-)-a-
felandreno e o (+)-a-felandreno. Este composto pode ser encontrado em diversos 06leos
essenciais como os 0Oleos de Eucaliptus, Piper, Citrus, Mentha, Pinus, entre outros. Da mesma
forma que o limoneno, é utilizado na inddstria como fragréncia e € caracterizado por um
aroma citrico caracteristico (SIQUEIRA et al., 2016; LIMA et al., 2012; ISCAN et al., 2012;
GUIMARAES; QUINTANS; QUINTANS, 2013).

Fig.4 Estrutura quimica do a-felandreno. Fonte: Lima et al., (2012, p. 284).

Estudos anteriores demonstraram que o a-felandreno possui atividade

antimicrobiana para diferentes bactérias, fungos e leveduras, assim como seus metabdlitos
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(ISCAN et al., 2012; GUIMARAES; QUINTANS; QUINTANS, 2013). Estudos com culturas
de celulas cancerigenas demonstraram a capacidade de o felandreno induzir morte celular e
autofagia, apontando diversos mecanismos para tais efeitos, dentre eles pela regulacdo do NF-
kB (HSIEH et al., 2014; HSIEH et al., 2015; LIN et al., 2015).

A capacidade anti-inflamatoria do o-felandreno também pode ser observada no
trabalho de Siqueira et al. (2016), onde este composto foi capaz de modular a migracdo de
neutrofilos, adesdo e rolamento de leucdcitos e ainda inibiu a producdo de citocinas
inflamatdrias (TNF- o e IL-6). Lima et al. (2012), recentemente estudaram a atividade
antinociceptiva do a-felandreno em modelos de nocicepcdo inflamatoria e aguda, além de
hipernocicep¢cdo mecéanica. Todos 0s modelos estudados apresentaram resultados
significativos. Mostrou-se ainda, que tais resultados estdo relacionados com possiveis
mecanismos envolvendo o sistema opioide via K*, canais de ATP, o sistema glutamatérgico e
uma interacdo dos monoterpenos com 0s receptores muscarinicos e o sistema adrenérgico. A
administracdo oral do composto ndo apresentou citotoxidade e é efetiva com doses muito

baixas, sendo a dose letal (DL50) de 5700 mg/kg em ratos.
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3 OBJETIVOS

GERAL

Avaliar a atividade antihiperalgésica e antidepressiva do 0leo essencial dos frutos de S.
terebinthifolius e dos compostos isolados (R)-(+)-limoneno e a- felandreno em modelos de

lesdo do nervo cidtico e injecdo intratecal de citocinas ou gp120 em roedores.

ESPECIFICOS

Estudar a atividade antihiperalgésica do 6leo essencial dos frutos de S. terebinthifolius
e dos compostos isolados (R)-(+)-limoneno e a- felandreno administrados via oral em modelo
de dor neuropética induzida pela lesdo do nervo ciatico em ratos;

Estudar a atividade antidepressiva do 6leo essencial dos frutos de S. terebinthifolius e
dos compostos isolados (R)-(+)-limoneno e a- felandreno administrados via oral em modelo
de dor neuropética induzida pela lesdo do nervo ciatico em ratos;

Estudar a atividade antihiperalgésica do composto isolado (R)-(+)-limoneno
administrado via oral em modelo de injecdo intratecal de citocinas (IL-1p ¢ TNF-a) ou gp120;

Quantificar os niveis de IL-1p e IL-10 em amostras de sangue de camundongos ap0s
inducdo da hiperalgesia por injecéo intratecal gp120 e avaliar a eficacia do tratamento oral do
composto (R)-(+)-limoneno na alteracdo desses parametros;

Analisar a expressdo das proteinas HSP-90 e SOD em amostras de medula espinhal de
camundongos em modelo de injecdo intratecal de citocinas (IL-1f e TNF-a) ou gpl120 e
avaliar a eficicia do tratamento oral do composto (R)-(+)-limoneno na alteracdo desses
parametros;

Estudar a atividade antihiperalgésica do composto isolado a-felandreno administrado

via oral em modelo de injecéo intratecal de IL-1f ou gp120.
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ABSTRACT

Objectives: the present study has evaluated the effects of oral administration of a-
phellandrene in a model of hyperalgesia induced by intrathecal injection of gp120 or IL-1f in
mice.

