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RESUMO

O 1.8-cineol (cineol), um composto terpémco presente em varios 0leos
essenciais de plantas pertencentes as espécies Eucalyptus, Rosemary e Psidium
foi investigado quanto aos seus efeitos farmacologicos locais e sistémicos, em
ratos e camundongos. Na avaliacdo de seus efeitos locais observamos a sua
capacidade de induzir edema inflamatério e nocicepgdo local, apos injecao
subplantar, assim como a caracterizacdo farmacoldgica destes efeitos. Enquanto
para os seus efeitos sistémicos avaliamos a atividade antiinflamatoria (edema de
pata induzido por carragenina, granuloma induzido por “pellet” de algodao,
permeabilidade vascular induzida por acido acético), analgésica (contorcdes
abdominais induzidas por &cido aCétiCﬁ), teste da formalina), antitlcera (lesdes
géastricas induzidas pelo alcool absoluto e indometacina), antisecretéria (secrecdo
acida induzida pela ligacdo pildrica e acumulo de fluido intestinal induzido pela
toxina da célera), sedativa e anticonvulsivante (teste de suspensdo da cauda, teste
de convulsbes quimicas), o efeito protetor contra a mortalidade induzida por
GaLN/LPS, a toxicidade aguda e o efeito na reproducdo de ratos (efeito sobre o
ciclo estral e gravidez). A injecdo subplantar de cineol, nas doses de 5, 10 e 20
pL em ratos e nas doses de 10 e 20 pL em camundongos, produziu um edema e
uma nocicepcdo dose dependente, respectivamente. O edema inflamatorio
induzido por cineol 20 pL foi abolido’no grupo de ratos depletados de seus
granulos de mastocitos pelo composto 48/80 mas ndo pela capsaicina, um
composto que depleta neuropeptideos de terminais nervosos sensoriais. O edema
de pata induzido por cmeol foi marcadamente inibido pela ciproeptadina (5
mg/Kg), um antagonista dos receptores H] da histamina e 5-HT2. Os antagonistas
de mediadores lipidicos, dexametasona (0,5 mg/Kg), fenilbutazona (200 mg/Kg),
indometacina (2 mg/Kg) e o antagonista de TNF-a, talidomida (15 mg/Kg),
foram também efetivos na inibicdo do edema de pata induzido por cineol,
enquanto o inibidor de lipoxigenase, NDGA (75 mg/Kg) e o antagonista do PAF,
WEB 2170 (10 mg/Kg), foram inefetivos. NECA (0,1 mg/Kg), um agonista néo

seletivo de receptores da adenosina A]/A2, foi efetivo em inibir o edema de pata.
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Aléem disso, cineol nas concentracbes de 0,56; 1.67 e 558 mM causou a
degranulacdo de mastdcitos pentoneais de ratos m vitro, de maneira similar ao
composto 48/80 (0,05; 0.16 e 0,48 p.M), a qual pode ser blogueada por NECA
(3,24 pM). O efeito nociceptivo de cineol foi quase que completamente inibido
em camundongos pré-tratados com ciproeptadina (5 mg/Kg) e pelo NECA (0,01
mg/Kg). Essas observacdes sugerem um papel chave para os mastocitos e
adenosina no mecanismo do edema e nocicepgao local induzidos por cineol.

A administracdo sistémica de cineol evidenciou efeitos antiinflamatério e
antinociceptivo em ratos e camundongos. Um efeito antiinflamatorio
significativo foi evidente na dose oral de 400 mg/Kg, nos modelos de edema de
pata induzido por carragenina, granuloma induzido por “pellet” de algodao
(ratos) e permeabilidade vascular induzida por &cido acético (camundongos).
Cineol inibiu as contor¢des abdominais induzidas por acido acético, assim como
a nocicepcdo induzida pela formalina em camundongos. Em adicdo, cineol
preveniu as lesdes gastricas induzidas pelo alcool absoluto e indometacina nas
doses variando de 100 a 400 mg/Kg. Um efeito antisecretdrio de cineol (400
mg/Kg) foi observado nos modelos experimentais de secrecdo acida induzida
pela ligagdo pilorica e acumulo de fluido intestinal induzido pela toxina da colera
em ratos. Cineol, na mesma dose, ofereceu completa protecdo contra a
mortalidade induzida por GaLN/LPS e a lesdo hepatica em camundongos. Além
disso, cineol (400 mg/Kg) demonstrou propriedades sedativa e anticonvulsivante
em camundongos, observadas pelo aumento no tempo de imobilizacdo no teste
de suspensdo da cauda e protecdo contra a mortalidade no teste de convulsdo
induzida pelo pentilenotetrazol. Alguns dos efeitos sistémicos de cineol, como
sedacdo, analgesia e atividade anticonvulsivante simularam os efeitos produzidos
pela adenosina enddgena. Contudo, os efeitos de cineol ndo foram revertidos pelo
pre-tratamento dos animais com metilxantinas, cafeina e teofilina; ou por 8-
fenilteofilina, um antagonista dos receptores da adenosina A1/A2. O que indica
que é improvavel que a adenosina endogena tenha um papel nos efeitos

produzidos por cineol.
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Cineol manifestou baixo potencial téxico. A DLW (via oral) em
camundongos foi de 3.85 £ 0,33 g/Kg. Cineol ndo afetou o ciclo ovulatorio em
ratos, como também ndo induziu teratogenicidade. Entretanto, cineol (400
mg/Kg) causou discreta inibicdo do indice de gravidez e também reduziu o peso
fetal apenas quando administrado nos dias | a 7 da gravidez em ratos. Alguns dos
efeitos farmacologicos do cineol como sedacdo, analgesia e atividade
anticonvulsivante observados neste estudo, assemelham-se aqueles exercidos
pelos Oleos essenciais brutos de espécies de Psidium que contém grande
quantidade de cineol.

Cineol exibe baixo potencial toxico; Contudo manifestou discreta sedacdo
com a dose de 400 mg/Kg, via oral, mas ndo evocou ataxia ou incoordenacao
motora, indicando auséncia de toxicidade neuronal. Cineol demonstrou atividade
pré-inflamatona e pro-nociceptiva local onde os mastocitos e a adenosina
exercem um papel chave. A administragdo sistémica de cineol exerce efeito
antiinflamatorio, antinociceptivo, sedagdo e atividade anticonvulsivante, porém a
adenosina endogena parece ndo participar nestas agdes. Cineol é gastroprotetor
possivelmente por reduzir a acidez gastrica e aumentar o0 muco gastrico. Ele
exerce efeito antisecretorio que pode ter implicagcbes no tratamento da Ulcera
géstrica e diarréia. Cineol oferece protecdo contra a hepatite toxica induzida por
GaLN/LPS possivelmente pela capacidade de inibir citocinas inflamatorias e ndo

demonstra efeito adverso na reproducgéo de ratos fémeas.
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ABSTRACT

1,8-cmeole (cineole), a terpene compound present in various essential oils
of plants that belong to Eucalyptus, Rosemary and Psidium species was
investigated for its local and systemic pharmacological effects in rats and mice.
In the evaluation of local effects, we verified its capacity to induce inflammatory
edema and local nociception following the subplantar injection and as well the
pharmacological characterization of these effects. While establishing systemic
effects we evaluated cineole for a possible anti-inflammatory activity in the
animal models of carrageenan-induced hind-paw edema, cotton pellet-induced
granuloma and acetic acid induced-vascular permeability; analgesic activity in
acetic acid-induced abdominal constrictions and formalin-induced nociceptive
tests; antiulcer effect against ethanol and indomethacin-induced gastric lesions;
antisecretory effect on gastric acid secretion in pylorus ligated rats and against
cholera toxin-induced intestinal fluid accumulation; sedative and anticonvulsant
effects in tail suspension and Chemical seizures tests in mice as well as its
protection against mortality in GalN/LPS-induced sepsis in mice. Besides, we
observed the effects of cineole on rat reproduction (estrus cycle, nidation and
pregnancy) and established its acute toxicity. Subplantar injection of cineole at
doses of 5, 10, and 20 pl in rats and at doses of 10 and 20 pl in mice produced a
dose-related inflammatory edema and nociception, respectively. The
inflammatory edema response-induced by 20 pl of cineole was found to be
completely abolished in the group ofrats depleted of their mastocyte granules by
compound 48/80 and not by capsaicin, a compound that depletes neuropeptides
ffom sensory nerve endings. The paw edema response to cineole was also
markedly inhibited by cyproheptadine (5 mg/kg), a histamine H! and 5-HT?
receptor antagonist. The lipid mediator antagonists, dexamethasone (0.5 mg/kg),
phenylbutazone (100 mg/kg) and indomethacin (5 mg/kg) and the TNF
antagonist, thalidomide (15 mg/kg) were also found to be effective in the
inhibition of paw edema induced by cineole whereas the lipoxygenase inhibitor,
NDGA (75 mg/kg) and the PAF antagonist WEB 2170 (10 mg/Kg) were
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ineffective. NECA (0,1 mg/Kg), a non-selective adenosine Aj/A2 receptor
agomsts was also effective in the inhibition of paw edema. Furthermore, cineole
at a concentrations of 0.56, 1.67 and 558 mM caused degranulation of rat
pentoneal mast cells in vitro, in a manner similar to compound 48/80 (0.05, 0.16,
0.48 p.M) which could be blocked by NECA (3.24 pM). The nociceptive effect of
cineole was almost absent in mice pretreated with cyproheptadine (5 mg/kg) and
by NECA (0,01 mg/kg). These observations suggest a key role for mast cell and
adenosine in the mechanism of cineole-induced local edema and nociception.

Systemic admimstration of cineole evidenced anti-inflammatory and
antinociceptive effects in rats and mice. Significant anti-inflammatory effect was
evident at an oral dose of 400 mg/kg in the models of carrageenan-induced rat
hind-paw edema, cotton pellet-induced granuloma (rats) and acetic acid mduced
vascular permeability (mice). Cineole inhibited acetic acid-induced abdominal
constrictions as well as formalin-induced nociception in mice. In addition,
cineole prevented alcohol (absolute) and indomethacin-induced gastric lesions at
doses varying from 100 to 400 mg/kg. An antisecretory effect of cineole (400
mg/kg) was also evident in the experimental models of pyloric ligation-induced
gastric acid secretion and cholera toxin-induced intestinal fluid accumulation in
rats. Cineole at the same dose offered complete protection against GalN/LPS-
induced mortality and liver damage in mice. Besides, cineole (400 mg/kg)
demonstrated sedative and anticonvulsant properties in mice, evidenced by
increase in immobilization time in tail suspension test and protection against
mortality in pentylenetetrazol-induced convulsions test. Some of the systemic
effects of cineole, such as sedation, analgesia and anticonvulsant activities
simulated the effects produced by exogenous adenosine. However, these effects
of cineole were not reversed by pretreatment of animais with methylxanthines,
caffeine and theophylline or by 8-phenyltheophylline, an antagonist of adenosine
Ai/A2 receptors which indicate that it is unlikely that endogenous adenosine has a
role in the effects produced by cineole.

Cineole manifested low toxic potential. Its oral LD50 in mice was found to

be 3.85 £ 0.33 g/kg. Neither it adversely affected ovulatory cycle in rats nor it
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induced teratogenicity. Nevertheless cineole (400 mg/Kg) caused slight
inhibition on pregnancy index and also attenuated fetal weights, only when
admmistered on days | to 7 of pregnancy in rats. Some of the pharmacological
effects, such as sedation, analgesia and anticonvulsant effects, observed in this
study with cineole resembled those exerted by crude essential oils of Psidium
species that contained large amounts of cineole.

Cineole exhibited low toxicity potential; Nevertheless manifested a weak
sedative effect at the oral dose of 400 mg/Kg but did not evoke ataxia or motor
incoordination indicating absence of neuronal toxicity. Cmeole demonstrated
local pro-inflammatory and pro-nociceptive effects wherein mast cells and
endogenous adenosine seems to play a key role. Systemic administration of
cmeole produced anti-inflammatory, antinociceptive, sedation, anticonvulsant
effects. However, endogenous adenosine does not seem to participate in these
effects. Cineole possibly is gastroprotective through a reducting gastric acid
secretion and or by an increase of gastric mucus. Its antisecretory effect may
have therapeutic implications in conditions such as gastric ulcer and diarrhoea.
Cmeole offers protection against GalN/LPS-induced toxic hepatitis possibly
through its capacity to inhibit mflammatory cytokines. No adverse effects of

cmeole was observed on reproductive parameters of female rats.
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1. INTRODUCAO

1.1. Generalidades

As plantas tém fornecido um grande nimero de agentes clinicamente Uteis e
tém considerado potencial como fontes de novas drogas. Estima-se que existam
aproximadamente duzentas e cinquenta mil espécies de plantas, varias delas sob
0 perigo de extin¢do no préximo seculo.

Uma das razdes para esta extingdo é a sua colecdo indevida com propdsitos
medicinais. No futuro, os extratos de plantas medicinais serdo obtidos de plantas
cultivadas em laboratdrio ou a partir de cultura de células de plantas. Estas fontes
alternativas oferecem um numero de' beneficios incluindo uniformidade do
produto que fica livre dos fatores climaticos, da variacdo sazional, doencas e
restrigdes politicas.

A pesquisa com cultura de células de plantas tem resultado em um maior
conhecimento dos caminhos de biossintese e das enzimas que atuam nestes
caminhos (Kutchn, 1993).

A identificacdo dos genes responsaveis por enzimas especificas de
biossintese toma agora possivel a manipulagcdo genética de plantas. O aumento na
expressdo de genes pode resultar na producdo de elevados niveis de compostos
secundarios desejados. Plantas transgénicas estdo sendo produzidas e esta
biotecnologia estd no limiar de descobertas excitantes, algumas das quais
poderdo ser exploradas para o desenvolvimento de novas drogas e ferramentas
farmacologicas (Phillipson, 1994).

Aproximadamente 20.000 espécies de plantas sdo utilizadas na medicina
tradicional, sendo a maioria das espécies ndo avaliadas quimicamente ou
farmacologicamente. E bem conhecido que as plantas produzem uma grande
variedade de moléculas quimicas e por isto tém um grande espectro de atividade
farmacoldgica. Técnicas modernas de farmacologia utilizam ensaios para ligacao

especifica de compostos a receptores ou enzimas, e tais ensaios podem ser



utilizados para orientar o fracionamento da complexa mistura de agentes
quimicos presentes nos extratos de plantas. O rapido crescimento da informatica
e uma combinacdo de técnicas quimicas, biologicas e moleculares podem ser
usadas para o isolamento e producdo de novas drogas. Esses estudos oferecem
um caminho légico para a descoberta de novas drogas e para a identificacdo de
moléculas modelo e desenvolvimento de andlogos (Cragg et al, 1997).

A pesquisa com produtos naturais pode ser guiada pelo conhecimento
etnofarmacoldgico. Existe uma correlacdo entre a aplicacdo clinica de um
composto puro e o uso tradicional de seu extrato bruto. Entre 117 drogas
botanicas revisadas por Famsworth et al (1985) 86 substancias (73,5 %)
possuiam o mesmo ou um relacionado uso com aqueles das plantas dos quais
foram descobertas. Um fato interessante é que na metade desses casos a fonte
boténica era proveniente de area tropical. Contudo, a descoberta do plaquitaxel
(taxol) (Slechenmyer & Von Hoff, 1990), foi feita através de uma escolha
aleatoria e que ndo teve base na medicina popular (Moerman, 1986). Outro
exemplo, foi a descoberta da galantamina, um alcaldide isolado de Galanthus
worowniie e que agora estd sendo sintetizado (Harvey, 1995). A galantamina é
um inibidor competitivo, reversivel da acetilcolinesterase. Seu efeito benéfico
sobre a memoria tem sido demonstrado em ratos e camundongos e em ensaios
clinicos na doenca de Alzeheimer (Rainer*et al, 1997).

Outra descobertas baseadas na etnofarmacologia nos Gltimos anos foi a de
artemisina, uma lactona da Artemisia annua com marcada atividade terapéutica
contra a malaria (P. vivax) e contra cepas de P. falciparum resistentes a
cloroguina (Klayman, 1985), da quinina, um alcaldide da chinchona com
atividade antimalérica contra P. falciparum resistente a cloroquina (Wirima et al.,
1990), dos antiinflamatdrios curcumindides de Curcuma longa, inibidores das
enzimas lipooxigenase e ciclooxigenase (Huang et al, 1991) e sequestradores de
radicais livres (Elizabeth & Rao, 1990; Ruby et al, 1998). Em adicdo, tematina
de Egletes viscosa e trans-desidrocrotonina de Croton cajucara Sdo outros

exemplos de substancias derivadas de plantas com base no seu uso popular.
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Tematina e trans-desidrocrotonina sdo efetivos antiinflamatérios (Souza et al,
1992; Carvalho et al. 1996).

O conhecimento etnofarmacologico serve como guia para novos caminhos e
novas indicacdes terapéuticas. Estudos com a capsaicina, extraida da Capsicum
frutiscence, assim como a resmoferatoxina, tém servido de ajuda para a utilizacdo
destes compostos analgésicos como moléculas modelo para a criacdo de analogos
que agem nos receptores vaniloides (Appendmo & Szallasi, 1997). A9-
tetrahidrocanabinol, o principal canabindide psicoativo da Cannabis sativa serviu
como molécula modelo para o desenvolvimento do composto sintético
dronabinol, que pode ser usado como um antiemético e para estimular o apetite
prevenindo a perda de peso em pacientes aidéticos (Beal et al, 1995; McChoulam
etal, 1991).

Constituintes derivados de plantas tém sido uma fonte valiosa de
ferramentas para a avaliagdo de mecanismos fisiologicos e bioquimicos. Podem
ser citados como exemplo os ésteres de forbol, um grupo de diterpenos
inicialmente isolados de espécies de Croton, que tem se mostrado valioso
material no estudo das funcbes bioldgicas, propriedades e distribuicdo da
proteina quinase C e na carcinogénese quimica (Nishizuka, 1986; Berridge,
1993), forskolin, um diterpeno isolado das raizes de Coleusforskolii (Bhat et al,
1977; Abe e Karaki, 1989) que ativa de‘forma especifica e reversivel a adenilil
ciclase, é atil no estudo do papel do AMPc em processos fisioldgicos ou
farmacoldgicos (Seamon et al, 1981; Daly, 1981) a rianodina, um alcaldide
isolado da raiz e caule de Ryania speciosa, importante na identificacdo e
caracterizacdo dos canais de célcio do reticulo sarcoplasmatico, principalmente
no musculo esquelético e cardiaco (Meissner, 1986), a tapsigargina e lactonas
sesquiterpénicas relacionadas, isoladas da raiz de Thapsia gargcmica, que agem
como inibidores da Ca 2-ATPase do reticulo sarcoplasméatico (Thastrup et al,
1987).



1.2. Oleos Essenciais

Oleos essenciais sdo constituintes organicos volateis que contribuem para o
sabor e fragancia das plantas (Tisserand & Balacs, 1995). O 6leo essencial muitas
vezes existe na forma livre, como no caso das rosas, ou ocasionalmente na forma
de glicosideos que podem ser decompostos por enzimas, como nas améndoas
amargas. Toda a planta pode ser aromaética ou o odor pode residir em uma ou
mais partes como flores, folhas, raizes, caule, fruto ou semente. S&o formados em
celulas especiais, glandulas ou duetos localizados em um &rgdo particular ou
distribuidos em varias partes da planta (Chopra et al, 1982).

O método mais utilizado para a obtencdo de Oleos essenciais de plantas
aromaticas ¢ a destilacdo pelo vapor. De acordo com este método, o Oleo
essencial presente na planta, é vaporizado e entdo condensado por resfriamento.
O produto é uma mistura complexa de compostos aromaticos, alguns coloridos e
frequentemente bioativos (Tisserand & Balacs, 1995). Quimicamente sdo uma
combinacdo de substancias como terpenos, sesquiterpenos, fendis, alcoolis,
ésteres, aldeidos, cetonas, compostos nitrogenados e sulfirados (Chopra et al,
1982).

A funcdo destas substdncias em diferentes partes da planta ndo é bem
esclarecida. A fragancia em flores atrae .insetos que auxiliam na polinizacdo. A
presenca de 6leos volateis na casca das plantas podem protegé-las contra o ataque
de insetos. Outro papel é na regulacdo da transpiracdo nas plantas (Chopra et al,
1982; Haagen-Smith, 1972).

Os Oleos essenciais sdo largamente utilizados na industria como
aromatizantes para a preparacao de perfumes, sabGes, desinfetantes e cosméticos,
assim como na industria alimenticia (Freise, 1935; Jacobs, 1948; Le Bourhis,
1968, 1970; Le Bourhis & Soene, 1973; Le Moan, 1973; Itokawa et al, 1980,
1981 aeb, 1985, 1987, 1988; Craveiro et al, 1981; De Vinvenzi et al, 1996). Sé&o
empregados também para mascarar odores desagradaveis em ambientes de

trabalho, e instalagdes sanitarias, além de serem também usados como solventes
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e como insumos em produtos das industrias de plastico, tintas, borracha,

inseticidas e outras. Outros componentes tém propriedades farmacologicas e séo
usados na composicdo de medicamentos (Craveiro et al, 1981; Chopra et al,
1982)

Um o6leo volatil pode conter dezenas de compostos quimicos, mas com um
ou dois componentes maiores, que sdo, geralmente, responsaveis por sua
toxicologia e farmacologia, estando a maior parte presente em concentracdes
menores que 1%. Em alguns casos, estes componentes menores também figuram
a acdo de um dleo, por exemplo, o bergapteno, é o que toma o 6leo de Citrus
bergctmia extremamente fototoxico, sendo encontrado em niveis de
aproximadamente 0,3% (Tisserand & Balacs, 1995).

Os componentes quimicos presentes em Oleo essenciais podem ser
divididos em trés principais grupos: hidrocarbonetos, compostos oxigenados e
compostos sulfurados.

A principal categoria de compostos sdo os hidrocarbonetos, estruturas que
contém apenas carbono e hidrogénio. A partir dos hidrocarbonetos a planta
produz os componentes oxigenados, 0s quais constituem a segunda maior
categoria. Em alguns Oleos essenciais, como o de Pinus pumilio, o0s
hidrocarbonetos predominam e somente pouca quantidade de constituintes
oxigenados estdo presentes. Em outros, como o de cravo-da-india (Syzygium
aromalicum), os maiores constituintes consistem de compostos oxigenados.
Poucos 6leos essenciais possuem constituintes sulfurados (Tisserand & Balacs,
1995).

Os terpenos sdo hidrocarbonetos que possuem uma unidade béasica, o
isopreno [CH3C(CH2)CH2CH2]. Os monoterpenos sdo constituidos de duas
unidades de isopreno, assim sdo denominados porque simbolizam a unidade
terpénica basica encontrada na natureza (por exemplo, limoneno, pineno, cimeno,
mirceno). Os sesquiterpenos sdo compostos de trés unidades de isopreno, dentre

eles encontramos o bisaboleno, cariofileno e humuleno. Os monoterpenos sao
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mais comuns nos 6leos essencias que 0s sesquiterpenos (Tisserand & Balacs,
1995).

O mais valido grupo de derivados terpémcos é representado pelo alcoois,
que sdo usualmente baseados nos monoterpenos. Lmalol e geraniol sdo alcoois
monoterpenos. Raramente, o0s &lcoois das plantas sdo baseados em
sesquiterpémcos. O santalol (Santalum album) e os fusanolol (Eiicarya spicata)
sdo exemplos de alcoois sesquiterpémcos (Tisserand & Balacs, 1995).

Os aldeidos sdo considerados alcoois primarios parcialmente oxidados.
Exemplos sdo o citral (Cymbopogon citratus', capim-santo) e citronelal
(JEucalyptus citriodorcr, eucalipto). Aldeidos possuem um fraco odor de frutas e
podem causar irritacdo da pele e reacdes alérgicas (Tisserand & Balacs, 1995).

As cetonas sdo produzidas pela oxidacdo de alcoois secundarios, sendo
estruturalmente similares aos aldeidos. S&o estaveis, ndo sofrem oxidacao
facilmente e sdo amplamente exploradas em remédios para o trato respiratério
superior (mucolitico) e preparados para a pele (citofilaticos). Exemplos sdo a
fenchona {Foeniculiim vulgare\ canfora (Lippia alnifolicr, alecrim de vaqueiro),
tujona (Artemisia vulgaris; artemisia), pulegona (Mentha pelugiunv, poejo) e
carvona (Carum carvy alcaravia) (Craveiro et al, 1981; Tisserand & Balacs,
1995).

Os ésteres sdo produzidos pelo alcool terpénico correspondente e um acido
orgénico, altos niveis sdo alcancados na maturidade do fruto/planta ou na
floracdo. S8o caracteristicamente antifungicos, sedativos e podem ser poderosos
agentes espasmoliticos. Costumam ser perfumados e muitas vezes seu cheiro
lembra o de certas frutas. S&0 comumente usados na reconstituicdo de aromas e
sabores de frutas. Em bergamota (Cilrus bergamid), o linol é convertido em
acetato linalilico; em Mentha piperita, 0 mentol é convertido para acetato de
metil (Tisserand & Balacs, 1995).

Os fenois sdo compostos bastante ativos quimicamente, e por isto podem
provocar irritacdo. Dentre os fenois mais comuns temos o anetol, metil eugenol,

carvacrol, chavicol, cresol, eugenol e timol. O timol e carvacrol sdo 0s mais
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fortes agentes antibacterianos entre todos os compostos terpénicos (Craveiro et
al. 1981; Tisserand & Balacs, 1995).

Oxidos organicos sdo raros, altamente reativos e se decompoem facilmente
em altas temperaturas e a exposicdo prolongada ao ar ou 4gua. O mais importante
oxido encontrado em 6leos essenciais é o cineol, o qual existe em duas formas,
1,4-cineol e 1,8-cineol, sendo o segundo mais abundante, também é conhecido
como eucaliptol quando obtido do dleo de eucalipto. Dentre outros 6xidos temos,
Oxido de bisabolol, 6xido de bisabolone, dxido de cariofileno e o 6xido de linalol
(Tisserand & Balacs, 1995).

O exemplo tipico de peroxico é o toxico ascaridol, encontrado no 6leo de
Velame de cheiro (Croton mucronatus). Poucos outros perdxidos existem em
0leos essenciais (Craveiro et al, 1981; Tisserand & Balacs, 1995).

Lactonas séo ésteres ciclicos, pouco volateis, os quais podem ser moléculas
simples ou complexas, como o bergapteno (Citrus bergamia), que pode aumentar
0 efeito de causar queimaduras pelos raios UV na pele. Costuslactona (Saussurea
costus) tende a provocar sensitizacdo da pele com a ajuda dos raios UV. Dentre
outras lactonas temos alantolactona, cumarina, xantotoxina, costuslactona
(Tisserand & Balacs, 1995).

Os &cidos sdo raros nos 0leos essenciais, dentre eles os mais comuns: acido
benzoico, &cido fenilacético, acido hidrocianico, &cido cianico (Tisserand &
Balacs, 1995).

Os furanos sdo estruturas oxigenadas também pouco encontradas em 6leos
essenciais. O mentofurano é encontrado no 6leo de menta. Dentre outros temos
dihidrobenzofurano e ligustilide (Tisserand & Balacs, 1995).

Compostos como os éteres sdo raros. O 6leo de Pandamus adoratissimus
tem como maior constituinte o o-metil-beta-feniletil eter (Tisserand & Balacs,
1995).

Os componentes sulfurados sdo reativos, ndo derivados de terpenos ou

sesquiterpenos e geralmente com forte odor desagradavel. O dialil disulfeto é um
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composto sulfurico tipico do 6leo de alho (Allium sativum) (Tisserand & Balacs,
1995).

Os oOleos volateis sdo combinacGes de uma diversidade de compostos
quimicos como terpenos, sesquiterpenos, fenois, alcoois, ésteres, aldeidos,
cetonas, compostos mtrogenados e sulfurados (Chopra et al, 1982; Lavabre,
1993). Devido a sua complexa composi¢cdo, 0s 0leos essenciais demonstram uma
variedade de acbes farmacoldgicas, tomando-os potenciais fontes para o
desenvolvimento de novas drogas.

A atividade antimicrobiana foi documentada para varios 0leos essenciais,
dentre eles, o de Mentha piperita, Achillea fragantissima, Melaleuca
leucadendron, Melaleuca alternifolia, Althea rosea e Cymbopogon citratus, pela
presenca de componentes como timoi, carvacrol, eugenol, 1,8-cineol, linalol,
terpineol, pineno, cariofileno e citral (Lemos et al, 1990; Barel et al, 1991;
Jedlickova, 1992; Shapiro et al, 1994; Mahmound, 1994; Carson & Riley, 1995;
Carson et al, 1995; Lima et al, 1996; Ansari et al, 1996).

A atividade antiinflamatoria, pode derver-se ao P-pineno, cariofileno, ct-
bisabolol e a compostos sesquiterpéncios, como no oOleo de Bupleurum
fruticescens, Vanillosmopsis arborea e Copaifera reticulata (Martin, 1993;
Menezes et al, 1990; Sertié et al, 1995). O a-bisabolol é ainda o responsavel pela
atividade gastroprotetora do 6leo volatil de Vanillomopsts erytroppa, dentre
outros (Antonio et al, 1996; Nogueira et al, 1996; Torrado et al, 1995).

Atividade antisséptica também pode ser atribuida a 6leos essenciais, como €é
0 caso de Malaleuca alternifolia e Salvia officinalis, pela presenga de compostos
terpénicos (Tong et al, 1992; Daniela, 1993).

Alguns oOleos volateis podem agir sobre o Sistema Nervoso Central,
promovendo depressdo deste, como pode ser observado com Croton cajucara
(Himura-Lima et al, 1996), Lippia geminata (Vale et al, 1995), Lippia alba (\Vale
et al, 1996), Egletes viscosa (Souza et al, 1995) e Aloelanthus suaveolens
(Coelho-de-Souza, 1996a) devido a elementos como pineno, 1,8-cineol,

cariofileno e decanolactona.
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A Melissa officinalis (Koch-Heutzan & Schultze, 1988) e Cunila

galioides (Coelho-de-Souza et al, 1996b) fornecem Oleos essenciais com
propriedade sedativa e esta atividade pode dever-se a compostos como santolol,
linalol e acetato de linalina (Okugawa et al, 1995; Buchbauer, 1991).

Os Oleos essenciais podem apresentar outras atividade farmacoldgicas,
como atividade analgésica (GObel et al, 1995; Rao et al, 1990; Lorrenzetti, 1991;
Moraes et al, 1995; Souza et al, 1995); herbicida, de Melissa officinalis
(Vaverkova et al, 1995) ; hepatoprotetora, do Santolina canesnens (Utrilla et al,
1995); antimaldrica, pelo Lippia multiflora (Valentin et al, 1995); abortiva, do
Ruta graveolens, devido a metilnomlcetona (Nadkami, 1976); moluscocida e
cercaricida pelos Eucaliptus, ricos em 1,8-cineol (Mendez et al, 1990);
antihelmintica, pelo Artemisia vulgaris e Mentha viridis (Lavabre, 1992);
antihemorroidaria e antisifilica pelo 6leo de Alpinia speciosa (Prudent et al,
1993; Mendonga 1989); acaricida, devido ao linalol encontrado no oleo de
Psoroptes cuniculi (Perruci, 1994); antiespasmoddica, pelo Saturefa obovata e
Croton zehntneri (Cruz et al, 1990; Magalhaes et al, 1995); modulatoria linfatica,
pelo Copaifera L. (Almeida et al, 1995); leischmanicida do Eucaliptus
citriodora, cujo maior constituinte é 1,8-cineol (Teixeira et al, 1996);
hipotensora, do Croton nepetaefolius, cujo principais componentes sdo 1,8-cineol
e cariofileno (Lahlou et al, 1996; Leal-Gardoso et al, 1996); atividade repelente

contra insetos (Rojas & Scorza, 1991).

1.3. Terpenos

Os terpenos sdo muito comuns na natureza, principalmente em plantas
como constituintes de 6leos essenciais. Os compostos terpénicos representam a
segunda classe, com maior nimero de constituintes ativos obtidos de plantas,
perdendo apenas para os alcaldides (Di Stasi, 1996) e estdo divididos em vérias
subclasses. Estes constituintes possuem uma composicdo molecular tipica

(CioHI5) e sdo assim denominados devido a sua origem na espécie Terenbinthus.



Séo classificados de acordo com as unidades de carbonos e de esqueletos
ciclicos ou néo.

Estdo subdivididos em monoterpenos (10 wunidades de carbono),
sesquiterpenos (15 unidades de carbono), diterpenos (20 unidades de carbono),
sesterpenos (25 unidades de carbono), triterpenos (30 unidades de carbono) e
tetraterpenos (40 unidades de carbono) (Seigler, 1981). Entre as atividades
farmacologicas apresentadas por compostos terpémcos e 0S respectivos
compostos associados, incluem sedativa e analgésica (ascaridole e manoalide),
antiinflamatéria (paeonoflorin e paenonon), inibidora da calmodulina (ofiobolina
A), antihelmintica (ofiobolina M e C), relaxante da musculatura lisa
(piperitenona),  ativadora da proteina quinase C  (mezereina e
octahidromezereina), bloqueadora de canais de céalcio (T-canadinol e
esteroisdmeros), cardioprotetora e antioxidante (gingkolideos A e B e bilobalide),
antialérgica (alisol A e B e paeoniflorin) (Yamahara et al, 1982; Barone et al,
1983; Kubo et al, 1987; Okuyama et al, 1993; Zygmund et al, 1993, Sousa et al,
1997).

Os monoterpenos estdo entre os terpenos mais comuns como o citral,
canfora, linalol, terpinen-4-ol, cineol, carvacrol, p-cimeno e outros. O carvacrol,
além de seu grande emprego como antisséptico, antifingico e na preparacdo de
sabonetes e esséncias artificiais, possui acdo antimitotica e antiespasmodica.
Compostos como a canfora, além de sua utilizacdo em preparagdes farmacéuticas
para o tratamento de dores musculares e reumatismo, também sdo Uteis como
antipruriginosos (Di Stasi, 1995). O linalol, na forma de lanolina, é muito
empregado pela industria de cosméticos e perfumes. Os monoterpenos
representam uma potencial nova classe de agentes terapéuticos contra o cancer de
mama (Russin et al, 1989; Jirtle, 1993). Sdo ainda utilizados em varias
preparacdes farmacéuticas, como agentes mucoliticos e expectorantes (Pozzi,
1989; Gramiccione et al, 1989).

Quanto aos sesquiterpenos verifica-se que com 0 aumento no namero de

carbonos ocorre um aumento no numero de ciclizagdes e modificagdes nas
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moléculas, levando a uma grande variedade de compostos. Poucos

sesquiterpenos lineares sdo conhecidos, em comparacdo com 0 numero de
sesquiterpenos ciclicos, dos quais se destacam o himalacol. potente
antiespasmaodico, e o costunolideo, com atividade antitlcera, citotdxica e de
inibicdo da sintese de DNA (Di Stasi, 1995). Lactonas sesquiterpénicas, isoladas
de Thapsia garganica, sdo substancias com comprovada acdo imbitona da
enzima calcio-magnésio ATPase do reticulo sarcoplasmatico (Thastrup et al,
1987). Alguns compostos antitumorais, como vemolepina, fenolina e elefantina,
também sdo exemplos de sesquiterpenos (Di Stasi, 1995).

Os diterpenos, possuem origem no pirofosfato de geranilgeranil e se
caracterizam como um grupo de compostos onde as cadeias aciclicas sdo raras.
Entre os diterpenos biologicamente ativos estudados incluem o forskolin, com
atividade hipotensora (Bhattacharya et al, 1977), e que foi demonstrado ser um
ativador especifico e reversivel da enzima adenilil ciclase (Seamon et al, 1981),
os ésteres de forbol, inicialmente isolados de plantas da espécie Croton, que sdo
ativadores da enzima proteina quinase C e que tém sido largamente utilizados
para o estudo das fungdes bioldgicas, propriedades e distribuicdo dessa enzima e
na investigacdo da carcinogénese quimica (Nishizuka, 1984; Berridge. 1987) e o
coleonol com atividade hipotensora, espasmolitica inespecifica, cronotrdpica
positiva e vasodilatadora (Dubey et al, 19.74).

Os compostos da subclasse de sesterpenos ocorrem em numero muito
pequeno na natureza e s&o pouco conhecidos. S&0 mais comuns em esponjas
marinhas e alguns géneros de fungos, ndo incluem exemplos de interesse
farmacoldgico.

Por outro lado, os triterpenos caracterizam-se por sua abundancia e grande
nimero de constituintes ativos. Neste grupo estdo incluidos metabdlitos de
grande importancia bioldgica, como o colesterol, vitamina D, horménios sexuais
dos mamiferos e indmeros outros esterdides. Os esterdides, embora possuam
esqueleto com 27 a 29 carbonos e ndo 30 como a regra dos triterpenos, estdo

incluidos nesta subclasse pois derivam do mesmo precursor, 0 esqualeno, que
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além de sua importancia na biossintese dos triterpenos, ¢ um metabdlito com

atividade antitumoral e imunoestimulante (Di Stasi, 1995). A notavel unidade
estrutural, entre diferentes membros da superfamilia de receptores nucleares para
hormdnios, contrasta com a grande diversidade de estruturas quimicas dos seus
ligantes. Das trés classes de agentes ligantes conhecidas, esterdides, retindides e
hormonios tireoidianos, as duas primeiras dividem uma via biossintética comum.
Ambos sdo terpenos, 0s quais sdo sintetizados por agrupamentos de isopreno (a
unidade basica dos terpenos). Um namero consideravel de receptores nucleares,
que ainda ndo possuem ligantes conhecidos, foram isolados recentemente e uma
teoria ndo confirmada é a de que pelo menos alguns dos ligantes para estes
receptores Orfdos possam ser encontrados na lista dos terpenos biologicamente
ativos (Moore, 1990). Alguns exemplos de triterpenos ativos de origem vegetal
sdo o ginsenosideo RC e outros gingenosideos que reunem acOes
antiespasmadica, analgésica, antiestressante e de reducdo do peso corporal. Além
do mais, inimeros triterpenos possuem atividade antiprotozoana, especialmente
contra amebiase e malaria, dos quais se destacam a bruceantina, glaucarubolone,
bruceinas A, B e C, chapairinona, bruceantinol e a quassina. O acido oleanolico,
desta subclasse, possui atividade antioxidante, hepatoprotetora, antiinflamatéria e
antihipercolesterolémica (Seigler, 1995; Di Stasi, 1995).

Os tetraterpenos representam uma. subclasse de metabdlitos que inclui a
maioria dos carotendides, pigmentos essenciais para a fotossintese. Do ponto de
vista farmacoldgico, sdo compostos importantes e extremamente Uteis quanto ao
seu papel bioldgico, como é o caso da vitamina A (retinol) (Seigler, 1995; Di
Stasi, 1995).

1.4. Cineol
O 1,8-cineol, cineol, eucaliptol ou cajeputol é um 6xido monoterpénico,com

peso molecular de 154,3 (CioH]80) (Figura 1), incolor, com odor sugestivo de

canfora, principal constituinte de uma variedade de 6éleos essenciais, dentre eles,
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os Oleos das espécies de Eucaliptos, Croton, Hyptis (Hyptis martuisi\ Pectis

(Pectis apodacephald), Melaleuca {Melaleuca alternifolia) (Craveiro et al, 1981,
Tisserand & Balacs, 1995).

Cineol é ainda o principal constituinte dos 6leos essenciais de Psidium
pohlianum (63,3 %) e Psidium guyanensis (40,5 %). Estes demonstraram possuir
atividade antinociceptiva, antibacteriana, antiinflamatéria e anticonvulsivante
(Santos et al, 1996, 1997a, b e c).