Methods: One hour after oral treatment with with a-phellandrene (10 mg/kg), IL-1B (1000 pg)
or gpl20 (300 pg) were injected between the L5 and L6 vertebrae through intact skin.
Mechanical and cold sensitivity was performed at 2 and 3 hours after intrathecal injection of
IL-1p or gp120.

Results: Intrathecal injection of gp120 was able to increase mechanical sensitivity in mice and
oral treatment with phellandrene prevented gp120-induced mechanical and cold sensitivity
after 2 and 3 hours of the injection, when compared to control group. The same way,
intrathecal injection of IL-1p was able to increase mechanical and cold sensitivity in mice and
oral treatment with phellandrene prevented IL-1p-induced mechanical sensitivity but not cold
sensitivity.

Discussion: we have demonstrated gp120 and IL-1B when administered intrathecally in mice
may cause significant increase in cold and mechanical sensitivity. Phellandrene has presented
antihyperalgesic activity, because when administered orally is able to modulate this response
by decreasing hyperalgesia induced by intrathecal injections of gp120 and IL-1p.

Keywords: Essential oil, hyperalgesia, cytokines, HIV, chronic pain.
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INTRODUCTION

Essential oils are characterized as very complex natural mixtures, containing 20 to 60
compounds at different concentrations and among them there are two or three major
components in high concentrations (20-70%). These major components are able to determine
the biological activities of the essential oils and normally, they are composed of terpenes and
terpenoids (1). Terpenes are one of the largest groups of available natural products and they
have important roles in biology function of plants and several uses in medicine, food and
chemical industry (2). Great diversity of terpenes can also be observed in bacteria, fungi,

algae, plants, especially in essential oils, and insects and marine organisms (3).

a- Phellandrene is a cyclic monoterpene named as 5- isopropyl-2-methyl-1,3-
cyclohexadiene and it can be found in the essential oils of different plants (4). In a previous
study with Schinus terebinthifolius Raddi essential oil from the fruit have revealed the
presence of monoterpenes in 85% of the sample and among them a-phellandrene (5), which
presents anti-inflammatory and antinociceptive activities (4, 6-8). Our group have observed
phellandrene caused reduction in neuropathic pain and depression in sciatic nerve injury
model with rats (8) and the mechanism of action was suggested by Lima et al. (2012) (7)
involves the glutamatergic, opioid, nitrergic, cholinergic, and adrenergic systems but it is not

completely elucidated.

Gp120 envelope protein from HIV virus is known to induce toxic actions on the dorsal
root ganglia sensory neurons and spinal cord (9). When injected intrathecally it could cause
thermal hyperalgesia and mechanical allodynia in animal models. The mechanism involves
the release of IL-1p and TNF-o, that stimulates dorsal horn pain transmission neurons, and

these actions create rapidly pain behaviors and pain-specific excitation of trigeminal dorsal
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horn neurons. Intrathecal cytokines injected alone, as IL-1B, or with other cytokine is able to

facilitate pain in spinal cord and when blocked, pain facilitation is attenuated (10-11).

Therefore, the present study aimed to evaluate the effects of oral administration of a-
phellandrene in a model of hyperalgesia induced by intrathecal injection of gp120 or IL-1 in

mice.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Male Swiss mice (18-23g) were used for all experiments procedures and divided in
groups of 6. Animals were obtained from the bioterium of the College of Health Sciences at
UFGD and 12-h light/12-h dark cycle in a room kept at a constant temperature of 22 + 1 °C,
with controlled humidity (60-80%) and food and water provided ad libitum. Ethics committee

on laboratory animals of UFGD has approved the procedures (Nbr. 022/2014).