O cineol é considerado ndo-toxico e ndo-irritante, porém o Oleo de
eucalipto, cujo maior constituinte é o cineol, provocou alguns incidentes de
intoxicagbes em criancas nos Estados Unidos (Craig, 1953). Existem trés
principais manifestacbes da intoxicacdo: um efeito depressivo, respiracao
anormal e constriccdo pupilar. A dose toxica leva a sonoléncia em poucos
minutos, e 0 paciente pode ficar inconsciente dentro de 15 minutos. Outros
sintomas incluem dor epigastrica, fraqueza nas pernas e dores de cabeca. Os
efeitos respiratorios sdo variaveis, em altas doses estimula a producdo de muco
no trato respiratorio, enquanto a diminui em baixas doses (Tisserand & Balacs,
1995). A morte ocorre apds a ingestdo de 30 mL do 6leo, sendo demonstrados
severos efeitos cardiovasculares, respiratorios e no sistema nervoso central (Gurr
& Scroggie, 1965), porém um garoto de 3 anos sobreviveu apos a ingestdo de
aproximadamente 10 mL do 6leo de eucalipto (Patel & Wiggins, 1980) e um
adulto sobreviveu ap6s a ingestdo de 60 mL (Gurr & Scroggie, 1965). O cineol
também estd associado a intoxica¢Ges por administragdo acidental pela via nasal
(Tisserand & Balacs, 1995).

Em ratos, o cineol aumenta a atividade das enzimas hepaticas, mas a
importancia em humanos ndo é clara (Tisserand & Balacs, 1995). E capaz de
aumentar a atividade metabdlica de drogas quando administrado por inalacéo,
mas ndo é claro como este efeito é produzido, pois as concentragdes das enzimas
hepaticas ndo estdo elevadas, possivelmente deva ocorrer um aumento na
atividade de outras enzimas ou co-enzimas associadas com a atividade do

citocromo P450 (Hohenwallner & Klima, 1971). O cineol quando administrado
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subcutdneamente em ratas gravidas na dose de 500 mg/kg, durante 4 dias, €

capaz de atravessar a barreira placentaria e afetar a atividade das enzimas
hepéticas do feto (Jon & Briatico, 1973; De Vincenzi et al, 1996). O 6leo de
eucalipto (aproximadamente 75% de cmeol) ndo possui atividade embriotoxica
ou fetotdxica em roedores (injetado subcutdneamente na dose de 135mg/kg, nos
dias 6 a 15 da gestacdo), ndo afeta o peso do feto ou tamanho da placenta
(Tisserand & Balacs, 1995). O composto ndo € capaz de induzir encefalopatia em
ratos (Kristiansen & Madsen, 1995).

O cineol aumenta a absorcdo percutdnea de preparagdes farmacéuticas
(Levison et al, 1994; Obata et al, 1991; Almirall et al, 1996; Giannakou et al,
1998), possui atividade antipirética e sedativa (Ortiz-de-Urbina et al, 1989),
aumenta a atividade locomotora (Kovar et al, 1987), possui papel direto na defesa
das plantas contra herbivoros e patdgenos, assim como na polinizacdo (Ndiege et
al, 1996), é o componente das espécies de Musa (Banana) responsavel pelo efeito
atrativo sobre o Cosmopolites sordidus, um causador de pestes nas plantagdes
destas frutas (Ndiege et al, 1996). Cineol é bem absorvido apartir do ar inspirado,
com um pico de concentracdo plasmatica apds aproximadamente 18 minutos,
sendo sua eliminacdo sanguinea bifasica, com uma meia-vida de distribuicdo de
6,7 min e uma meia-vida de eliminagdo de 104,6 min (Jager et al, 1996). Cineol
inibe de maneira dose dependente a producdo de TNF-cc, IL-lp, LTB4 e TXB2
por mondcitos humanos estimulados com LPS e IL-1£ in vitro (Juergens et al,
1998a). E também capaz de inibir a producdo de LTB4 e PGE2 por mondcitos de
individuos normais e com asma brénquica ex vivo (Juergens et al, 1998b).

E largamente empregado em preparacdes farmacéuticas de uso interno e
externo, serve como estimulante da expectoragcdo nas casos de bronquite e age
como anestésico local suave e antiséptico no tratamento de inflamagdes da boca e
garganta. Utilizado também em “sprays” para ambientes e cosméticos (CraveiroZ
etal, 1981).



Figura 1- Estrutura, quimica do cineol
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1.5. Mastocitos

Os mastdcitos sdo derivados de precursores hematopoiéticos que migram
para o tecido conectivo. Os mastocitos adultos estdo preferencialmente
localizados no epitélio da pele, no sistema respiratério, no trato gastrointestinal e
genitourinario, proximo ao sangue e vasos linfaticos (Riley, 1959).

A populacdo de mastocitos apresenta uma heterogeneidade, com
consideradas diferencas no conteudo de mediadores, assim como na
susceptibilidade a ativacdo e liberacdo de mediadores. Esta heterogeneidade é
controlada por diferentes fatores, como citocinas, que afetam a maturagéo,
proliferacdo e diferenciacdo destas células (Kitamura, 1989). Os mastocitos
apresentam dois fenotipos diferentes, mastécitos da mucosa (MMC) e mastocitos
do tecido conjuntivo (CMC). Enerback (1986) demonstrou que em adicdo a
diferencas na morfologia e caracteristicas histoquimicas, MMC e CMC de
camundongos e ratos parecem diferir em alguns aspectos bioquimicos e
funcionais. Mastocitos humanos também exibem variagdes nas caracteristicas
morfologicas, propriedades histoquimicas, quantidade de mediadores estocados,
susceptibilidade a estimulacdo por varios secretagogos e drogas (Schartz, 1993).

Em todas as espécies de mamiferos, 0s mastocitos expressam receptores na
membrana plasmatica do tipo FCeRI que se ligam, com especificidade e grande
afinidade, a porcdo Fc do anticorpo IgE, uma imunoglobulina monomérica tipica,
que consiste de duas cadeias pesadas e duas leves (Conrad et al, 1975; Kinnet,
1989). Esses receptores, que sdo moléculas glicoproteicas, tém um papel central
nas doencas alérgicas por mediarem a secre¢do celular ap6s a exposicdo ao
agente alérgico. Contudo, a ligacdo do antigeno monomérico IgE aos mastocitos,
por si mesma, ndo leva a ativacdo celular. Mas, quando ocorre a ligacdo cruzada
por anti-IgE ou por um antigeno especifico, IgE induz a degranulacdo dos
mastocitos, através da agregacdo dos receptores FCs (Segai et al, 1977). Assim,

apos a sensibilizacdo ativa, ou passiva com IgE de um animal ja sensibilizado, a
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exposicdo ao antigeno especifico leva os mastocitos a sofrerem uma série de

alteracOes exocitdticas, ndo citoliticas, bioquimicas e estruturais (Ishizaka, 1988),
que resultam na exposicdo dos granulos citoplasmaticos ao meio externo ou na
desintegracdo da membrana plasmaética dos mesmos, com consequente liberacdo
de seus conteldos para 0 meio exterior. Esse processo exocitdtico leva a trés
respostas: (1) exocitose de granulos secretdrios contendo histamina e outros
mediadores  pré-formados da  hipersensibilidade  imediata  (heparina,
proteoglicanas sulfatadas e algumas proteinases); (2) sintese “de novo” e
liberacdo de mediadores eicosanodides, tais como prostaglandinas (PGs) e
leucotrienos (LTs) (Okano et al, 1985); (3) sintese e secrecdo de citocinas
(Gordon et al, 1990). A maioria das citocinas secretadas pelos mastocitos
representam as proteinas recém-sintetizadas e, dessa forma, aparecem horas apos
a estimulacdo. Contudo, o TNFcc aléem de se encontrar entre aquelas proteinas
recém sintetizadas, também se encontra pré-formado e estocado nos granulos
secretorios, de modo que essa citocina aparece dentro de minutos (Young et al,
1987; Gordon & Galli, 1990; Galli et al, 1991).

Dessa forma, quando o antigeno sensibilizante entra em contato com 0s
mastacitos, ele se liga a membrana reagindo com o anticorpo. Isso por sua vez,
produz um sinal que provoca a degranulacdo do mastdcito e a sintese de varias
moléculas bioativas a partir da porgéo lipidica de sua membrana. A mistura de
mediadores estocados nos granulos (histamina, enzimas, fatores quimiotaticos,
etc.) e mediadores recém-smtetizados (metabolitos lipidicos, como PGs, LTs,
PAF etc.) atuam em uma variedade de células efetoras, resultando numa
constelacdo de efeitos que caracterizam a reacdo alérgica (Metcalfe et al, 1981).

A degranulacdo de mastocitos humanos pode ser induzida por uma
variedade de secretagogos imunolégicos e ndo-imunoldgicos, bem como por uma
larga variedade de neurotransmissores ou neuromoduladores endogenos
(Lagunoff et al, 1983; Rosengard et al, 1986). O mais estudado é a IgE,
entretanto, numerosos outros agentes de importancia potencial em doencas

humanas, também podem causar a degranulacdo de mastdcitos. Opidides, tais
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como a morfina, causam degranulacdo de mastocitos cutaneos, atraves de um

receptor sensivel a naloxona (Lagunoff et al, 1983; Casale et al, 1984). A
hipoxia, também pode induzir a degranulacdo (Haas & Bergofsku, 1972)
potencialmente recrutando a participacdo dos mastocitos em situagfes de hipdxia.
Vaérios sub-produtos do complemento, como Cja Cda e C3a causam a
degranulacdo mediada por receptor (Cochrane & Muller-Eberhard, 1968; Gorski
et al, 1979) e assim podem ser capazes de recrutar a participacdo dos mastocitos
em doencas imunes complexas. Certas drogas, como os antibidticos polimixina B
e anfotericina B, o0s bloqueadores neuro-musculares D-tubocurarina e
succinilcolina, e meio de contraste iodado (Metcalfe et al, 1981) sdo também
capazes de induzir a degranulacdo dos mastocitos. Secretagogos de interesse na
pesquisa mcluem o composto 48/80 (Mota et al, 1953), concavalina A, a qual faz
a ligacdo cruzada da IgE (Margo, 1974), o composto célcio ionoforo A23187, o
qual induz a degranulagdo dos mastdcitos por aumentar o transporte de célcio
para o interior da célula (Foreman et al, 1973). Certos estimulos fisicos, como
calor, luz, frio, vibracdo e pressdo, também podem causar a degranulacdo de
mastocitos (Casale et al, 1986). Contudo, nesses casos, 0 mecanismo preciso
amda ndo foi elucidado. Os fatores liberadores da histamina e neuropeptideos,
derivados de células inflamatorias, sdo também degranuladores de mastécitos.

Os neuropeptideos constituem de um grupo de neurotransmissores
presentes tanto no SNC, como nos nervos periféricos. Na pele, neuropeptideos
tais como substancia P, neurocinina A, somatostatma, neurotensina e 0 CGRP
sdo encontrados em nervos sensoriais, nas proximidades de superficies epiteliais,
vasos sangiineos e glandulas (White, 1993).

Os neuropeptideos promovem aumento da permeabilidade vascular,
contracdo da musculatura lisa e ativacdo de leucocitos e macréfagos (Sertl et al,
1988). A injecdo intradérmica de substancia P, CGRP, somatostatina, VIP ou
neurotensina na pele humana induz a reacéo triplice de Lewis (Fuller et al, 1987),
enquanto que a substancia P tem sido liberada durante a inflamagdo aguda na
pele de rato (Yonehara et al, 1987).
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Assim, em adicdo & ativacdo mediada pela interacdo antigeno-anticorpo,
0S mastocitos em certos tecidos também podem ser estimulados a liberar
histamma pelo NGF (Pearce & Thompson, 1986) e por varios neuropeptideos,
tais como substancia P (Fjellner & Hagermark, 1981), neurotensina (Rossie &
Miller, 982), VIP (Fjellner & Hagermark, 1981) e o CGRP (Foreman, 1987).
Contudo, a responsividade dos mastdcitos aos varios secretagogos é dependente
do tecido de origem (Biennestock et al, 1982; Pearce & Thompson, 1986;
Lawrence et al, 1987).

A degranulacdo dos mastdcitos neurais e a liberagdo de seus componentes
ativos podem também ocorrer em certas condi¢bes patologicas dos nervos
periféricos. De fato, a degranulacdo dos mastocitos tem sido observada no sitio
priméario da lesdo em nervo ciatico seccionado de rato (Enerback et al, 1965). Em
outros tecidos de ratos, também tem sido demonstrado que a degranulacdo dos
mastocitos induzida experimentalmente é seguida por vasodilatacdo e aumento
da permeabilidade vascular, que sdo caracteristicas do processo mflamatorio
agudo (Benditt et al, 1955). Essas reacfes tém sido atribuidas, em parte, a
liberacdo de aminas biogénicas, primeiro, porque elas podem ser suprimidas por
anti-histaminicos e por antagonistas da 5-HT (Spector & Willoughby, 1963;
1964) e segundo, porque reacOes vasculares semelhantes podem ser produzidas
experimentalmente pela injecdo de histamina e 5-HT (Majno & Palade, 1961). E
assim possivel que as aminas biogénicas liberadas dos mastécitos neurais
participem do desenvolvimento do edema que ocorre em algumas condigOes
patologicas dos nervos perifericos.

ApoOs a sua ativacdo e consequente liberacdo e producdo de moléculas proé-
inflamatdrias, os mastdcitos sdo responsaveis por uma serie de eventos que
resultam nas respostas alérgicas de reacdo imediata e tardia. As consequéncias da
liberagdo de mediadores usualmente ocorrem dentro de minutos, e levam as
respostas alérgicas de reacdo imediata. Onde os mediadores interagem com 0S
tecidos vizinhos e suscitam uma inflamacdo alérgica. A reacdo de

hipersensibilidade tardia inicia-se 2-4 h ap6s o estimulo alérgico inicial, com um
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efeito maximo entre a 6- e 24- h (Lemanske & Kaliner, 1988). A histamina,

PGD?2, LTC4 e PAF, derivados dos mastdcitos, produzem os sintomas da resposta
inicial ao alérgeno. Essa reagdo pode ser suplementada pela geracdo de cininas e
proteases pelos mastocitos e por neuropeptideos liberados apo6s estimulacédo
nervosa (Proud, 1993). Histamina, PAF, triptase e os leucotrienos (LTC4, LTD4 e
LTE4) contribuem para aumentar a permeabilidade e a formacdo de edema, pela
promocdo de exudacdo de fluido plasmatico e proteinas, para 0 espago
extracelular. Na pele, a vasodilatacdo local e 0 edema sdo responsaveis pelas
alteracbes na pele que aparecem VAarios minutos apds a exposicdo ao alérgeno,
enquanto que o eritema surge devido a vasodilatacdo pelo reflexo axonico
estimulado primanamente pela histamina (Cavanah & Casale, 1993).

Varias das reacOes de fase tardia envolvem o recrutamento de leucdcitos
para a pele e trato respiratério sendo mais importante do que os efeitos diretos da
liberacdo de mediadores pelos mastocitos e outras células no periodo inicial apds
a interagdo com o alérgeno. Histopatologicamente, a reacdo de fase tardia
cuténea é caracterizada pela deposicédo de fibrina extracelular e infiltracdo celular
com celulas CD3 , CD4+, eosindfilos, neutréfilos e RNAm para IL-4 e IL-5
(Mekori & Galli 1990, Tsicopoulos et al, 1994).

Estudos demonstram que a infiltracdo de leucocitos associada com a reacao
de fase tardia ocorre como um resultado da degranulacdo de mastocitos, desde
que substancias estabilizadoras de membrana de mastocitos, como 0
cromoglicato de sodio ou nedocromil sddico, sdo capazes de inibir a reacdo de
fase tardia (Church et al, 1991).

Os mediadores provenientes de mastdcitos contribuem para a expressdo de
moléculas de adesdo. O aparecimento das moléculas de adesdo nas ceélulas
endoteliais € um passo essencial na migracdo de células imune compententes
para 0 local de acdo (Springer, 1990). Os leucdcitos inflamatérios incluindo
neutréfilos, macrofagos e principalmente eosinofilos que produzem citocinas (IL-
1, IL-4, IL-5, IL-6, PAF, IFNy e TNFa) exercem efeitos autocrinos e paracrinos

nas células adjacentes (Weller, 1992). Esta reacdo de fase tardia esta associada
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com o aumento na permeabilidade e infiltracdo celular no sitio de contato do

antigeno que exerce um grande papel na patogénese de doencas alérgicas
crénicas (Zweiman, 1993). Composto 48/80, que age primariamente nos
mastacitos, induz reacdo de fase tardia em pele de humanos (Solley et al, 1976).

Dentre as funcbes bioldgicas dos mastocitos incluem um papel no
envolvimento nos mecanismos de defesa contra infecgbes parasitarias e
bacterianas, imunomodulacdo do sistema imune, reparo tecidual e angiogénese
(Metcalfe et al, 1997). Os mastdcitos estdo envolvidos na patofisiologia de vérias
condi¢cbes inflamatorias incluindo, hipersensibilidade alérgica, ulceragdes
intestinais induzidas por estresse, artrite reumatdide, cistite intersticial,
esclerodermia e doenga de Crohn. Em muitas dessas condigcOes, o exato papel do
mastdcitos ainda ndo é claro, contudo camundongos mutantes que sdo deficientes
de mastocitos, indicam evidéncias de um especifico papel dos mastécitos na

resposta a infecgoes.
1.6. Adenosina

A adenosina, estd presente em todos os fluidos corporais e é produzida
durante a atividade metabdlica normal, pela acdo de varias enzimas associadas a
membrana, sobre o ATP, ADP e AMP. Os niveis de adenosina sédo de 0,03-0,3
p.M sobre condicdes basais. O nivel de adenosina extracelular na isquemia pode
ser até 100 vezes maior que 0s niveis basais e acredita-se que esta elevagdo seja
responsavel pela citoprotecdo aos tecidos isquémicos (Butcher et al, 1987).

A adenosina exerce suas acdes fisioldgicas, em parte, pela ativacdo de
receptores da adenosina. Os receptores da adenosina foram originalmente
classificados por Bumstock (1978) como receptores purinérgicos Pi e P2
dependendo da sua preferéncia por adenosina ou pelos nucleotideos de adenina.
A afinidade de ligacdo destes ao receptor P] sdo adenosina > AMP > ADP >
ATP, enquanto a afinidade para o receptor P2 ¢ ATP > ADP > AMP > adenosina
(Olsson & Pearson, 1990). Metilxantinas, como teofilina e cafeina, sdo inibidores

ndo seletivos dos receptores P] mas ndo tem efeito nos sitios P2 Receptores
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purinérgicos P, (receptores da adenosina) sdo agora classificados em quatro

subtipos de receptores da adenosina (A,, A2a, A2b e A3) baseados em critérios
estruturais e farmacologicos (Van Galen et al, 1992; Fredholm et al, 1994). Os
receptores A| e A2A da adenosina, caracterizados farmacologicamente através do
uso de ligantes seletivos, na sua maioria ttm um papel protetor, isto é, em
diminuir a demanda de energia e aumentar 0 suporte energético, respectivamente,
sob condicBGes de estresse. O receptor A] liga-se a membros da familia de
proteina G (Gi) sensiveis a toxina Pertussis. Estas proteinas G causam a inibicdo
da adenilil ciclase, a ativacdo de varios tipos de canais de potéssio e a inativagdo
de alguns tipos de canais de calcio voltagem dependentes (Greene & Haas, 1991)
assim como a ativacdo de fosfolipase C (via subunidades (3 e y da proteina G),
com subsequente ativagdo da proteina quinase C e aumento no célcio intracelular.

Alguns dos agonistas do receptor A! sdo o N6-ciclopentiladenosina (CPA) e
Né6-ciclohexiladenosma (CHA) agonistas seletivos (Jacobson et al, 1992) e 5’-N-
etilcarboxiamidoadenosina (NECA), agonista ndo seletivo (Bruns et al, 1996).
Dentre 0s antagonistas para esse receptor temos o |I,3-dipropil-8-
ciclopentilxantina (DPCPX), antagonista seletivo (Bruns et al, 1987) e 8-
fenilteofilina (8-PT), antagonista ndo seletivo (Jacobson et al, 1985).

Os dois subtipos de receptores A2 clonados, A?A e A2B, sdo acoplados a
proteina Gs para aumentar os niveis de AMPc (Fredholm et al, 1994). A ativacao
dos receptores da adenosina A3 leva a inibicdo da adenilil ciclase e estimulacédo
da fosfolipase C (Linden, 1994). Os niveis basais de adenosina podem agir sobre
0s receptores AZa, enquanto 0s receptores A28 sdo principalmente ativados
quando a adenosina atinge niveis acima dos fisioldgicos. O papel dos receptores
A2A nas condicOes patofisiologicas ainda é pouco compreendido mas podem estar
envolvidos no choque, no controle da dor e em condi¢des inflamatorias (Ongini
& Fredholm, 1996).