Materials and reagentes

a-phellandrene and IL-1p were purchased from Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, USA).
Gp120 was produced and donated by Prof. Dr. Shan Lu from University of Massachusetts

Medical School.

Expression of gp120

Prof. Dr. Shan Lu provided the pJW4303 plasmid containing the codon-optimized
gene segment of gpl20 strain ZM109. For ZM109 gp120 production, DNA plasmid was
prepared using Plasmid Plus Maxi Kit (Qiagen). Freestyle HEK293F cells (Life
Technologies) were used to express gpl120 protein, and they were cultured in suspension in

293 Freestyle media (Life Technologies) in a growth incubator at 37°C, 5% CO2, and 85%



62

humidity, after transient transfection using polyethylenimine (PEI; Polysciences, Inc.).

1 mg of plasmid per 1 L transfected culture was combined with 4.5 ml of 1 mg/ml PEI
and 94.5 ml of DMEM to 100 ml total volume, vortexed vigorously, and incubated 30 min at
RT. From stock suspension culture grown in 293 Freestyle media, 1 x 109 HEK293F cells
were pelleted for 5 min at 500 x g and resuspended in 30 ml fresh DMEM. The DNA mixture
was slowly added to the cells, and the mixture placed in the growth incubator with gentle
shaking (80 rpm).

After 4 hours, the transfected cells were pelleted again, resuspended in 30 ml DMEM,
and added to 293 Freestyle media to 1L total volume. Then transfected cells were returned to
the growth incubator shaking at 120 rpm for protein expression. Media supernatant was
harvested 96 h post-transfection. The cells were pelleted for 30 min at 500 g, and the

supernatant collected, sterile-filtered, and stored at 4°C overnight.

Purification of gp120

Supernatant of cell culture was prepared for affinity chromatography in a two-step
process using tangential-flow filtration (TFF). We have concentrated sample in approximately
20-fold (to 50 ml) using a 10 kDa MiniMate TFF capsule (Pall), and buffer changed by
continuous diafiltration with 5 volumes of 1x PBS. Lentil lectin sepharose beads (GE
Healthcare) were added, and rocked at 4°C overnight for binding. Beads were washed with 1x
PBS, and the gp120 protein eluted with 20 mM Tris pH 7.5, 100 mM NaCl, 1.6 M a-D-
methylglucoside. Protein-containing fractions, determined by SDS-PAGE, were pooled, and
the sample was concentrated to 100 ul and buffer changed into 1x PBS via centrifugal
ultrafiltration (Vivaspin 2, Sartorius-Stedim). The concentration was adjusted to 1 mg/ml with

1x PBS, and the sample flash cooled in liquid nitrogen and stored at -80°C until use.

Intrathecal injection
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One hour after oral treatment with with a-phellandrene (10 mg/kg), IL-1p (1000 pg) or
gp120 (300 pg) were diluted in saline solution (0.9%) and injected with a Hamilton micro-
syringe (25uL) between the L5 and L6 vertebrae through intact skin. Total volume was SuL

(12).

Animals were divided in 6 per group among the following groups: control group,
which received sterile saline solution by oral and intrathecal routes; positive control group,
which received gp120 or IL-1B by intrathecal injection and saline solution by oral route; and
phellandrene group, treated with the compound by oral route and with gp120 or cytokines by

intrathecal injection.

Mechanical sensitivity test

Animals were placed individually in acrylic boxes for an hour for habituation right
after intrathecal injections. Mechanical sensitivity was performed at 2 and 3 hours after
intrathecal injection of IL-1p or gpl120. And it was determined by measuring the paw
withdrawal threshold using an electronic analgesimeter (Model EFF-301, InSight®, Ribeiréo
Preto, Brazil). The arm of the device was placed on the right hind paw of the animal and

pressure was determined, in grams, after the paw withdrawal (11, 13).

Cold sensitivity test

Cold sensitivity test was performed after the mechanical sensitivity test at 2 and 3
hours after intrathecal injection. A syringe with 20 uL of acetone was positioned close to the
back right paw of the animal and liquid was released. Animals were observed for 20 seconds

and the number of paw withdrawals was counted (14).

Statistical analysis
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GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA) was used to
analyse the data and they were presented as mean = S.E.M. Differences between groups were
evaluated by one-way ANOVA, followed by the Newman-Keuls test. Statistical differences
were considered significant at p<0.05. *Asterisks or # denote significant differences when

comparing the groups.

RESULTS

Intrathecal injection of gp120 was able to increase mechanical sensitivity in mice and oral

treatment with phellandrene prevented gp120-induced mechanical sensitivity

In figure 1, it is possible to observe that gp120 at dose of 300pg significantly increased
mechanical sensitivity at 2(A) and 3 (B) hours after injection, when compared to control
group and that oral administration of phellandrene at dose of 10 mg/kg significantly prevented
hypersensitivity after gp120 injection. Maximal inhibitions were 59+13% after 2 hours and

89+8% (*p<0,05) after 3 hours.

Intrathecal injection of gp120 was able to increase cold sensitivity in mice and oral treatment

with phellandrene prevented gp120-induced cold hypersensitivity

Gp120 at dose of 300 pg increased significantly cold sensitivity and phellandrene at
dose of 10 mg/kg was also able to significantly prevent hypersensitivity after 2 (Figure 1C)
and 3 (Figure 1D) hours after the injection. Maximal inhibitions were 91+18% e 90+14%

(*p<0,05) after 2 and 3 hours, respectively.

Intrathecal injection of IL-/f was able to increase mechanical and cold sensitivity in mice
and oral treatment with phellandrene prevented IL-/4-induced mechanical sensitivity but not

cold sensitivity
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Intrathecal injection of IL-1p at dose of 1000 pg was able to significantly increase
mechanical and cold sensitivity in mice after 2 and 3 hours, as seen in Figure 2. Oral
administration of phellandrene at dose of 10 mg/kg significantly reversed sensitivity when

compared to control and 61+12% (*p<0,05), respectively.

However, in figure 2 C and D, we found that phellandrene when administered orally
was not able to decrease cold sensitivity after IL-1pB-intrethecal injection after 2 and 3 hours,

when compared to control group.

DISCUSSION

The results of the present investigation have demonstrated that o-phellandrene
produces anti-hyperalgesic activity in gp120-induced pain behavior model and it is also able
to modulate the response of IL-1B. Mechanical and cold sensitivity was evaluated and oral
administration of 10mg/kg of phellandrene reversed hyperalgesia after 2 and 3 hours after the

intrathecal injection of gp120, when compared to control group.

Envelope protein gpl120 is responsible for the entry of HIV into cells together with
CD4 glycoprotein and chemokine receptors on cell surface. In the Central Nervous System
(CNS), gp120 interaction with CXCR4 receptors and the consequent release of cytokines and
astrocytes activation may contribute directly to HIVV-associated neurological disorders (13). In
90% of patients with infectious diseases, such as AIDS, presents chronic pain, which is
perceived to arise not only from de injury tissue but also from healthy sites and it happens
possibly through the activation of glial cells in spinal cord and the consequent release of

cytokines, leading to exaggerated pain states (15).

Animal models have demonstrated gp120 can produce pain hypersensitivity when

directly injected in the hindpaws (16), in sciatic nerve (13) or intrathecally (10,11). Yuan et al.
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(2014) (17), have observed that gp120 injected intrathecally induces progressive degeneration
of nerves fibers in the plantar hind paws of mice and that this animal model recapitulates
pain-positive HIV-1 patients by causing peripheral axons degeneration and upregulation of
IL-1Bp and TNF-a in the spinal cord root. The spinal cellular basis of chronic pain proposed
was central sensitization, through several signaling pathways, as JNK, ERK, and CaMKII

signaling.