No sistema nervoso central, a maioria das regides cerebrais sdo ricas em
receptores Aj e A2B , o subtipo A2A esta localizado especificamente no putamen-

caudado, uma regido rica em dopamina (Collis & Hourani, 1993). O subtipo A3
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parece estar em menor quantidade no cérebro (Linden, 1994). A adenosina age

como um neuromodulador inibindo, via receptores A] pré-juncionais, a liberacdo
de vérios transmissores, incluindo aminoacidos excitatérios (Fredholm &
Dunwiddie, 1988; Fredholm et al, 1993). Em adicdo, a adenosina reduz a
atividade neuronal e o consumo de oxigénio e pode ser considerado como um
agente protetor enddgeno do cérebro, desde que sua producdo esta aumentada
durante condig¢bes isquémicas (Rudolphi et al, 1992; Fredholm et al, 1993). A
adenosina também exerce efeitos comportamentais que incluem a diminuicdo da
atividade locomotora e psicomotora (acdo sedativa) a qual estd mais
correlacionada com a estimulagdo de receptores A2A pos-sindpticos (Fredholm et
al, 1993). Além disso, uma propriedade anticonvulsivante da adenosina foi
descrita. Na medula espinhal a adenosina esta envolvida com o efeito analgésico
dos opioides (Daval et al, 1991).

No sistema cardiovascular os receptores A( estdo localizados no atrio e
ventriculo, e os subtipos A2a e AZB estdo presentes no musculo liso e endotélio
coronario, respectivamente (Tucker & Linden, 1993). Contudo, hd somente
moderada expressdo de receptores A3 no coragdo (Linden, 1994). A adenosina
exerce efeito cardio depressivo, isto é, cronotrépico negativo e acdo antiarritmica
via receptores Aj. O suprimento de oxigénio é elevado pela estimulacdo dos
receptores A2 atraves de vasodilatacdo. A adenosina é um potente vasodilatador
(A2 e A3) e causa queda na pressdo sanguinea, sendo também um inibidor
enddgeno da agregacdo plaquetaria através dos receptores A2A (Collis & Hourani,
1993).

No sistema respiratorio, a adenosina exerce efeito broncodilatador através
da ativacdo de receptores A2 em individuos sadios, enquanto em individuos
asmaticos a resposta é de broncoconstriccdo (Jacobson, 1990). Os receptores A3
que sdo principalmente insensiveis a xantinas, estdo abundantemente expressados
no pulméo e sugere-se que estejam envovidos na etiologia da asma (Linden,
1994). Com base na funcdo da adenosina como um secretagogo de histamina e

leucotrienos de mastocitos envolvendo a estimulagdo de receptores A3, 0
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desenvolvimento de antagonistas seletivos destes receptores pode ser de

beneficio terapéutico na asma (Linden, 1994; Jacobson, 1998).

A adenosina também  exerce  protecdo  contra injurias  por
isquemia/reperfusdo (Parrat, 1994) que estdo associadas com aumentos
significativos das espécies reativas de oxigénio como anion superdxido, peréxido
de hidrogénio, radical hidroxila e oxigénio unico. O efeito protetor da adenosina,
durante a isquemia e reperfusdo, deve-se, pelo menos em parte, a ativagdo de um
subtipo de receptor da adenosina (A3), acoplado a proteina quinase C, cuja
ativacdo resulta na estimulacdo de mecanismos de defesa antioxidante
(Ramkumar et al, 1995).

Recentemente foi proposto que a adenosina € um antiinflamatono enddgeno
e possui um potencial para modificar respostas inflamatorias pela agdo sobre
células inflamatorias especificas como os neutrdfilos (Cronstein, 1994), assim
como de modificar a sinalizacdo da dor pela agdo sobre terminais nervosos
sensonais aferentes (Sawynok, 1997). O efeito da adenosina sobre a sinalizagéo
da dor é dependente do subtipo de receptor ativado. Em roedores, a ativacdo de
receptores Aj produz antinocicepc¢do local enquanto a ativacdo de receptores A2
produz hiperalgesia (Karlsten et al, 1992; Doak & Sawynok, 1995). Os
mastocitos estdo localizados na proximidade de terminais nervosos sensoriais € a
estimulacdo destes terminais leva a degranulacdo dos mastdcitos e liberacdo de
mediadores (Dimitriadou et al, 1991). A ativacdo do receptor A3 degranula
mastocitos e libera histamina e 5-HT (Fozard et al, 1996; Church et al, 1986). A
Histamina pode produzir prurido e dor pela ativacdo de neurbnios sensoriais
(Simone et al, 1987) e induzir edema (Hill, 1990) pela estimulagdo dos receptores
da histamina Hi (Saria et al, 1988). 5-HT pode também aumentar a dor pela acéo
sobre terminais nervosos sensoriais aferentes e induzir edema (Doak & Sawinok,
1997). Entdo a ativacdo do receptor A3 pode influenciar a ativacdo de neurdnios
sensoriais e produzir edema por sua acdo de degranular mastécitos e liberar

histamina e 5-HT.
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2. OBJETIVOS

Tendo em vista (i) a auséncia de um estudo farmacologico mais
aprofundado sobre cineol, (11) do amplo uso de cineol nas preparagdes
farmacéuticas, (iii) do cineol poder apresentar efeitos adversos na aromaterapia,
(iv) do uso de Oleos essenciais no tratamento de dor local (p. ex., aplicacBes na
testa, peito e joelhos), (v) de efeitos (sedativo, analgésico e anticonvulsivante)
previamente encontrados nos 6leos essenciais de Psidium pohlianum e Psidium
guyanensis, ricos em cineol, (vi) da recente descoberta de efeitos inibitérios do
cineol na producdo de citocinas e mediadores inflamatorios de monadcitos apos
estimulo imuldgico, o presente trabalho tem por objetivo geral estabelecer os
efeitos farmacoldgicos de cineol com finalidade de buscar novas indicacfes

terapéuticas.
Como obijetivos especificos temos:

«&» Estabelecer a toxicidade aguda do cineol.
Verificar se o cineol é capaz de induzir edema inflamatorio e nocicepcao
local, em ratos e camundongbs, apos injecdo subplantar. Caracterizar
farmacologicamente os mediadores envolvidos nestas respostas.
Investigar os efeitos sistémicos tais como atividade sedativa, analgésica,
antiinflamatoria, antitlcera e anticonvulsiva, bem como esclarecer os
possiveis mecanismos de acdo envolvidos nestas atividades.
Estudar os efeitos do cineol na atividade secretoria intestinal induzida
pela toxina da cdlera e na hepatite toxica causada por D-
Galactosamina/Lipopolissacarideo em camundongos.

Estabelecer o efeito do cineol na reproducéo em ratos fémeas.
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3. MATERIAIS

3.1. Animais Experimentais
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Camundongos albinos {Mus musculus) variedade Swiss-webster,

adultos, de ambos os sexos, pesando entre 25-30g, e Ratos albinos {Rattus

norvegicus) variedade Wistar, adultos, de ambos os sexos, pesando entre 150-

180g, provenientes do Biotérip do Departamento de Fisiologia e Farmacologia e

do Biotério Central da Universidade Federal do Ceard, mantidos a temperatura

ambiente, com ciclos claro/escuro de 12 em 12 horas, recebendo racdo padrdo

(Purina Chow) e agua “ad libitum”,

3.2. Reagentes e Drogas

Produto

Acido Acético

Acido Acetilsalicilico
Acido Cloridrico
Acido Fosférico

Acido L-glutdmico
Acido Nordihidroguirético
Acido Tiobarbitdrico
Aminoguanidina
Atropina

Azul de Alcian

Azul de Evans

Azul de Toluidina
Bicarbonato de Sddio
N-butanol

Cafeina

Carragenina Tipo IV
Cafeina

Capsaicina

Cetamina (Ketalar®)
Cetotifeno (Ketasma®)

Origem

Grupo Quimica
CEME

Pro Analysis
Reagen

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma
Frumtost
Sigma

Sigma

Merck

Vetec

Reagen

Sigma

Sigma 7

Sigma

Sigma
Parke-Davis
Sun Pharmaceutical



Cineol

Cimetidina

Ciproeptadina (Periatin®)
Cloreto de Potassio

Cloreto de Magnésio
Cloridrato de Naloxona
Cloreto de Potassio

Cloreto de Sddio
Clorpromazina

Composto 48/80

Cromoglicato de Sodio (Cromolerg®)
Dexametasona (Decadron®)
Difenidramina (Benadril®)
D-Galactosamina

Etanol Absoluto

Eter Etilico

Fenilbutazona (Butazolidma®)
8-Fenilteofilina

Formaldeido

Glicose

Hidrocloreto de Estricnina
Indometacina

L-arginina

L-N-nitro arginina metil ester (L-NAME)
Lipopolissacarideo

Metanol absoluto

Metisergida (Desirila®)
N-6-Ciclopentiladenosina (CPA)
5’-N-Etilcarboxamidoadenosina (NECA)
Nifedipina

7-Nitroindazol

Nitroprussiato de sodio
Pentobarbital Sédico
Picrotoxina

Pilocarpina

Pentilenotetrazol

Sacarose

Sulfato de Morfina (Dimorf®)
Talidomida

Teofilina

Toxina da Colera

Vermelho de Fenol

WEB 2170
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Sigma
Sigma
Prodome
Vetec
Cinética
Sigma
Reagen
Reagen
CEME
Sigma
Allenganfru
Prodome
Parke-Davis
Sigma
Quimex

Pro Analysis
Geigy
Sigma
Sigma
Vetec
Farmus
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Reagen
Sandoz
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma

Pro Analysis
Cristalina
CEME
Sigma /
Sigma

ICN Biomedicals Inc.
Boehringer Ingelhelm



3.3. Solucdes Fisiologicas

31

As solucdes foram preparadas com sais de pureza analitica. As

concentragdes sdo expressas em milimolar (mM).

Solucdo Salina
NaCl 154

Solucéo de Ringer-Locke

NaCl 154; KC1 5.6; CaCl? 1,6; NaHCO3 1,78; Glicose 5,5

3.4. Equipamentos

Produto

Agitador de Tubos
Analisador Biogimico RA 50
Balanca Analitica

Balanca de Pesar Animais
Banho-Maria

Plestismdgrafo

Material Cirurgico
Microscopio Optico Binocular
Medidor de pH

Estufa de Secagem

Seringas Plasticas

Origem

Fanen
Bayer
Marte
Filizola
Fanen

Ugo Basile

Nikon
Alalion
Fanem
B-D-Plastipak
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4. METODOS

4.1. TOXICIDADE AGUDA DO CINEOL

Cinquenta camundongos (vinte e cinco machos e vinte e cinco fémeas)
foram distribuidos em cinco grupos de dez animais cada (cinco machos e cinco
fémeas) aos quais foram administrados, por via oral, doses crescentes de cineol
(1, 2, 3, 4 e 5 g/Kg). Os\animais foram observados quanto as alteragdes
comportamentais, alteracfes nos padrdes fisioldgicos de evacuacdo e miccao e
quanto ao numero de mortes ocorridas no periodo de setenta e duas horas. A

Dose Letal para 50 % dos animais (DL50) foi calculada utilizando-se 0 método do
probito (Miller & Tainter, 1944).

4.2. ATIVIDADE PRO-INFLAMATORIA DO CINEOL

Cineol é empregado em formulagbes farmacéuticas para aumentar a
penetracdo percutanea de drogas, pelo seu efeito descongestionante e
antitussigeno e como estimulante da pele, na aromaterapia (Mach, 1938;
Williams & Barry, 1991; Laude et al, 1994; Levison et al, 1994).

Sintomas tdxicos, ndo fatais, foram observados apo6s a aplicacdo nasal de
cineol em criangas, que incluiram irritacdo da mucosa, taquicardia, dispnéia,
nausea e vomitos (Melis, 1990). A taxa de difusdo de cineol é mais rapida apos
inalacdo ou administracdo oral do que apos aplicacdo na pele (Tisserand, 1985;
Kovar et al, 1987). Desde que o extrato corneo funciona como uma barreira
protetora para a absorcdo percutanea, o risco de toxicidade é menor. Contudo,
quando a pele é danificada, a taxa de absorgdo percutdnea pode elevar-se e
provocar reagdes locais e sisttmicas. Com base nestes trabalhos avaliamos a/
capacidade de cineol induzir edema de pata, em ratos, e as caracteristicas
farmacoldgicas deste edema.
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4.2.1. Edema de Pata induzido por Cineol em Ratos

O edema de pata foi induzido em ratos, machos (150-180 g), divididos em
grupos de seis animais cada, que receberam uma injecdo subplantar de cineol (10,
15 e 20 p.L/pata), na pata posterior esquerda. Um volume igual de salina (NaCl
0,9%) foi injetado na pata contraiateral. O volume do edema, em mililitros (mL),
foi registrado através de um pletismografo (Ugo Basile, Italia, Modelo 7150) 30
min, 1, 2, 3, 4, 5 e 24 h ap6s a administracdo de cineol. Os resultados foram
expressos como a diferenca de volume (mL) entre a pata injetada com cineol ¢ a
pata contralateral que recebeu salina.

O Composto 48/80 (10 pg/pata), um degranulador de mastocitos, foi
utilizado como droga padréo de referéncia.

Um grupo separado de animais foi sacrificado, no tempo de efeito maximo
do edema de cineol (2® hora), sendo retiradas as patas injetadas com salina ou
cineol (20 pL). Estas foram fixadas em formalina neutra 10 %. incluidas em
parafina, realizadas se¢des em micrétomo e coradas com hematoxilina eosina e
examinadas através de microscopia Gtica por um especialista sem conhecimento

prévio dos tratamentos.

4.2.2. Caracterizacdo Farmacologica do-Edema de Pata induzido por Cineol
em Ratos

Para a caracterizacdo farmacoldgica do edema de pata induzido por cineol,
utilizamos a dose de 20 pL/pata, que promoveu maior atividade edematogénica e

que mais se aproximou daquela produzida pelo Composto 48/80.

4.2.2.1. Efeito do Composto 48/80 e Capsaicina

Para avaliar o papel dos mastécitos no edema de pata induzido por cineol,

ratos, machos (150-180 g), divididos em grupos de seis animais cada, foram
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depletados de seus estoques de histamina e 5-HT por repetidas injecGes de

Composto 48/80, como descrito previamente por Di Rosa et al (1971).

Uma solugdo de Composto 48/80 01 % foi administrada
mtrapentonealmente, duas vezes ao dia, durante 4 dias. As doses utilizadas foram
de 0,6 mg/Kg para as primeiras seis injecdes e de 1,2 mg/Kg para as duas ultimas
injecbes. Os animais foram utilizados 5-6 horas apds a Gltima injecdo de
composto 48/80. O grupo controle recebeu veiculo (salina, 10 mL/Kg, s.c.)

Para avaliar o papel da Substancia P, que pode promover a ativacdo de
mastacitos e a liberagdo de mediadores mflamatorios, no edema de pata induzido
por cineol, ratos, machos (150-180 g), divididos em grupos de seis animais cada,
foram depletados de Substadncia P pela injecdo subcutédnea de capsaicina,
conforme o descrito por Jesell et al (1978).

Os animais receberam uma injecdo de capsaicina, uma vez ao dia, na dose
de 50 mg/Kg, por dois dias consecutivos. Os ratos foram utilizados sete dias apos
a Ultima administracdo de capsaicina.

O edema de pata foi induzido pela administracdo subplantar de cineol (20

pL/pata) e registrado de acordo com o descrito no item 4.2.1..

4.2.2.2. Efeito de Antagonistas de Mediadores Lipidicos

Para avaliar o papel de prostaglandinas e leucotrienos no edema de pata
induzido por cineol, utilizamos os antiinflamatorios ndo esteroidais,
fenilbutazona e indometacina, o antiinflamatorio esteroidal dexametasona e um
inibidor da enzima lipoxigenase, acido nordihidroguirético. Na investigacdo do
envolvimento do Fator Ativador de Plaquetas (PAF), utilizamos o WEB 2170,
um antagonista do PAF.

Ratos, machos (150-180 g), divididos em grupos de seis animais cada,
foram tratados oralmente com veiculo (salina, 10 mL/Kg), fenilbutazona (200
mg/Kg), indometacina (2 mg/Kg), dexametasona (0,5 mg/Kg) e
intraperitonealmente com acido nordihidroguirético (75 mg/Kg) e WEB 2170 (10
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mg/Kg) 45 min antes da administracdo de cineol, com excecdo da

dexametasona que foi administrada 2 h antes da inducéo do edema.
O edema de pata foi induzido pela administracdo subplantar de cineol (20

pL/pata) e registrado de acordo com o descrito no item 4.2.1..

4.2.2.3. Efeito de Antihistaminicos, Antiserotoninérgicos e Estabilizadores de
Membrana de Mastocitos

Para avaliar o papel da histamina e serotonina no edema de pata induzido
por cineol, utilizamos difenidramina (antihistaminico), metisergida (antagonista
de receptor 5-HT), ciproeptadina (antagonista de receptor histaminico e de 5-
HT), cetotifeno e cromoglicato de sodio (estabilizadores de membrana de
mastacitos).

Ratos, machos (150-180 @), divididos em grupos de seis animais cada,
foram tratados oralmente com veiculo (salina, 10 mL/Kg), difenidramina (5
mg/Kg), metisergida (1 mg/Kg), ciproeptadina (5 mg/Kg), cetotifeno (1 mg/Kg)
45 min antes e intraperitonealmente com cromoglicato de sdédio (75 mg/Kg) 30
min antes da administracdo de cineol.

O edema de pata foi induzido pela administracdo subplantar de cineol (20

pL/pata) e registrado de acordo com o descrito no item 4.2.1..

4.2.2.4. Efeito de Antagonista do Fator de Necrose Tumoral (TNF-a)

Na avaliagdo do envolvimento do TNF-a no edema de pata induzido por
cineol utilizamos a talidomida.

Ratos, machos (150-180 @), divididos em grupos de seis animais cada,
foram tratados oralmente com veiculo (salina, 10mL/Kg) ou talidomida (15
mg/Kg) 45 min antes da administracdo de cineol.

O edema de pata foi induzido pela administragdo subplantar de cineol (20

pL/pata) e registrado de acordo com o descrito no item 4.2.1..
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4.2.2.5. Efeito de Antagonista e Agonista da Adenosina

Na tentativa de esclarecer o papel da adenosina do edema de pata induzido
por cineol, em ratos, utilizamos 8-femlteofilina (antagonista de receptores A] e
A2) e 5’-N-etilcarboxamidoadenosina (NECA, agonista ndo seletivo de
receptores A] e A2).

Ratos, machos (150-180 g), divididos em grupos de seis animais cada,
foram tratados intrapentonealmente com veiculo (salina, 10mL/Kg), 8-
femlteofilina (8 mg/Kg) ou NECA (0,1 mg/Kg) 30 min antes da administracdo de
cineol.

O edema de pata foi induzido pela administracdo subplantar de cineol (20

p.L/pata) e registrado de acordo com o descrito no item 4.2.1..

4.2.2.6. Efeito de Cineol Sistémico

O efeito da administracdo sistémica de cmeol sobre o edema de pata
induzido por cineol, foi avaliado em ratos, machos (150-180 @), divididos em
grupos de 6 animais cada que receberam cineol (400 mg/Kg), por via oral, duas
vezes ao dia, durante 4 dias consecutivos. O grupo controle recebeu veiculo (2 %
de Tween 80 em &gua destilada).

O edema de pata foi induzido pela administracdo subplantar de cineol (20

gL/pata) e registrado de acordo com o descrito no item 4.2.1..
4.2.3. Degranulagdo de Mastocitos Peritoneais in vitro
Ratos, machos, 150-180g, foram sacrificados por deslocamento cervical,

suas cavidades abdominais foram abertas e retirados 0s mesentérios que foram

seccionados em pedagos (~ 1 cm? de area) e colocados em tubos de ensaio
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contendo 10 mL de solugdo Ringer-Locke, como descrito previamente por
Norton (1954).

Os mesentérios foram incubados com veiculo, cineol (0,56; 1,67 e 5,58
mM) ou Composto 48/80 (0,05; 0,16 e 0,48 pM), durante 30 minutos, em
temperatura ambiente. Apds o periodo de incubacdo, os mesentérios foram
retirados das solucdes, colocados sobre lamina e corados com azul de toluidina !
%, por 2 min, lavados com &gua destilada e colocados para secar, a temperatura
ambiente. Apds o procedimento de secagem, a gordura do tecido foi retirada com
0 auxilio de uma lamina. Para cada tecido foram contados, em cinco campos
aleatorios, o numero de mastocitos degranulados e ndo degranulados. A
contagem foi realizada em microscépio Optico. Para cada concentracdo das
drogas foi determinado o percentual de mastécitos degranulados.

Em um grupo separado, foi determinado a influéncia de 5’-N-
etilcarboxamidoadenosina (NECA, agonista ndo seletivo A! e A2, na
concentracdo de 3,24 pM, sobre o efeito de cineol (1,67 mM) na degranulacéo de

mastdcitos peritoneais.

4.3. ATIVIDADE PRO-NOCICEPTIVA DO CINEOL

Demonstramos que cineol induz uma irritacdo local e formacdo de edema
apos administragdo subplantar na pata traseira de ratos. A resposta para cineol foi
bloqueada por antagonistas da histamina e serotonina e pela deplecdo pelo
Composto 48/80, sugerindo um papel chave para os mastocitos neste efeito
edematogénico local. Desde que substancias como o Composto 48/80 e venenos
de abelha (Apis mellifera) e vespa (Vespula vulgaris) que sdo capazes de
ativarem mastdcitos e produzirem edema local, também exercem um efeito
algésico local (Haberman, 1972; Banks et al, 1980; Atkinson & Hicks, 1982;
Griesbacher et al, 1998) foi de nosso interesse avaliar o potencial pré-nociceptivo

local de cineol, assim como as caracteristicas farmacoldgicas deste efeito.
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4.3.1. Nocicepgao Local induzida por Cineol em Camundongos

A nocicepcdo local foi induzida em camundongos, machos, 25-30 g,
divididos em grupos de oito animais cada, que receberam uma injecdo subplantar
de cineol (10, 20 e 40 pl/pata) ou de Composto 48/80 (2,5; 5 e 10 pg/pata) na
pata posterior esquerda, sendo registrado o tempo gasto lambendo a pata, em

segundos, durante um periodo de 20 minutos.

4.3.2. Caracterizacdo Farmacologica da Nocicepcdo Local induzida por
Cineol em Camundongos

4.3.2.1. Efeito do Composto 48/80

Para avaliar o papel dos mastocitos na nocicepcdo induzida por cineol,
camundongos, machos (25-30 g), divididos em grupos de oito animais cada,
foram depletados de seus estoques de histamina e 5-HT por repetidas injecGes de
Composto 48/80, como descrito previamente por Di Rosa et al (1971).

Uma solucdo de Composto 48/80 01 % foi administrada
intraperitonealmente, duas vezes ao dia, 'durante 4 dias. As doses utilizadas foram
de 0,6 mg/Kg para as primeiras seis injecdes e de 1,2 mg/Kg para as duas ultimas
injecoOes.

A nocicepcdo foi induzida 5-6 h apds a ultima injecdo de Composto 48/80
pela administragdo subplantar de cineol (10, 20 e 40 pl/pata) ou de Composto
48/80 (2,5; 5 e 10 pg/pata), na pata posteior esquerda sendo registrado o tempo
gasto lambendo a pata, em segundos, durante um periodo de 20 minutos,

comecados a contar logo apds a administracdo de cineol ou de Composto 48/80.

/
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4.3.2.2. Efeito da Capsaicina

Para avaliar o papel da Substancia P, que pode promover a ativacdo de
mastocitos e a liberacdo de mediadores inflamatdrios, na nocicepgédo induzida por
cineol, camundongos, machos (25-30 @), divididos em grupos de oito animais
cada, foram depletados de Substancia P pela injecdo subcutdnea de capsaicina,
conforme descrito por Jesell et al (1978).

Os animais receberam uma injecdo de capsaicina ao dia, na dose de 50
mg/Kg, por dois dias consecutivos. Os camundongos foram utilizados sete dias
apds a ultima administragdo de capsaicina.

A nocicepcdo foi induzida pela administracdo subplantar de cineol (20
pl/pata), na pata posteior esquerda sendo registrado o tempo gasto lambendo a
pata, em segundos, durante um periodo de 20 minutos, comecados a contar logo
apds a administracdo do cineol.

4.3.2.3. Efeito de Antihistaminicos, Antiserotoninérgicos e Estabilizadores de

Membrana de Mastocitos

Camundongos, machos, 25-30g, divididos em grupos de oito animais cada,
foram tratados oralmente com salina (10 mL/Kg), difenidramina (5 mg/Kg),
metisergida (1 mg/Kg), ciproeptadina (5 mg/Kg), cetotifeno (1 mg/Kg) e
intraperitonealmente com cromoglicato de sodio (75 mg/Kg) 45 min antes da
administracdo de cineol.

A nocicep¢do foi induzida pela administracdo subplantar de cineol (20

pl/pata) e registrada como descrito no item 4.3.2.2..
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4.3.2.4. Efeito de Analgésico Opidide, Antagonista da Oxido Nitrico Sintase
Neuronal e Antagonista do Receptor N-Metil-D-Aspartato (NMDA)

Camundongos, machos, 25-30g, divididos em grupos de oito animais cada,
foram tratados com veiculo (salina, 10 mL/Kg, i.p.), morfina (7,5 mg/Kg, s.c), 7-
nitroindazol (50 mg/Kg, i.p.) ou cetamina (25 mg/Kg, s.c.) 30 min antes da
administracdo de cineol.

A nocicepcdo foi induzida pela administragdo subplantar de cmeol (20

pl/pata) e registrada como descrito no item 4.3.2.2..

4.3.2.5. Efeito de Antagonistas e Agonistas da Adenosina

Na tentativa de esclarecer o papel da adenosina na nocicepcao induzida por
cineol em camundongos utilizamos cafeina (antagonista ndo seletivo de
receptores da adenosina), 8-fenilteofilina (antagonista de receptores Aj e A2), N6-
Ciclopentiladenosina (CPA, agonista seletivo de receptores At), 5’-N-
etilcarboxamidoadenosina (NECA, agonista ndo seletivo de receptores A] e A2),
nifedipina (inibidor da recaptacdo da adenosina).

Camundongos, machos, 25-30 g, divididos em grupos de oito animais cada,
foram tratados com veiculo (salina, 10 mL/Kg, i.p.), cafeina (20 mg/Kg, i.p.), 8-
fenilteofilina (8 mg/Kg, i.p.), CPA (0,3 mg/Kg, i.p.) e NECA (0,01 mg/Kg, i.p.)
30 minutos antes e com nifedipina (10 mg/Kg, v.0.) 45 min antes da
administragéo de cineol.

A nocicepgao foi induzida pela administragdo subplantar de cineol (20

pl/pata) e registrada como descrito no item 4.3.2.2..
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4.4. ATIVIDADE ANTIINFLAMATORIA DO CINEOL

4.4.1. Edema de Pata induzido por Carragenina em Ratos

Ratos, fémeas (150-180 @), divididos em grupos de 6 animais cada,
receberam por via oral cineol (100, 200 e 400 mg/Kg), indometacina (5 mg/Kg)
ou veiculo (2 % de Tween 80 em é&gua destilada, 10 ml/Kg) 45 min antes da
inducdo do edema pela administracdo subplantar de Carragenina Tipo IV | %
(0,1 mL/pata) na pata posterior esquerda, seguindo o descrito por Winter et al
(1962). Um volume igual de salina (NaCl 0,9 %) foi injetado na pata
contralateral.

O edema foi registrado imediatamente antes e 3 h apds a administracdo da
carragenina. O volume do edema, em mililitros (mL), foi registrado através de
um pletismografo (Ugo Basile, Italia, Modelo 7150). A pata posterior do animal
foi submergida, até a juncdo tibio-tarsal, na camara de leitura do aparelho O
volume de liquido deslocado foi registrado digitalmente e correspondeu ao
volume da pata. Os resultados foram expressos como a diferenca de volume (mL)
entre a pata injetada com cineol e a pata contralateral que recebeu salina.

Para avaliar o papel da adenosina na atividade antiedematogénica de cineol,
animais foram tratados com teofilina (10 mg/Kg, i.p.) 15 min antes da

administracao de cineol (400 mg/Kg, v.0.).

4.4.2. Edema de Pata induzido por Dextrana em Ratos

Ratos, fémeas (150-180 g), divididos em grupos de 6 animais cada,
receberam por via oral cineol (100, 200 e 400 mg/Kg), ciproeptadina (10 mg/Kg)
ou veiculo (10 mL/Kg) 45 min antes da inducdo do edema, pela administracdo
subplantar de Dextrana 1,5 % (0,1 mL/pata) na pata traseira esquerda, seguindo o
descrito por Winter et al (1962). Um volume igual de salina (NaCl 0,9 %) foi
injetado na pata contralateral.



43
O edema foi registrado imediatamente antes e 2 h apds a administracao

da dextrana. O volume do edema, em mililitros (mL), foi registrado conforme o
descrito no item 4.4.1..

4.4.3. Granuloma induzido por “Pellet” de Algodao em Ratos

Ratos, fémeas (150-180 g) foram divididos em grupos de oito animais cada.
Seus dorsos foram depilados no dia anterior ao inicio do experimento. No dia
seguinte os animais foram tratados oralmente com cineol (100, 200 e 400
mg/Kg), indometacina (5 mg/Kg) ou veiculo (10 mL/Kg). Apds 45 min do
tratamento, os animais foram anestesiados com éter e realizada uma incisao
centro longitudinal no dorso, onde foram implantados dois “pellets” de algodéo
estéreis (50 + | mg/cada), um de cada lado da incisdo. O tratamento foi
continuado por 7 dias, uma vez ao dia, ao final dos quais os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical, os “pellets” foram entdo dissecados
juntamente com os granulomas e tomados os pesos Umidos e, posteriormente, 0s

pesos secos, apos a secagem em estufa a 60 °C por 2 horas.

4.4.4. Permeabilidade Capilar induzida por Acido Acético em Camundongos

Camundongos, machos (25-30 g), divididos em grupos de 8 animais cada,
foram tratados oralmente com cineol (100, 200 e 400 mg/Kg), é&cido
acetilsalicilico (250 mg/Kg) ou veiculo (10 mL/Kg) 45 min antes da
administracdo endovenosa de Azul de Evans (25 mg/Kg). Imediatamente apos a
administracdo do Azul de Evans, 0s animais receberam uma injecdo
intraperitoneal de acido acético 0,6 % (10 mL/Kg), sendo sacrificados 20 min
apés a administracdo do acido acético por inalacdo com éter. As cavidades
peritoneais foram abertas e lavadas com agua destilada, sendo o liquido obtido
colocado em frascos com capacidade para 10 mL, previamente preparados com

0,1 mL de solugdo de NaOH 0,1 N, bem como com Ia de vidro para que a sua
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filtracdo fosse realizada. O volume era entdo completado para 10 ml, e a

coloracdo contida na solucdo final foi medida em espectrofotémetro a 590 nm
(Whittle. 1964).

4.5. ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA DO CINEOL

45.1. Teste de Contorcdes Abdominais induzidas por Acido Acético em
Camundongos

Para avaliacdo da atividade antinociceptiva de cineol, utilizamos o teste de
contor¢des abdominais induzidas por &cido acético 0,6 %, segundo o método de
Koster et al (1959). Foram utilizados camundongos, fémeas (25-30 g), divididos
em grupos de 6 animais cada, tratados via oral com cineol (100, 200 e 400
mg/Kg), acido acetilsalicilico (250 mg/Kg) e veiculo (2 % de Tween 80 em &gua
destilada; 10 mL/Kg). Apo6s 45 minutos do tratamento, os animais receberam
uma injecéo intraperitoneal de uma solucdo de acido acético 0,6 % (0,1 mL/10 g
de peso). O namero total de contor¢des foi entdo determinado por um periodo de
20 minutos comecados a contar 10 minutos ap6s a administragdo do &cido
acético. Sendo a contorcdo sendo identificada como uma extensdo das patas

traseiras acompanhada por constriccdo do abdémen.

4.5.2. Teste da Formalina em Camundongos

A nocicepcdo quimica foi induzida segundo o método de Hunskaar & Hole
(1987), onde camundongos, fémeas (25-30 g), divididos em grupos de 8 animais
cada, receberam uma injecdo subplantar de formalina (1 % em salina 0,9 %; 20
pL/animal) na pata posterior direita e 0 tempo gasto, em segundos, pelo animal
lambendo a pata, foi registrado durante os periodos de 0-5 min (primeira fase) e

20-25 min (segunda fase) apds a administragdo da formalina.
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Cineol foi administrado, por via oral, nas doses de 100, 200 e 400 ing/Kg,

45 minutos antes da injecdo da formalina, em um volume de 10 mL/Kg. Os
animais controle receberam igual volume de veiculo (2 % de Tween 80 em agua
destilada).

O papel do sistema opidide sobre a antinocicep¢do de cineol foi
determinado pela administragdo de naloxona (1 mg/Kg, s.c.) 20 minutos antes do
tratamento com cineol (400 mg/Kg, v.0.) ou morfina (7,5 mg/Kg, i.p.).

Um possivel envolvimento da adenosina na nocicep¢do induzida pela
formalina foi determinada pela administracdo de teofilina (10 mg/Kg, i.p.) 30
minutos antes da administracdo de formalina, enquanto para avaliar o
envolvimento da adenosina na antinocicepcdo induzida por cineol, teofilina (10
mg/Kg, i.p.) foi administrada 15 minutos antes do tratamento com cineol (400
mg/Kg, v.0.).

4.5.3. Teste da Placa Quente em Camundongos

O método de Eddy & Leimbach (1953) foi seguido, com pequenas
modificacOes, para verificar a eficacia do cineol contra a nocicepcdo térmica e de
acdo central. Os camundongos, fémeas (25-30 g), foram pré-selecionados pela
passagem individual na placa quente mantida a 51 + 0,5 °C e aqueles que
mostraram tempo de reacdo (saltar ou lamber as patas traseiras) superior a 20
segundos foram descartados. O tempo de reacéo foi registrado antes e 30, 60 e 90
minutos apds a administracdo de cineol (100, 200 e 400 mg/Kg, v.0.), morfina (5
mg/Kg, i.p.) ou veiculo (10 mL/Kg, v.0.) para grupos separados de 8 animais
cada. Um tempo de 45 segundos foi considerado como tempo méximo de reagdo
para prevenir danos nas patas dos animais.

Para avaliar um possivel prolongamento do tempo de analgesia da morfina
pelo cineol, uma baixa dose de morfina (5 mg/Kg, i.p.) foi administrada 15 min

apos a administracdo de cineol (400 mg/Kg, v.0.).
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4.5.4. Tempo de Sono induzido por Pentobarbital em Camundongos

Camundongos, fémeas (25-30 g). foram divididos em grupos de 6 animais
cada, e tratados com veiculo (2 % de Tween 80 em &gua destilada, 10 mL/Kg) ou
cineol (100, 200 e 400 mg/Kg, v.0.) 45 min antes e com clorpromazina (10
mg/Kg, i.m.) 30 min antes da injecdo intraperitoneal de pentobarbital sédio (40
mg/Kg) como agente indutor de sono (Dandiya & Collumbine, 1959). Iniciado o
periodo de sono, os animais foram posicionados em decubito dorsal, em local de
adequada observagdo. Os animais foram observados durante todo o periodo de
sono, sendo este tempo registrado, em minutos, tendo como pardmetro indicativo
de retomo a situacdo de alerta 0 momento no qual o animal alterou sua posicao
de decubito.

O tempo de sono foi calculado para cada animal da seguinte maneira:

Tempo de sono - T] - To

Onde:
To = o tempo registrado no inicio do sono

T] = o tempo no qual o animal despertou

4.5.5. Atividade Motora Espontédnea em Camundongos

A atividade motora espontanea de cineol foi avaliada na tentativa de
verificar uma atividade sedativa/depressora no Sistema Nervoso Central.

A atividade motora dos animais foi verificada por meio de um campo
aberto, circular, com 40 cm de didmetro, sendo a sua base (local onde ocorre a
movimentacdo dos animais) dividida em 3 circulos concéntricos e estes, por sua

vez, em 25 partes aproximadamente iguais.
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Camundongos. fémeas (25-30 @), foram separados em grupos de 6

animais cada e tratados via oral com cineol (400 mg/Kg) ou veiculo (10 ml/Kg).
Apos 45 min os animais foram levados individualmente ao campo aberto durante
um periodo de 4 minutos, baseado no modelo descrito por Capaz et al (1981),
sendo registrada a frequéncia de locomocéo, que é o ato de locomover-se, isto é,
0 ato do animal com o tronco afastado do chdo, por meio de movimentos
coordenados das quatro patas, levanta-se e volta a apoia-las em outro local,
deslocando-se horizontalmente sobre o fundo da arena do campo aberto. A
unidade de medida correspondeu ao numero de divisdes da fundo da arena do
campo aberto nas quais o animal penetrou com suas quatro patas. A frequéncia
de locomocéo foi registrada 60 minutos ap6s a administracdo oral de cineol ou
veiculo.

4.5.6. Temperatura Corporal em Ratos

Ratos, machos (150-180 @), em jejum de solidos de 18 horas, foram
divididos em grupos de 8 animais cada e tratados, via oral, com cineol 100, 200 e
400 mg/Kg ou veiculo.

A temperatura retal (°C) dos animais foi registrada ! h antes do tratamento e
em intervalos de 1 h até completarem 3 h, com um termémetro digital inserido no

reto (3cm).

4.6. ATIVIDADE ANTICONVULSIVANTE DO CINEOL

4.6.1. Convulstes induzidas por Pentilenotetrazol em Camundongos

A atividade anticonvulsivante de cineol foi avaliada frente as convulsdes
induzidas por pentilenotetrazol, segundo o modelo de Rudzik et al (1973).
Camundongos, fémas (25-30 g), divididos em grupos de 6 animais cada, foram

tratados oralmente com veiculo (2 % de Tween 80 em &gua destilada, 10 mL/KQ)
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ou cineol (100, 200 e 400 mg/Kg). Apds 45 minutos do tratamento, 0s animais

receberam uma injecdo intraperitoneal de pentilenotetrazol (80 rng/Kg), sendo
registrado a laténcia (em segundos) para a primeira convulsdo generalizada, 0
nimero de animais que apresentaram convulsdo e o percentual de morte.

Para avaliar uma possivel participacdo da adenosina endogena no efeito
anticonvulsivante de cineol, animais foram pré-tratados com cafeina (50 mg/Kg,
I.p.) 15 min antes da administracdo de cmeol (400 mg/Kg, v.0.).

Para avaliar uma possivel participacdo do receptor do glutamato e do oxido
nitrico no efeito anticonvulsivante de cineol, animais foram pré-tratados com
acido L-glutamico (1000 mg/Kg, i.p.) e 7-nitroindazol (50 mg/Kg, i.p.),
respectivamente, 15 min antes da administracdo de cineol (400 mg/Kg, v.0.).

4.6.2. Convulsdes induzidas por Estricnina em Camundongos

De acordo com o modelo descrito por Soaje-Echaque & Lim (1962), cmeol
foi administrado, oralmente, em camundongos, fémeas (25-30 g, n= 6), na dose
de 400 mg/Kg, 45 min antes da injecdo intraperitoneal de estricnina (2 mg/Kg)
em volume de 10 mL/Kg. Os animais controle receberam igual volume de
veiculo. Os animais foram observados quanto a laténcia, em segundos, para a

primeira convulsdo generalizada e percentual de morte.
4.6.3. Convulsdes induzidas por Pilocarpina em Camundongos

Neste modelo experimental, descrito por Turski et al (1984) , foram
utilizados camundongos, fémeas (25-30 g), divididos em grupos de 6 animais
cada e tratados oralmente com cineol (400 mg/Kg) ou veiculo (10 mL/Kg, v.0.).
Apos 45 min, os animais receberam uma injecdo intraperitoneal de pilocarpina
(400 mg/Kg) e foram observados com relagdo a laténcia, em segundos, para a

primeira convulsdo generalizada e percentual de morte.
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4.6.4. Convulsdes induzidas por Picrotoxina em Camundongos

Neste modelo experimental, descrito por Veliskova et al (1990) , foram
utilizados camundongos, fémeas (25-30 g), divididos em grupos de 6 animais
cada e tratados oralmente com cineol (400 mg/Kg) ou veiculo (10 mL/Kg, v.0.).
Apdbs 45 mm, os animais receberam uma injecdo mtrapentoneal de picrotoxina (6
mg/Kg) e foram observados com relagédo a laténcia, em segundos, para a primeira
convulsdo generalizada e percentual de morte.