Glial cells activation and consequent release of pro-inflammatory cytokines, including
IL-1B in the spinal dorsal horn are involved in many types of pathological conditions,
including peripheral nerve injury. In neuropathic rats, endogenous IL-1p regulates non-
NMDA glutamate receptor activities in postsynaptic neurons and also glutamate release
through coupling with presynaptic NMDA receptors (17). Intrathecal administration of I1L-1p
can alter wide-dynamic range neurons response even when damage to peripheral tissues or
primary afferent neurons is absent. It may also facilitate A-fibre, and C-fibre responses,

suggesting centrally mediated enhancement of nociceptive processing (18).

The frequency of withdrawal responses to both innocuous and noxious mechanical
stimuli after intrathecal injection of IL-1 was previous demonstrated, which indicates its
capacity to develop mechanical allodynia and hyperalgesia and direct influence in central pain
mechanisms, even in the absence of inflammation or injury (18). Our results have
demonstrated IL-1p injected intrathecally is able to produce significant increase in the
frequency of withdrawal responses indicative of allodynia and hyperalgesia after mechanical
and cold stimulus and that oral administration o a-phellandrene increased mechanical and
cold sensitivity after 2 hours, but only mechanical sensitivity after 3 hours of the injections,

when compared to control group.
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Antiinflammatory and antinociceptive activities have been described as well. Siqueira
et al., (2016) (4), have observed phellandrene was capable to modulate neutrophil migration,
adhesion and rolling of leukocytes and also inhibited the production of inflammatory
cytokines. Lima et al., (2012) (7), have described its antinociceptive effects in models of
inflammatory and acute nociception, besides mechanical hypernociception, and that these
results are related to possible mechanisms involving the K+ opioid pathways, ATP channels,
the glutamatergic system and an interaction of the monoterpenes with the muscarinic
receptors and the adrenergic system. These results corroborate with our findings of the
antihyperalgesic activity of phellandrene and its capacity to inhibit IL-1f actions in CNS, with

possible mechanism of action related to the inhibition of inflammatory cytokines.

In conclusion, the present results demonstrate that both gp120 and IL-1B when
administered intrathecally in mice may cause significant increase in cold and mechanical
sensitivity. Phellandrene when administered orally is able to modulate this response by
decreasing hyperalgesia induced by intrathecal injections of gp120 and IL-1p, demonstrating

its antinociceptive action.
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Legends to Figures

Figure 1 — (A and B) Effects of oral administration of phellandrene on the mechanical
sensitivity test in mice after intrathecal injection of gp120. Animals received intrathecal
injection of gp120 (300pg) or saline solution. Mechanical sensitivity was assessed at 2 and at
3 hours after the injections. (C and D) Effects of oral administration of phellandrene on cold
hypersensitivity test in mice after intrathecal injection of gp120. Animals received intrathecal
injection of gp120 (300pg) or saline solution. Cold hypersensitivity was assessed at 2 and 3
hours after injection. Statistical analyses were expressed as mean + SEM of 6 animals, with
control compared with the treated group. *P<0.05 or **P<0.001, one-way ANOVA followed

by Student-Newman-Keuls test.

Figure 2 — (A and B) Effects of oral administration of phellandrene on the mechanical
sensitivity test in mice after intrathecal injection of IL-1p. Animals received intrathecal
injection of IL-1p (1000pg) or saline solution. Mechanical sensitivity was assessed at 2 and at
3 hours after the injections. (C and D) Effects of oral administration of phellandrene on cold
hypersensitivity test in mice after intrathecal injection of IL-1p. Animals received intrathecal

injection of IL-1p (1000pg) or saline solution. Cold hypersensitivity was assessed at 2 and 3
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hours after injection. Statistical analyses were expressed as mean + SEM of 6 animals, with
control compared with the treated group. *P<0.05 or **P<0.001, one-way ANOVA followed

by Student-Newman-Keuls test.
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6 ANEXOS

Protocolos de padronizacdo das técnicas de cirurgia de lesdo do nervo ciatico e injecdo

intratecal de gp120.