4.6.5. Teste de Imobilizacdo da Cauda em Camundongos

Camundongos, fémeas (25-30 g), divididos em grupos de 6 animais cada,
foram tratados oralmente com veiculo ou cineol (100, 200 e 400 mg/Kg). Apos
45 minutos do tratamento, os animais foram fixados, pela cauda, a uma haste
metalica posicionada horizontalmente e localizada a 30 cm do chdo, sendo
registrado o tempo, em segundos, de imobilizagdo do animal durante 5 minutos

de observacéo.

4.6.6. Teste do “Rotarod” em Camundongos

Camundongos, fémeas (25-30 g), foram pré-selecionados pela colocagédo
em um aparelho de “rotarod” de 36 mm de diametro, realizando 4 rotacdes por
minuto (rpm). Os animais que permaneceram no aparelho dentro de 120
segundos foram selecionados e divididos em grupos de 6 animais cada, e tratados
oralmente com veiculo (2 % de Tween 80 em agua destilada, 10 mL/Kg) ou
cineol (100, 200 e 400 mg/Kg). Apbs 45 min da administracdo das drogas, 0s
animais foram recolocados no aparelho de “rotarod” e registrado o tempo, em

segundos, que o animal permaneceu no aparelho (Dunham & Miya, 1957).



QSHOA
4.7. ATIVIDADE ANTIULCERA DO CINEOL
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Para avaliacdo da atividade antitlcera foram utilizados dois modelos
experimentais, nos quais as lesdes foram induzidas por etanol absoluto (Robert et
al, 1979) e pelo antiinflamatorio ndo esteroidal indometacina (Djahanguiri,
1969), simultaneamente um pardmetro complementar a avaliacdo do processo

ulcerativo foi determinado, a concentracdo de muco da mucosa gastrica (Come et
al, 1974).

4.7.1. Lesdo Gastrica induzida por Etanol em Ratos

Ratos, fémeas (150-180 g), mantidos em jejum de solidos por 18 horas
antes do experimento foram tratados, via oral, com veiculo (2 % de Tween 80 em
agua destilada, 10 mL/Kg), cimetidina (100 mg/Kg) ou cineol (25, 50, 100, 200 e
400 mg/Kg). Quarenta e cinco minutos apds os tratamentos, 0s animais
receberam, pela mesma via, etanol absoluto (1 mL/animal) e 30 min depois
foram sacrificados por deslocamento cervical. Os estdbmagos foram abertos pela
grande curvatura, lavados com salina e comprimidos entre dois vidros de relégio
para melhor visualizacdo. A area lesada foi medida por planimetria e expressa em
termos de percentagem da area total do corpo gastrico.

Para avaliar o papel da adenosina na lesdo gastrica induzida por etanol,
animais foram pré-tratados com 8-fenilteofilina (8-PT, 8 mg/Kg, i.p.), N -
ciclopentiladenosina (CPA, | mg/Kg, i.p.) ou 5’-N-etilcarboxamidoadenosina
(NECA, 0,1 mg/Kg, i.p.) 30 min antes da administracdo oral de etanol absoluto
(1 mL/animal). Para avaliar o papel da adenosina no efeito antiulcerogénico de
cineol, 8-fenilteofilina (8 mg/Kg, i.p.) foi administrada 15 min antes do
tratamento com cineol (400 mg/Kg, v.0.).

Para avaliar o papel do Oxido nitrico na lesdo gastrica induzida por etanol,
animais foram pré-tratados com L-NAME (20 mg/Kg, i.p.) 30 min antes da

administracdo de etanol absoluto (1 mL/animal), enquanto para avaliar o papel do



51
Oxido nitrico no efeito antiulcerogénico de cmeol, L-NAME (20 mg/Kg, i.p.)

foi administrado 15 min antes do tratamento com cineol (400 mg/Kg, v.0 ).

4.7.2. Lesdo Gastrica induzida por Indometacina em Ratos

Ratos, fémeas (150-180 g), mantidos em jejum de sélidos por 36 horas
antes do experimento, foram tratados, via oral, com veiculo, cimetidina (100
mg/Kg) ou cineol (100, 200 e 400 mg/Kg). Quarenta e cinco minutos apos 0s
tratamentos, os animais receberam, pela mesma via, indometacina (30 mg/Kg) e
8 horas apds foram sacrificados por deslocamento cervical (Djahanguin, 1969).
Os estdmagos foram retirados, instilados com formalina a 5 % por 15 min,
abertos pela grande curvatura, lavados com salina e inspecionados para
atribuicGes de escores de acordo com Szabo et al, 1985.

4.7.3. Determinacdo do Muco da Mucosa Gastrica em Ratos

O método de determinacdo do muco da mucosa gastrica consiste em
determinar mucopolissacarideos solGveis, utilizando-se Azul de Alcian, um
corante especifico para mucinas acidicas (Come et al, 1974).

Ratos, fémeas (150-180 g), mantidos em jejum de solidos por 18 horas
antes do experimento foram tratados, via oral, com veiculo (2 % de Tween 80 em
agua destilada) ou cineol (50 mg/Kg). Quarenta e cinco minutos apos oS
tratamentos, 0s animais receberam, pela mesma via, etanol absoluto (1
mL/animal) e 30 min depois foram sacrificados por deslocamento cervical. Os
estdmagos foram abertos pela grande curvatura, lavados com salina .

A regido fundica do estdmago foi desprezada e cerca de metade de cada
porcdo glandular foi pesada e transferida para um tubo de ensaio e mantida por 2
h em solucdo de Azul de Alcian a | % em sacarose 0,16 M (preparada em
acetato de sdédio a pH posteriormente ajustado para 5,8 com HC1 0,1 M). Apoés

duas lavagens consecutivas com 5 mL de sacarose 0,25 M (a primeira por 15 min
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e a segunda por 45 min), adicionou-se 5 mL de MgCI2 a 0,5 M, em cada tubo,

para extracdo do muco complexado com o corante. As pecas permaneceram em
contato com a solugdo por 2 h, com agitagdo intermitente, por 20 seg, a cada 30
min. Apds este tempo, as pecas foram desprezadas e a solucdo aquosa resultante
foi agitada com 5 mL de éter etilico e centrifugada a 3000 rpm por 10 min A
absorbancia da fase aquosa foi medida em espectrofotometro a 598 nm. A
concentragdo de Azul de Alcian foi calculada através da equagdo da reta de
regressao, obtida de uma curva de calibragdo com concentragdes crescentes do

corante e expressa em pg de Azul de Alcian/g de tecido glandular.

4.7.4. Avaliagdo da Atividade Antisecretoria Acida Gastrica em Ratos

O estdbmago in situ com ligadura pilérica € um modelo que permite estudar
o efeito de drogas na secrecdo gastrica e nos eventos envolvidos na
gastroprotecdo, como a secrecdo de &cido, pepsinogénio, prostaglandinas e
liberagdo de enzimas plasmaticas, utilizadas atualmente como indice de leséo
celular. Neste método, o conteddo gastrico acumulado, durante 4 horas, &
avaliado em termos de volume secretado e acidez total. Os valores da acidez
total, expressos em pEQ[H ]/h, ndo correspondem sempre ao pH, pois as
proteinas presentes na secrecdo podem tamponar parte da acidez (Visscher et al,
1954).

Ratos, fémeas (150-180 @), em jejum de sdlidos de 18 horas, foram
anestesiados com éter, fixados em decubito dorsal e realizada a tricotomia da
parede abdominal. Através de uma incisdo de 2 cm na regido epigastrica, 0
estdbmago foi localizado e o piloro amarrado. Admmistrou-se o tratamento com
cineol (200 e 400 mg/Kg), cimetidina (100 mg/Kg) ou veiculo, por via
intraduodenal, sendo posteriormente suturada a parede do abddmen e a pele.
Transcorridas quatro horas da cirurgia, os animais foram sacrificados, a cardia foi
amarrada, para evitar perda do material secretado, e removido o estdmago. Os

estdmagos foram lavados extemamente com agua destilada, secados em papel de
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filtro e mantidos em béquer sobre placa de gelo. Os estdmagos foram

seccionados ao longo da grande curvatura e o suco gastrico foi recolhido em
tubos de ensaio imersos em gelo. Os tubos foram centrifugados a 1500 rpm por
30 min.

O sobrenadante do suco gastrico foi transferido para uma proveta e o
volume mensurado. A acidez total foi determinada através de titulacdo com

NaOH 0,1 N, utilizando fenolftaleina 2 % como indicador acido-base.

4.7.5. Esvaziamento Gastrico em Ratos

Ratos, fémeas (150-180 g), mantidos em jejum de so6lidos durante 18 horas,
receberam, por via oral, veiculo, atropina (2 mg/Kg) e cineol (400 mg/Kg). Apds
45 min foi administrado o vermelho de fenol (0,5 mg/Kg, v.0.) e 15 mm depois
os animais foram sacrificados. O piloro e a cardia foram amarrados e removido o0
estbmago. Os estbmagos foram lavados extemamente, abertos ao longo da
grande curvatura e coletado o conteldo gastrico em um bécker. A superficie
interna do estdbmago foi lavada utilizando 7 mL de agua destilada. O volume
obtido foi centrifugado a 1500 rpm por 15 min. Foi adicionado ! mL de NaOH !
M a | mL de sobrenadante e lido a absorbancia em espectrofotdmetro a 560 nm.
Os resultados foram interpolados em uma. curva padrdo de vermelho de fenol

para calcular a concentragdo do corante retido no estdmago (Gupta & Brans,
1978).
4.8. ATIVIDADE ANTISECRETORIA DO CINEOL
4.8.1. Secrecdo Intestinal induzida por Toxina da Colera
O efeito do cineol sobre a secrecdo de fluido intestinal induzida pela toxina

da cdlera foi avaliado segundo o método descrito por Triadafilopoulos et al

(1987), com pequenas modificagoes.
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Ratos, machos (150-180 g), foram anestesiados pela injecdo mtrapentoneal
de pentobarbital sdédico (40 ing/Kg) e realizada uma laparotomia onde
aproximadamente 5 cm de alca intestinal (ileo distai) foi ocluida com o auxilio de
um fio de algodao, sem influénciar a circulacdo. No interior de cada segmento de
alca intestinal ocluido foi injetado 0,2 mL de uma solucdo contendo 10 pg de
toxina da célera em 50 mmol/L de Tris (pH 7,4) (controle toxina) ou 0,2 mL de
50 mmol/L de Tris (pH 7,4) (controle normal), estes animais foram tratados com
veiculo (2 % de Tween 80 em &gua destilada, 10 mL/Kg, v.0.) 45 min antes do
procedimento cirargico. A incisdo abdominal foi entdo suturada e os animais
mantidos a temperatura ambiente. A anestesia foi mantida pela administragéo
subcutanea de pentobarbital sodico (20 mg/Kg) a intervalos de 30 min.

Outros dois grupos foram tratados com cineol (400 mg/Kg, v.0.) ou 8-
fenilteofilina (8 mg/Kg, i.p.) 15 mm antes da administracdo de cineol (400
mg/Kg, v.0.). Apos 45 mm da administracdo de cineol, foi realizada uma
laparotomia onde aproximadamente 5 c¢cm de alca intestinal (ileo distai) foi
ocluida com o auxilio de um fio de algoddo. No interior de cada segmento de alca
intestinal ocluido foi injetado 0,2 mL de uma solucdo contendo 10 pg de toxina
da colera em 50 mmol/L de Tris (pH 7,4). A incisdo abdominal foi entdo
suturada e os animais mantidos a temperatura ambiente. A anestesia foi mantida
pela administragdo subcuténea de pentobarbital sodico (20 mg/Kg) a intervalos
de 30 min.

Apos 4 horas da cirurgia, os ratos foram sacrificados por excesso de éter, e
as alcas intestinais foram gentilmente dissecadas e tomado o peso (miligramas) e
0 comprimento (centimetros). A secrecdo intestinal foi tomada como a relagéo

entre 0 peso e o comprimento da alga mtestinal (mg/cm).
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4.9. EFEITO DO CINEOL NA TOXICIDADE INDUZIDA POR D-
GALACTOSAMINA/LIPOPOLISSACARIDEO EM
CAMUNDONGOS

Na avaliagdo da atividade de cineol sobre a toxicidade induzida por
Galactosamina (GalN)/Lipopolissacarideo (LPS), em camundongons, realizamos
trés séries de experimentos.

Na primeira série de experimentos, camundongos, machos (25-30 g), em
jejum de solidos de 18 horas, divididos em grupos de 10 animais cada, foram
tratados com cineol (100, 200 e 400 mg/Kg, v.0.), dexametasona (1 mg/Kg, s.c.)
ou veiculo (2 % de Tween 80 em agua destilada. 10 mL/Kg, v.0.) 1 h antes, com
excegdo da dexametasona que foi administrada 2 h antes, da administragéo
intraperitoneal de uma solucdo de D-galactosamma (GalN, 700 mg/Kg) e
Lipopolissacarideo (LPS, 5 pg/Kg) que foram dissolvidos em solucdo salina
normal e administrados conjuntamente (GalN/LPS) em um volume de 0,5
mL/animal.

Apos 24 horas do tratamento com GalN/LPS foi registrado o nimero de
animais mortos em cada grupo e determinado o percentual de protecdo contia a
morte.

Na segunda série de experimentos, camundongos, machos (25-30 g), em
jejum de sélidos de 18 horas, divididos em grupos de 10 animais cada, foram
tratados com veiculo (2 % de Tween 80 em agua destilada, 10 mL/Kg, v.0.) e
cineol (400 mg/Kg, v.0.) 1 h antes da administracdo de GalN/LPS. Para avaliar o
papel do déxido nitrico na toxicidade de GalN/LPS animais foram tratados com
inibidores da ¢xido nitrico sintase constitutiva (L-NAME, 20 mg/Kg, i.p.) e
induzida (aminoguanidina, 100 mg/Kg, s.c.) 30 min antes da administracdo de
GalN/LPS. Para avaliar o papel do oxido nitrico no efeito protetor de cineol,
animais foram tratados com L-arginina (600 mg/Kg, s.c.), substrato da sintese de

oxido nitrico, e nitroprussiato de sddio (0,5 mg/Kg, s.c.), doador de éxido nitrico,
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15 min antes da administracdo de cineol (400 mg/Kg, v.0.) e apés | h da

administracdo de cineol os animais foram tratados com GalN/LPS.

Apos 24 horas do tratamento com GalN/LPS foi registrado o nimero de
animais mortos em cada grupo e determinado o percentual de protecdo contra a
morte.

Na terceira série de experimentos, paia avaliar os niveis de transaminases
séricas, dosagem de malonaldeido e exame histolégico hepatico, camundongos,
machos (25-30 g), em jejum de sélidos de 18 horas, divididos em grupos de 10
animais cada, foram tratados com veiculo (10 mL/Kg, v.0.), dexametasona (1
mg/Kg, s.c.) ou cineol (400 mg/Kg, v.0.) | h antes, com exce¢cdo da
dexametasona que foi administrada 2 h antes, da administragéo intraperitoneal de
GalN/LPS.

Ap6s 2 horas da administragdo de GalN/LPS, os animais foram
anestesiados com éter e coletado o sangue, livre de anticoagulante, através do
plexo sino-orbital. O sangue foi centrifugado a 3000 rpm para separacéo do soro,
0 qual foi utilizado para a determinagdo das enzimas alanina aminotransferase
(ALT) e aspartato aminotransferase (AST) através de um analisador bioquimico
semi-automatico (Bayer, modelo RA-XT), utilizando-se “Kits” bioquimicos para
cada enzima.

Apos 4 horas do tratamento com GalN/LPS, os animais foram sacrificados,
seus figados retirados, pesados e tomou-se 200 mg para determinacdo do
malonaldeido, sendo o restante do 6rgdo fixado em formalina neutra 10 9%,
incluido em parafina, realizadas se¢cGes em microtomo e corado com
hematoxilina-eosina. As alteracGes histopatoldgicas foram examinadas em
microscépio 6tico, por um especialista, sem conhecimento prévio do tratamento
dos grupos.

Para dosagem do malonaldeido, duzentos miligramas de figado foram
tomados e homogeneizados em 2 mL de cloreto de potassio 0,15 M (homogenato
a 10%). Duzentos e cingquenta microlitros do homogeneizado foi colocado em

tubo de ensaio, adicionados 2 mL de uma mistura de cloroférmio e metanol (2:1)
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e agitado por um minuto, a este foram adicionados 1,25 mL de agua destilada e

centrifugado a 2000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi desprezado e 250
pL do centrifugado foi colocado em tubo de ensaio, adicionados 1,5 mL de acido
fosférico | % e 500 pL de solucéo de acido tiobarbitinco 0,6 %. Esta mistura foi
fervida em banho-maria, durante 45 minutos, a seguir resfriada em agua corrente,
adicionados 2 mL de n-butanol, agitada por | mmuto e centrifugada a 1200 rpm
por 15 minutos. A fase butandlica (sobrenadante) foi tomada para leitura em
espectrofotdbmetro a 520 e 535 nm. A diferenca das absorbancias obtidas foi
utilizada para calcular o malonaldeido, baseada no coeficiente de extincdo molar
de 13,700 M/cm, e os resultados expressos como pmoles de malonaldeido por

grama de tecido (Uchiyama & Mihara, 1978).

4.10. EFEITO DO CINEOL NA REPRODUCAO

Os ensaios realizados com a finalidade de detectar uma interferéncia de
cineol com a fertilidade de animais experimentais, seguiram a metodologia
descrita por Khanna & Chaudhury (1970) e foram eles: efeito sobre o ciclo estral
e efeito na gravidez em ratos.

4.10.1. Efeito sobre o Ciclo Estral

Ratos, fémeas (150-180 g), divididos em trés grupos de 6 animais cada e
escolhidos com base na existéncia de 2 ciclos estrais consecutivos normais,
foram tratados oralmente, diariamente, com veiculo (2 % de Tween 80 em agua
destilada, 10 mL/Kg) ou cineol (200 e 400 mg/Kg) durante um periodo de 10
dias, examinando-se simultaneamente a fase do ciclo estral na qual os animais se
encontravam, através da colheita da secrecdo vaginal e observacdo da citologia a

microscopia optica. Apds o periodo de tratamento, as fémeas continuaram a ser
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examinadas por mais 10 dias, com o intuito de observai- a persisténcia ou nao
do efeito do cmeol.

4.10.2. Efeito na Gravidez

Apbs o acasalamento de ratos machos, comprovadamente férteis, com
fémeas de ciclo regular, na fase pro-estro do ciclo estral, a existéncia de gravidez
era detectada através da presenca de espermatozoOides no esffegaco vaginal
(esperma positivo) e considerado o 12 dia da gravidez. Os animais, com gravidez
comprovada, foram separados, ao acaso, nos grupos experimentais e controle. O
grupo experimental foi tratado com cineol (200 e 400 mg/Kg, v.0.) € 0 grupo
controle com veiculo (2 % de Tween 80 em &gua destilada; 10 mL/Kg, v.0.),
sendo estes divididos em dois grupos de tratamento, do 12 ao 72 dia e do 82 ao 15
2 dia da gestacdo. Para cada grupo foi determinado o indice de gravidez, que
correspondeu a proporgdo de gravidez entre fémeas com esperma positivo. Os
animais foram sacrificados no 202 dia da gravidez sendo quantificado o nimero
de fetos vivos e mortos e Seus pesos, assim como a presenca de sinais

macroscopicos de teratogenicidade.

4.11. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como a media + erro padrdo da media
(E.P.M.). Para comparacdo mdaltipla dos dados paramétricos foi utilizada a
andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Student Newman Keul e para
os dados ndo paramétricos foi empregado o teste de Kruskall-Wallis seguido do
teste de Dunnett.

Para comparagdo de valores de letalidade (ensaio de atividade
anticonvulsivante) foi utilizado o teste do Qui-quadrado. A significancia minima

foi aceita ao nivel de p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. TOXICIDADE AGUDA DO CINEOL

A Dose Letal para 50 % dos animais (DL50) de cineol administrado por via
oral, é de 3,85 + 0,33 g/Kg.
Cineol nas doses de 1, 2, e 3 g/Kg, v.0., produziu leve sedacdo e nas doses

de 4 e 5 g/Kg, v.0., observou-se alta sedacdo, depressao respiratoria, analgesia e
coma.

52. ATIVIDADE PRO-INFLAMATORIA DO CINEOL

5.2.1. Edema de Pata induzido por Cineol em Ratos

A Figura 2 demonstra que a injecdo subplantar de cineol nas doses de 10,
15 e 20 pL/pata produz um edema dose dependente.

A dose de 10 pL/pata de cineol produz um edema cujo pico se da 30 min
apos a administracdo do mesmo, sendo praticamente inexistente na 24- hora.
Enquanto nas doses de 15 e 20 pL/pata 0 pico do edema se d& na 2- hora e este
edema permanece até a 24- hora.

O edema de pata induzido pelo Composto 48/80 (10 pg/pata) desenvolve-se
rapidamente, com um pico na l& hora, diminuindo gradualmente entre a 2- e 55
hora, tomando-se praticamente ausente na 24" hora.

A anélise histologica das patas controle (salina) demonstrou epiderme sem
alteracdes, discreto edema na derme e presenca de mastocitos com discreta
degranulacdo (Figura 3a). As patas tratadas com cineol (20 pL) demonstraram

epiderme com é&reas de atrofia, edema moderado na derme e intenso exudato
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inflamatério, predominantemente composto por polimorfonucleares. Presenca

frequente de mastécitos, pnncipalmente no conjuntivo do perimisio, com
moderado a acentuado grau de degranulagdo (Figura 3b).

O edema de pata produzido por cmeol (20 gl/pata) ndo foi estatisticamente
diferente daquele produzido pelo Composto 48/80 (10 gg/pata) até a 50 hora.
Contudo, o edema induzido por cmeol (15 e 20 glL/pata) na 24- hora foi

estatisticamente maior (p < 0,01) que o produzido pelo Composto 48/80.

5.2.2. Caracterizacdo Farmacologica do Edema de Pata induzido por Cineol
em Ratos

5.2.2.1. Efeito do Composto 48/80 e Capsaicina

A Figura 4 mostra que o tratamento sistémico dos animais com Composto
48/80 foi capaz de inibir de forma significativa (p < 0,001), em todos os periodos
de observacédo, o0 edema de pata induzido por cineol (20 gL/pata).

O pré-tratamento dos animais com capsaicina (2 x 50 mg/Kg, s.c.) ndo
alterou, em nenhum periodo de observacdo, o edema de pata induzido pela

administracdo subplantar de cineol (20 gL/pata) (Figura 4)
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FIGURA 2 - Edema de pata induzido por cineol e composto
48/80. Cineol (10, 15 e 20 pL/pata) e composto 48/80 (10
pg/pata) foram administrados por via subplantar, na pata posteior
esquerda de ratos. Um volume igual de salina foi injetado na pata
contralateral. Cada ponto representa a média = E.P.M. para 6
ammais. p<0,01; P<0,001 comparado ao Composto 48/80
(ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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FIGURA 3 - Microfotografias He jpatas He ratos. Pata tratada
com salina 20 [iL (A) e cineol 20 jiL (B) (HE, 400x).
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FIGURA 4 - Efeito do composto 48/80 e capsaicina sobre o
edema de pata induzido por cineol em ratos. O composto
48/80 (6 x 0,6 mg/Kg e 2 x 1,2 mg/Kg, i.p.) foi administrado
diariamente, duas vezes ao dia, durante 4 dias consecutivos.
Capsaicina (50 mg/Kg, s.c.) foi administrada, uma vez ao dia,
durante dois dias consecutivos. Os animais controle receberam
veiculo (10 mL/Kg). O edema foi induzido pela injecdo
subplantar de cineol (20 p.L/pata), na pata posterior esquerda.
Um volume igual de salina foi injetado na pata contralateral.
Cada ponto representa a media £ E.P.M. para 6 animais. p <
0,001 comparado ao veiculo (ANOVA e Teste de Student
Newman Keul).
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S.2.2.2. Efeito de Antagonistas de Mediadores Lipidicos

O pré-tratamento dos animais com as drogas antiinflamatorias néo
esteroidais, fenilbutazona (200 mg/Kg, v.0.) e indometacina (2 mg/Kg, v.0.) ndo
afetaram significativamente a fase inicial (30 min e 1 h) do edema de pata
induzido por cineol (20 pL/pata), contudo foram capazes de reduzir o edema da

2- a 24s hora, de forma significativa (p < 0,05), sendo o efeito mais pronunciado
na 3& hora (Figura 5).

Acido nordihidroguirético (75 mg/Kg, i.p.), um inibidor de lipoxigenase, e
WEB 2170 (10 mg/Kg, i.p.), um antagonista do PAF, ndo afetaram
significativamente o edema de pata induzido por cineol (20 pL/pata) (Figura 5).

Dexametasona (0,5 mg/Kg, v.0.), um antiinflamatorio esteroidal e
antialérgico, falhou em reduzir a fase inicial (30 min e | h) do edema, mas
demonstrou significativa (p < 0,05) inibicdo na 2~ hora, assim como nos
subsequientes periodos de observacdo do edema de pata induzido por cineol (20
pL/pata) (Figura 5).
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FIGURA 5 - Efeito de antagonistas de mediadores lipidicos
sobre 0 edema de pata induzido por cineol em ratos. Veiculo
(10 ml/Kg, v.0.), fenilbutazona (200 mg/Kg, v.0.), indometacina
(2 mg/Kg, v.0.) foram administrados 45 min antes,
dexametasona (0,5 mg/Kg, v.0.) foi administrada 2 h antes e
acido nordihidroguirético (75 mg/Kg, i.p., NDGA) e WEB 2170
(10 mg/Kg, i.p.) 30 min antes da injecdo subplantar de cineol (20
pL/pata), na pata posterior esquerda de ratos. Um volume igual
de salina foi injetado na pata contralateral. Cada ponto representa
a média £ E.P.M. para 6 animais. p < 0,05 comparado ao
veiculo (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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5.2.2.3. Efeito de Antihistaminicos, Antiserotoninérgicos e Estabilizadores de
Membrana de Mastécitos

A Figura 6 mostra que difenidramina (5 mg/Kg, v.0.), antihistaminico,
metisergida (1 mg/Kg, v.0), antagonista de receptor 5-HT, e ciproeptadina (5
mg/Kg, Vv.0.) antagonista de receptor histaminico e de 5-HT, reduziram
significativamente o edeipa de pata induzido por cineol (20 pL/pata). A inibigc&o
do edema provocada por esses agentes foi significativa (p < 0,001) a 30 min, 1 e
2 h. Contudo, uma inibicdo significativa também foi observada com
difenidramina na 3- e 4- hora (p < 0,01), com metisergida na 3a hora (p < 0,05) e
com ciproeptadina da 3a a 5a hora (p < 0,01). Estes agentes ndo foram capazes de
inibir o edema na 24a hora.

Cetotifeno (1 mg/Kg, v.0.), estabilizador de membrana de mastocitos,
reduziu de forma significativa, em todos os periodos de observacdo, com exce¢do
da 24a hora, o edema induzido pela administracdo subplantar de cineol (20
pL/pata) (Figura 6).

Cromoglicato de sodio (75 mg/Kg, i.p.), estabilizador de membrana de
mastocitos, reduziu de forma significativa o edema induzido por cineol (20
pL/pata), nos periodos de 30 min, 1, 2, e 3 h, ndo alterando de forma significativa

a resposta edematogénica nos periodos de 4, 5 e 24 h (Figura 6).
5.2.2.4.Efeito de Antagonista do TNF-a
A Figura 7 mostra que o pre-tratamento dos animais com talidomida (15

mg/Kg, v.0.) reduziu de forma significativa, em todos os periodos de observagao,

0 edema de pata induzido pela administracdo subplantar de cineol (20 pL/pata).
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FIGURA 6 - Efeito de antihistaminicos, antiserotoninérgicos e
estabilizadores de membrana de mastocitos sobre o edema de
pata induzido por cineol em ratos. Veiculo (10 mL/Kg, v.0),
difenidramina (5 mg/Kg, v.0.), metisergida (1 mg/Kg, v.0.),
ciproeptadina (5 mg/Kg, v.0.) e cetotifeno (1 mg/Kg, v.0.) foram
administrados 45 min antes, cromoglicato de sddio (75 mg/Kg, i.p.)
foi administrado 30 min antes da inje¢do subplantar de cineol (20
pL/pata), na pata posterior esquerda de ratos. Um volume igual de
salina foi injetado na pata contralateral. Cada ponto representa a
média = E.P.M. para 6 animais. *p <0,05; * p <0,01; ** p < 0,001
comparado ao veiculo (ANOVA e Teste de Student Newman
Keul).
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FIGURA 7 - Efeito de antagonista do TNF-a sobre o edema
de pata induzido por cineol em ratos. Veiculo (10 mL/Kg,
v.0.) e talidomida (15 mg/Kg, v.0.) foram administrados 45 min
antes da injecdo subplantar de cineol (20 plL/pata), na pata
posterior esquerda de ratos. Um volume igual de salina foi
injetado na pata contralateral. Cada ponto representa a média +
E.P.M. para 6 animais, p <0,05; p <0,01; p < 0,001
comparado ao veiculo (ANOVA e Teste de Student Newman
Keul).
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5.2.2.5. Efeito de Antagonistas e Agonistas da Adenosina

O pré-tratamento dos animais com 8-fenilteofilina (8 mg/Kg, i.p.), um
antagonista de receptor A] e A2, ndo alterou significativamente o edema de pata
induzido pela administracdo subplantar de cineol (20 pL/pata) (Figura 8).

Contudo, 5’-N-etilcarboxiadenosina (0,1 mg/Kg, i.p., NECA), agonista ndo
seletivo de receptores A] e A2 reduziu significativamente o edema de pata
induzido por cineol (20 pL/pata) nos periodos de 30 min a 4- hora, ndo alterando

0 edema na 5S e 24- hora (Figura 8).

5.2.2.6. Efeito de Cineol Sistémico

A Figura 9 mostra que o tratameno sistémico com cineol, ndo alterou, em

nenhum periodo de observacdo, o edema de pata induzido por cineol.

5.2.3. Efeito de Cineol sobre a Degranulacdo de Mastdcitos Peritoneais in
vitro

As Figuras 10 e 11 mostram o aumento significativo do percentual de
mastocitos degranulados apés incubagdo com cineol e composto 48/80.

O percentual de células degranuladas no controle (veiculo) foi de 13 + 3 %.

Cineol nas concentracfes de 0,56; 1,67 e 5,58 mM induziu a degranulacdo
de mastocitos na ordem de 61 * 4; 94 + 2 e 87 = 6 %, respectivamente,
demonstrando um aumento significativo (p < 0,001) na degranulacdo quando
comparado ao controle.

Composto 48/80 induziu 87 £ 7; 96 £ 1 e 97 £ 2 % de degranulacéo, nas

concentracdes de 0,05; 0,16 e 0,48 pM, respectivamente, também demonstrando
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um aumento significativo (p < 0,001) na degranulagdo quando comparado ao
controle.

NECA (3,24 pM) reduziu de forma significativa (p < 0,01) o percentual de
degranulacdo promovido por cineol (14 + 4 %) quando comparado a cineol (1,67

mM) sozinho (94 £ 2 %).
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FIGURA 8 - Efeito de 8-fenilteofilina e NECA sobre o edema
de pata induzido por cineol em ratos. Veiculo (10 mL/Kg,
i.p.),  8-fenilteofilina (8 mg/Kg, ip.) ou 5-N-
etilcarboxamidoadenosina (0,1 mg/Kg, 1i.p., NECA) foram
administrados 30 min antes da injecdo subplantar de cineol (20
p,L/pata), na pata posterior esquerda de ratos. Um volume igual
de salina foi injetado na pata contralateral. Cada ponto representa
a media + E.P.M. para 6 animais. *p < 0,05; *p <0,01; ** p <
0,001 comparado ao veiculo (ANOVA e Teste de Student
Newman Keul).
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FIGURA 9 - Efeito de cineol sisttmico sobre o edema de
pata induzido por cineol em ratos. Veiculo (2 % de
Tween 80 em agua destilada) e cineol (400 mg/Kg) foram
administrados, por via oral, duas vezes ao dia, durante 4
dias consecutivos. Apos 5-6 h do dltimo tratamento os
animais receberam uma injecdo subplantar de cineol (20
p.L/pata), na pata posterior esquerda de ratos. Um volume
igual de salina foi injetado na pata contralateral. Cada
ponto representa a média = E.P.M. para 6 animais.
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CINEOL

FIGURA 10 - Efeito de cineol e composto 48/80 sobre a
degranulacdo de mastdcitos peritoneais in vitro. Os valores
representam a media £ E.P.M. do percentual de mastdcitos
degranulados. Veiculo (controle, CONT), cineol (0,56; 1,67 e 5,58
mM), composto 48/80 (0,05; 0,16 e 0,48 pM) ou NECA (1
pg/mL) + cineol (1,67 mM) foram incubados com mesentério por
30 minutos. Foram contados, em cinco campos aleatérios, para
cada concentracdo, o percentual de mastdcitos degranulados. * p <
0,01; p <0,001 comparado ao controle veiculo (Kruskal-Wallis
e Teste de Dunnett).



FUCTJRA 11 - Mciroffffii©grafas fc mesemtérneso Mesentério
incubado com veiculo (A), composto 48/80 0,48 pM (B) e cineol
1,67 mM (C) (HE, 400x).
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53. ATIVIDADE PRO-NOCICEPTIVA DO CINEOL

5.3.1. Resposta Nociceptiva Local de Cineol e Composto 48/80 em
Camundongos

A Figura 12a mostra que cmeol nas concentracdes de 10, 20 e 40 pL/pata
promove nocicepcdo, evidenciada pelo ato do animal lamber a pata, durante o
periodo de observacdo. O tempo gasto pelo animal lambendo a pata foi de 89,14
+ 28,90 seg, 148,75 + 9,05 seg e 100,86 + 24,42 seg para as concentragdes de 10,
20 e 40 pL/pata.

O Composto 48/80 nas concentracfes de 2,5; 5 e 10 pg/pata também evoca
uma resposta nociceptiva, evidenciada pelo ato do animal lamber a pata, durante
0 periodo de observacdo (Figura 12b). O tempo gasto pelo animal lambendo a
pata foi de 7,25 + 4,40 seg, 59,50 £ 7,92 seg e 46,12 + 10,34 seg para as doses de
2,5; 5 e 10 pg/pata.

5.3.2. Caracterizagdo Farmacologica da Nocicepcdo Local induzida por

Cineol em Camundongos

Para a caracterizacdo farmacol6gica da nocicepcdo local induzida por
cineol, utilizamos a dose de 20 pL/pata, que foi a dose que produziu uma

resposta nociceptiva maxima.

5.3.2.1. Efeito do Composto 48/80

A Figura 13 demonstra que o pré-tratamento dos animais com Composto
48/80, para depletar os estoques de histamina e 5-HT dos mastocitos, nao
modificou a resposta nociceptiva evocada por cineol nas concentracdes de 10, 20
e 40 pL/pata, que foi de 102,40 + 27,30; 149,23 + 20,69 e 52,80 + 21,61 seg,
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respectivamente, quando comparada aos animais controle que foi de 89,14 +

28,90; 148,75 + 9,05 e 100,86 + 24,42 seg, respectivamente.

Contudo o pre-tratamento dos animais com Composto 48/80 reduziu a
resposta nociceptiva evocada por Composto 48/80 nas doses de 2,5; 5 e 10
pg/pata, que foi de 4,00 £ 2,02; 3,17 = 1,35 e 13,80 £ 3,48 seg, respectivamente
quando comparada a animais controle que foi de 7,25 + 4,40; 59,50 + 7,92 e
46,12 + 10,34 seg, respectivamente. A reducéo foi significativa (p < 0,05) para as

doses de 5 e 10 pg/pata.

53.2.2. Efeito da Capsaicina

O pré-tratamento dos animais com capsaicina (2 x 50 mg/Kg, s.c.) ndo
bloqueou a atividade nociceptiva de cineol (20 pL/pata) que foi de 122,14 +

19,70 seg quando comparado a animais controle que foi de 148,75 + 9,05 seg

5.3.23. Efeito de Antihistaminicos, Antiserotoninérgicos e Estabilizadores de

Membrana de Mastoécitos

A Figura 14 mostra que o pré-tratamento dos animais com difenidramina
(5 mg/Kg, v.0.), metisergida (1 mg/Kg, v.0.) e ciproeptadina (5 mg/Kg, v.0.)
reduziram a nocicepg¢éo induzida por cineol (20 pL/pata) de um valor de 148,75
+ 9,05 seg (controle) para 44,00 = 15,93; 92,91 + 20,47 e 1550 = 8,92seqg,
respectivamente. Esta reducdo foi significativa (p < 0,05) apenas para
difenidramina e ciproeptadina.

O pré-tratamento dos animais com cetotifeno (1 mg/Kg, v.0.) ou
cromoglicato de sddio (75 mg/Kg, i.p.) ndo alterou a resposta nociceptiva
evocada por cineol (20 pL/pata) que foi de 144,00 + 30,72 e 166,33 % 26,07 seg,

respectivamente, quando comparada ao controle (148,75 + 9,05 seg).
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Cineol (uL)

Composto 48/80 (ug)

FIGURA 12 - Resposta nociceptiva local de cineol e
composto 48/80 em camundongos. Os valores representam a
média + E.P.M. do tempo gasto pelo animal lambendo a pata
(seg), durante 20 min, apds a administracdo de cineol (a) (10, 20
e 40 p.L/pata) ou Composto 48/80 (b) (2,5; 5 e 10 p.g/pata).

Foram utilizados grupos de 8 animais cada.
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FIGURA 13 - Efeito do composto 48/80 sobre a nocicepgao
local de cineol e composto 48/80 em camundongos. O
Composto 48/80 (6 x 0,6 mg/Kg e 2 x 1,2 mg/Kg, i.p.) foi
administrado, duas vezes ao dia, durante quatro dias
consecutivos. Os valores representam a média =+ E.P.M. do
tempo gasto pelo animal lambendo a pata (seg), durante 20 min,
ap6s a administracdo de cineol (a) (10, 20 e 40 pL/pata) ou
Composto 48/80 (b) (2,5; 5 e 10 pg/pata). Foram utilizados
grupos de 8 animais cada, p < 0,05 comparado ao controle
(ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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FIGURA 14 - Efeito de antihistaminicos,
antiserotoninérgicos e estabilizadores de membrana de
mastécitos sobre a nocicep¢do local de cineol em
camundongos. Veiculo (10 mL/Kg, controle, CONT),
difenidramina (5 mg/Kg, v.o., DIF), metisergida (1 mg/Kg, v.o.,
MET), ciproeptadina (5 mg/Kg, v.o., CIPRO) e cetotifeno (1
mg/Kg, v.o., CETQO) foram administrados 45 min antes e
cromoglicato de sodio (75 mg/Kg, i.p., CROMO) 30 min antes
da administracdo subplantar de cineol (20 pL/pata). Foram
utilizados grupos de 8 animais cada. * p < 0,05 comparado ao
controle (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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5.3.2.4.Efeito de Analgésico Opidide, Antagonista da Oxido Nitrico Sintase
Neuronal e Antagonista de Receptor N-Metil-D-Aspartato (NMDA)

Morfina (10 mg/Kg, i.p.), analgésico opioide, e cetamma (25 mg/Kg, i.p.),
antagonista ndo competitivo do receptor NMDA, reduziram de forma
sigimficativa, a resposta nociceptiva induzida pela administracdo subplantar de
cineol (20 pL/pata) que foi de 1,25 + 0,52 e 20,50 + 5,28 seg, respectivamente,
sendo o controle de 148,75 + 9,05 seg (Figura 15).