Aprovacdo do CEUA- Comité de ética no uso de animais
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1-Materiais

Procedimento Material Check

Xilasina
Preparacdo dos animais Quetamina
Agulha Hipodérmica
Bisturi
Tesouras e outros materiais
Cirurgia cirargicos
Solucdo salina
Fio de sutura 5.0 ou 6.0

2- Preparar 0s animais

Os animais serdo anestesiados com cetamina hidrocloridria (60mg/kg, i.p.) e xilasina
(10mg/kg i.p.). Testar os estimulos musculares e ocular para ter certeza que a anestesia esta
completa.

3- Cirurgia

A incisdo sera feita no musculo do biceps femoral (aproximadamente 2 dedos de
distancia da pata do animal) e o nervo ciatico direito serd exposto no nivel da trifurcagdo dos
nervos de sural, tibial e comum nervos peroneal (fibular).

Cada um dos nervos tibial e fibular comum sera fortemente ligado por dois nds de
guatro milimetros distante usando 6.0 de seda e, em seguida, serd completamente cortada no
meio, deixando o nervo sural intacto. Apds o corte, 0 musculo e pele devem ser suturado por
pontos separados. Importante que os fios de sutura ndo sejam absorviveis internamente.
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Ap0ds a cirurgia manter os animais aquecidos até que se recupere da anestesia.

4- Técnica Sutura em Pontos Simples

Segurar o porta-agulha na mao dominante e montar a agulha prendendo-a na juncédo do terco
proximal com o terco medio em um angulo de 90 graus.

« Na méo ndo dominante, segurar uma pingca com dente a maneira de uma caneta. Em
seguida, everter, gentilmente, a borda da ferida sem comprimir demasiadamente o tecido.

e Com o movimento de pronagdo do punho, inserir a agulha na pele em um angulo de 90
graus. Posteriormente, realizar a supinacdo do punho para transfixar a agulha em um
trajeto curvilineo através do musculo ou da derme e do tecido subcutaneo.

« Quando chegar ao centro da ferida, fixar a ponta da agulha com a pinca temporariamente,
para montar a agulha no porta-agulha antes de completar a outra metade da ferida.

« Everter o bordo oposto da ferida e transfixar a agulha com o movimento de supinagéo do
punho, iniciando nos planos mais profundos do centro da ferida até a exteriorizacdo da
agulha no masculo ou na pele.

o Puxar o fio de sutura, deixando 3 cm de cauda no orificio de entrada (ou mais se for
inexperiente, pois no momento do nd, o manipulador pode puxar a cauda do fio de sutura
se querer).

o Confeccionar o n6 de cirurgido, seguido por mais 2 nos simples. Puxar o n6 para um lado
da ferida, de modo que este ndo fique sobre os bordos colapsados. Isto impede que o nd
seja incorporado ao coagulo que se forma durante a cicatrizacéo.

o Cortar o fio com uma tesoura, deixando caudas de aproximadamente 0.3 cm.

e N&o h& regras quanto ao nimero de pontos necessarios para um determinado
comprimento deve-se colocar um numero suficiente de pontos de modo que todas as
aberturas nas margens da ferida sejam fechadas.
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1-Materiais
Seringa de Hamilton (Adaptada para injecédo)
Anestesico Isofluorano

Vidro com tampa

2-5.2 Injecéo intratecal

Os animais devem ser anestesiados com isofluorano com um vidro com tampa e
algodao. Assim que o animal perde os sentidos é rapidamente retirado para que a injecao seja
realizada.

A gp120 ou outra substancia a ser injetada devera estar preparada em uma micro-
seringa de Hamilton (25uL) e injetada entre as vértebras L5 e L6 através da pele intacta. O
volume injetado serd de no maximo 5pL.

O importante € sentir 0 espaco entre as vertebras em questdo, pode-se erguer um
pouco o animal para facilitar. Quando a agulha entra no local correto a cauda do animal sofre
um pequeno espasmo, sinal que a injecao esta no lugar correto.

3. Fotos do procedimento
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