Contudo, 7-nitroindazol (50 mg/Kg, i.p.), antagonista da ¢xido nitrico
sintase neuronal, ndo reduziu de forma significativa (85,68 = 16,47 seg) a

resposta nociceptiva de cmeol (148,75 £ 9,05 seg) (Figura 15).

5.3.2.5.Efeito de Antagonistas e Agonistas da Adenosina

O antagonista ndo seletivo de receptores da adenosina, cafeina (20 mg/Kg,
I.p.) e 0 antagonista de receptores Aj e A2 8-fenilteofilina (8 mg/Kg, i.p.)
aumentaram o tempo de nocicepgdo promovido pela administracdo de cineol (20
pL/pata) de um valor de 148,75 = 9,05 seg (controle) para 266,50 = 13,37 e
176,93 £ 19,59 seg respectivamente. Sendo este aumento significativo (p < 0,05)
apenas para a cafeina (Figura 16).

Em contraste, CPA (0,3 mg/Kg, i.p.) agonista seletivo de receptores A,, e
NECA (0,01 mg/Kg, i.p.), agonista ndo seletivo de receptores A] e A2, assim
como nifedipina (10 mg/Kg, v.0.) inibiram de forma significativa (p < 0,05) a
resposta nociceptiva promovida por cineol (20 pL/pata). Os valores foram de
44,73 + 10,18 seg (CPA), 28,00 + 11,76 seg (NECA), 899 + 3,48 Seg
(nifedipina) e 148,75 + 9,05 seg (controle) (Figura 16).



Tempo gasto lambendo a pata (seg)/20 min

FIGURA 15 - Efeito de morfina, 7-nitroindazol e cetamina sobre
a nocicepcdo local de cineol em camundongos. Veiculo (10
mL/Kg, controle, CONT), morfina (10 mg/Kg, i.p., MORF), 7-
nitroindazol (50 mg/Kg, i.p.) e cetamina (25 mg/Kg, s.c., CETA)
foram administrados 30 min antes da administragdo subplantar de
cineol (20 pL/pata). Foram utilizados grupos de 8 animais cada, p
< 0,01 comparado ao controle (ANOVA e Teste de Student Newman
Keul).
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FIGURA 16 - Efeito de antagonistas e agonistas da adenosina
sobre a nocicepc¢do local de cineol em camundongos. Veiculo (10
mL/Kg, controle, CONT), cafeina (20 mg/Kg, i.p., CAF), 8-
fenilteofilina (8 mg/Kg, i.p., 8-PT), Né-ciclopentiladenosina (0,3
mg/Kg, i.p.,CPA) e 5’-N-etilcarboxamidoadenosina (0,01 mg/Kg, i.p.,
NECA) foram administrados 30 min antes e nifedipina (10 mg/Kg,
v.0., NIF) foi administrada 45 min antes da administragédo subplantar
de cineol (20 pL/pata). Foram utilizados grupos de 8 animais cada, p
< 0,05; p < 0,01 comparado ao controle (ANOVA e Teste de
Student Newman Keul).

83



84

5.4. ATIVIDADE ANTIINFLAMATORIA DO CINEOL

5.4.1. Efeito do Cineol sobre o Edema de Pata induzido por Carragenina em
Ratos

A Tabela 1 e Figura 17 mostram o efeito antiedematogémco da
administracdo oral de cineol sobre o edema de pata induzido por carragenina em
ratos. Cineol nas doses de 100, 200 e 400 mg/Kg, v.0., reduziu o volume do
edema de 0,72 £ 0,03 mL (controle) para 0,55 + 0,08; 0,55 £+ 0,04 e 0,39 £ 0,07
mL respectivamente, mostrando um efeito antiedematogénico significante (p <
0.01) na dose de 400 mg/Kag.

Indometacina (5 mg/Kg, v.0.), um antiinflamatério padrdo, reduziu
significativamente (p < 0,01) o edema induzido pela carragenina de um valor
controle de 0,72 + 0,03 mL para 0,27 + 0,04 mL.

Teofilina (10 mg/Kg, i.p.), um antagonista ndo seletivo de receptores da
adenosina, ndo antagonizou o efeito antiedematogénico de cineol (400 mg/Kg)
observado pelo volume do edema de 0,41 £+ 0,08 mL quando comparado a cineol
sozinho (0,39 = 0,07 mL).

5.4.2. Efeito do Cineol sobre o Edema de Pata induzido por Dextrana em

Ratos

A Tabela 2 mostra o efeito da administracdo oral de cineol no edema de
pata induzido por dextrana em ratos.

O volume do edema (mL) para os animais tratados com cineol nas doses de
100, 200 e 400 mg/Kg foi de 0,56 + 0,03; 0,61 = 0,04 e 0,63 = 0,03 mL
respectivamente, enquanto para o controle foi de 0,55 = 0,05 mL. Demonstrando
que cineol ndo alterou o edema de pata induzido por dextrana quando comparado

ao controle.
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Contudo, ciproeptadina (10 mg/Kg, v.0.), droga antihistaminica e

antiserotoninérgica, reduziu de forma significativa (p < 0,01) o volume do edema
de 0.55 £ 0,05 mL (controle) para 0,23 = 0,04 mL.

5.4.3. Efeito do Cineol sobre o Granuloma induzido por “Pellet” de Algodao
em Ratos

A média de peso dos granulomas formados, apds 7 dias da implantacéo, foi
de 1232,94 + 46,85 mg (peso Umido) e 711,38 = 39,24 mg (peso seco) para 0
controle (veiculo). O tratamento dos animais com cineol 400 mg/Kg, v.o.,
resultou em diminuicdo significativa (p < 0,001) do peso Uumido (772,38 £ 72,90
mg) e peso seco (394,25 + 43,33 mg) dos “pellets” quando comparado ao
controle. A dose de 200 mg/Kg, v.o., de cineol apenas foi capaz de reduzir de
forma significativa (p < 0,001) o peso seco (395,60 + 26,06 mg) quando
comparado ao controle (711,38 + 39,24 mg) (Tabela 3 e Figura 18).

Indometacina (5 mg/Kg, v.0.) foi capaz de reduzir significativamente (p <
0,001) o peso umido (918,67 + 63,16 mg) e seco (322,00 £ 29,58 mg) dos

“pellets”de algoddo quando comparado ao controle (Tabela 3 e Figura 18).
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TABELA 1 - Efeito do cineol e indometacina no edema de pata induzido por

carragenina em ratos.

Grupo Dose Volume do Edema (mL) % de Inibicao
(mg/Kag) na 3- hora

Controle (veiculo) 0,72 £ 0,03

Cineol
100, v.o. 0,55 + 0,08 26
200, v.o. 0,55 +£0,04 26
400, v.o. 0,39 + 0,07** 46

Teofilina 10, i.p.

+ + 0,41 +0,08** 43
Cineol 400, v.o.
Indometacina 5, v.0. 0,27 % 0,04*** 62

Os valores representam a média = E.P.M. do volume do edema (mL) apds 3 h da
administracdo da carragenina. Veiculo (controle), cineol e indometacina foram
administrados 45 min antes da injecdo subplantar de carragenina | % (0,1
mL/pata). Teoftlina foi administrada 15 min antes da administragédo de cineol.
Foram utilizados grupos de 6 animais cada. * p < 0,01, ** p < 0,001 comparado
ao controle (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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FIGURA 17 - Efeito da administracdo oral de cineol sobre o
edema de pata induzido por carragenina em ratos. Cineol (100,
200 e 400 mg/Kg, v.0.), indometacina (5 mg/Kg, v.o., INDO) e
veiculo (controle) foram administrados 45 min antes da injecdo
subplantar de carragenina 1 % (0,1 mL/pata). Teofilina (10 mg/Kg,
I.p., TEOFjo) foi administrada 15 min antes da administracdo de
cineol (400 mg/Kg, v.0.). Os valores representam a média £ E.P.M.
do volume do edema (mL) 3 horas apés a administracdo de
carragenina. Foram utilizados 6 animais por grupo. * p <0,01; ** p
< 0,001 comparado ao controle (ANOVA e Teste de Student
Newman Keul).
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TABELA 2 - Efeito do cineol e ciproeptadina no edema de pata induzido por

dextrana em ratos.

Grupo Dose Volume do Edema (mL)
(mg/Kg, v.0.) na 2~ hora
Controle (veiculo) - 0,55 + 0,05
Cineol
100 0,56 = 0,03
200 0,61 +0,04
400 0,63 £0,03

Ciproeptadina

*%

10 0,23 + 0,04

Os valores representam a média + E.P.M. do volume do edema (mL) apds 2 h da
administracdo da dextrana. Veiculo (controle), cineol e ciproeptadina foram
administrados 45 min antes da injecdo subplantar de dextrana 15 % (0,1
mL/pata). Foram utilizados grupos de 6 animais cada, p < 0,01 comparado ao
controle (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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TABELA 3 - Efeito do cmeol e indometacina no granuloma induzido por “pellet”
de algoddo em ratos.

Grupo Dose Peso dos Granulomas (mg)
(mg/Kg, v.0.) Umido Seco
Controle (veiculo) - 1232,94 +46,85 711,38 £39,24
Cineol
100 1246,00 = 100,52 781,00 £79,19
200 1322,70 £71,61 395,60 + 26,06***
400 772,38 £ 72,90*** 394,25 +£43,33***

Indometacina

5 918,67 £63,16*** 322,00 £ 29,58***

Os valores representam a média £ E.P.M. do peso (mg) dos granulomas apos 7
dias do implante dos “pellets”de algoddo (50 = | mg/cada). Veiculo (controle),
cineol e indometacina foram administrados, uma vez ao dia, durante todo o
periodo do experimento (7 dias). O peso Umido dos granulomas foi verificado
imediatamente ap0s a remocdo e 0 peso seco apos 24 h de secagem em estufa a 60
°C. Foram utilizados grupos de oito animais cada. ** p < 0,001 comparado ao
controle (ANOVA e Teste de Student Newman Keuls).



Peso dos Granulomas (mg)

FIGURA 18 - Efeito da administracdo oral do cineol no
granuloma induzido por “pellet” de algoddo em ratos. Cineol
(100, 200 e 400 mg/Kg, v.0.), indometacina (5 mg/Kg, v.o.,
INDO) e veiculo (10 mL/Kg, v.0., CONT) foram administrados
diariamente, uma vez ao dia, durante 7 dias apds a implantagéo
de “pellets” de algoddo (50 + 1 mg/cada) no dorso dos animais.
O peso umido dos granulomas foi tomado imediatamente apds a
remocéo (7 2 dia) e 0 peso seco apos 2 h de secagem em estufa a
60 C. Foram utilizados 8 animais por grupo. p < 0,001
comparado ao controle (ANOVA e Teste de Student Newman
Keul).
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5.4.4. Efeito do Cineol sobre o aumento da Permeabilidade Capilar
induzida por Acido Acético em Camundongos

Os grupos de animais tratados com cineol nas doses de 100, 200 e 400
mg/Kg, v.0., apresentaram extravasamento do corante de 9,85 + 1,90; 5,88 + 0,50
e 5,60 = 0,60 pg de Azul de Evans, respectivamente, enquanto que 0 grupo
controle e aquele tratado com a droga padrdo utilizada, acido acetilsalicilico (250
mg/Kg, v.0.), apresentaram intensidade de coloracdo de 9,08 + 0,80 e 5,47 + 0,40
pg de Azul de Evans, respectivamente.

Cineol nas doses de 200 e 400 mg/Kg, v.o., apresentou atividade
semelhante ao acido acetilsalicilico, uma vez que apresentou percentagens de
inibicdo da permeabilidade capilar de 35 e 38 %, respectivamente, enquanto que

0 acido acetilsalicilico inibiu a permeabilidade capilar em 39 % (Tabela 4 e
Figura 19).
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TABELA 4 - Efeito do cineol e indometacina no aumento da permeabilidade

capilar induzida por acido acético em camundongos.

Grupo Dose Concentracgao de % de
(mg/Kg, v.0.)  Azul de Evans (pg) Inibig&o

Controle (veiculo) 9,08 + 0,80

Cineol
100 9,85+ 1,90 0
200 5,88 +0,50** 35
400 5,60 + 0,60** 38

Acido Acetilsalicilico
250 5,47 + 0,40** 39

Os valores representam a media = E.P.M. da concentracdo de azul de Evans (pg)
no lavado peritoneal 20 min apds a administracdo intraperitoneal de &cido acético
0,6 % (10 mL/Kg). Veiculo (controle), cineol e acido acetilsalicilico foram
administrados 45 min antes da injecdo de acido acético 0,6 %. Foram utilizados
grupos de 6 animais cada, p < 0,01 comparado ao controle (ANOVA e Teste

de Student Newman Keul).



Concentracdo de Azul de Evans (ug)

FIGURA 19 - Efeito da administracdo oral de cineol sobre o
aumento da permeabilidade capilar induzida por acido acético
em camundongos. Cineol (100, 200 e 400 mg/Kg, v.0.), &cido
acetilsalicilico (250 mg/Kg, v.o., AAS) e veiculo (controle, CONT)
foram administrados 45 min antes da injecdo intraperitoneal de
acido acetico 0,6 % (10 mL/Kg). Os valores representam a média +
E.P.M. da concentracdo de Azul de Evans no lavado peritoneal.
Foram utilizados 6 animais por grupo. p < 0,01 comparado ao
controle (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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5.5. ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA DO CINEOL

5.5.1. Efeito do Cineol na Nocicepcdo induzida por Acido acético em
Camundongos

Cineol nas doses de 100, 200 e 400 mg/Kg, administrado por via oral,
reduziu de forma significativa (p < 0,01) o nimero médio de contorcdes
abdominais para 31,50 £ 5,99; 28,62 + 3,44 e 36,50 = 6,21 contor¢6es/20 mm
respectivamente, em relagcdo ao grupo controle (60,62 + 8,37 contor¢des/20 min),
correspondendo a uma inibicdo de 48, 53 e 40 % respectivamente, porém esta
inibicdo ndo foi dose dependente. O &cido acetilsalicilico (250 mg/Kg, v.0.),
droga padrdo de referéncia, promoveu uma reducdo de 69 % no nUmero de
contorgOes abdominais. (Tabela 5 e Figura 20)

55.2. Efeito do Cineol na Nocicepcdo induzida por Formalina em
Camundongos

Cineol na dose de 400 mg/Kg (v.0.) promoveu uma reducdo significativa (p
< 0,01) do tempo de reacdo, tempo em que o animal permaneceu lambendo a
pata na primeira (0-5 min) e segunda (20-25 min) fase do teste. Na primeira fase,
0 tempo de reacdo do grupo controle (68,00 £ 10,80 seg) foi reduzido para 14,28
15,03 seg correspondendo a uma inibicdo de 79 %, e na segunda fase o tempo de
reacdo do mesmo (43,67 + 4,91 seg) foi reduzido para 0 seg, correspondendo a
uma inibicdo de 100 %. A dose de 200 mg/Kg reduziu significativamente (p <
0,05) os tempos de reacdo na primeira e segunda fase do teste, onde o valor do
grupo controle (43,67 + 4,91 seg) foi reduzido para 34,00 + 4,08 e 1,50 + 1,31
seg, respectivamente, correspondendo a uma inibicdo de 50 e 97 %,
respectivamente (Tabela 6 e Figura 21).

Morfina (7,5 mg/Kg, i.p.), um analgésico opidide, exibiu uma potente

inibicdo de 94 % na primeira fase e de 95 % da segunda fase do teste. A
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naloxona (1 mg/Kg, s.c.), um antagonista opioide, significativamente (p <

0,01) inibiu o efeito da morfina nas duas fases do teste. Contudo, a naloxona (1
mg/Kg, s.c.) ndo foi capaz de reverter a antinocicepc¢do induzida por cineol (400
mg/Kg, v.0.) observada tanto na primeira fase (26,76 6,19 seg) quanto na
segunda fase (0 seg) quando comparado a cineol sozinho (14,28 + 5,03 seg (la
Fase) e 0 seg (2a Fase)) (Tabela 6 e Figura 21).

Teofilina (10 mg/Kg, i.p.), um antagonista da adenosina, mostrou uma
aumento significativo (p < 0,05) de 29 % na primeira fase (75,66 + 5,41 seg) e de
143 % na segunda fase (35,00 £ 11,45 seg) quando comparado ao controle (58,80
+ 8,80 seg (1 Fase) e 14,38 + 5,93 seg (2 Fase)). (Tabela 7 e Figura 22)

Contudo, teofilina (10 mg/Kg, i.p.) reverteu a antinocicepg¢do induzida por
cineol (400 mg/Kg, v.0.) apenas na primeira fase do teste (40,12 + 4,54 seq)
quando comparado a cineol sozinho (12,35 + 4,10 seg). Na segunda fase do teste,

teofilina (0 seg) néo foi capaz de reverter a antinocicepc¢éo de cineol (0 seg).

5.5.3. Efeito do Cineol na Nocicepcdo induzida pela Placa Quente em
Camundongos

Cineol (100, 200 e 400 mg/Kg, v.0.) ndo foi capaz de prolongar o tempo de
reacdo a placa quente (51 + 0,1 °C) quando comparado ao grupo controle
(Tabela 8 e Figura 23).

Morfina (5 mg/Kg, i.p.), um analgésico opioide, prolongou de forma
significativa (p < 0,01) o tempo de reacdo, no tempo de 30 min, de 24,01 + 3,53
seg (controle) para 35,92 + 3,35 seg

A associacdo de morfina (5 mg/Kg, i.p.) e cineol (400 mg/Kg, v.0.)
prolongou de forma significativa (p< 0,01) a analgesia da morfina, nos tempos de
60 e 90 min, para valores de 38,14 + 3,22 e 41,96 £ 1,92 seg, respectivamente,
quando comparado a morfina sozinha (26,81 % 2,30 seg (t = 60 min) e 21,94 +

1,75 seg (t = 90 min)) (Tabela 8 e Figura 24)
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TABELA 5 - Efeito do cineol e acido acetilsalicilico no teste de contor¢des

abdominais induzidas por &cido acético em camundongos.

Grupo Dose N2 de Contorg6es/20 min % de
(mg/Kg, v.0.) Inibicao
Controle (veiculo) - 60,62 + 8,37
Cineol
100 31,50 +5,99** 43
200 28,62 + 344** 53
400 36,50 +6,21** 40

Acido Acetilsalicilico

250 18,59 £3,20*** 69

Os valores representam a média + E.P.M. do nimero de contor¢des abdominais
exibidas pelos animais durante 20 min, comecados a contar 10 min apés a
injecdo do acido acético 0,6 % (0,1 mL/IOg). Veiculo (controle), cineol e &cido
acetilsalicilico foram administrados 45 min antes da injecao in}*raperitoneai *de

acido acético 0,6 %. Foram utilizados grupos de 6 animais cada, p<0,01, p
< 0,001 comparado ao controle (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).



FIGURA 20 - Efeito da administracdo oral de cineol sobre as
contorcdes abdominais induzidas por acido acético em
camundongos. Veiculo (10 mL/Kg, controle, CONT), cineol
(100, 200 e 400 mg/Kg, v.0.), acido acetilsalicilico (250 mg/Kg,
v.0., AAS) e foram administrados 45 min antes da injecdo
intraperitoneal de acido acético 0,6 % (0,1 mL/10 g). Os valores
representam a meédia + E.P.M. do numero de contorgdes
abdominais durante 20 min, registrados a partir de 10 min apos a
injecdo de acido acético. Foram utilizados 6 animais por grupo. ’
p < 0,01; p < 0,001 comparado ao controle (ANOVA e Teste
de Student Newman Keul).
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1ABELA 6 - Efeito do cineol no teste da formalina em camundongos.

Grupo Dose Tempo (seq) % de Inibicéo
(mg/KQg) la Fase 2- Fase 1- Fase 2* Fase
Controle (veiculo) - 68,00 £ 10,80 43,67 +4,91
Cineol 100, v.0. 66,86 +7,50 21,14 + 11,09 3 45
200, v.0. 34,00 +4,08a 1,50 + 1,314 50 97
400, v.0. 14,28 +5,031 Oa 79 100
Morfina 7,5, v.0. 423+3328 2,06+ 2,064 94 95
Naloxona 1,0, s.c.
+ + 67,74 = 14,65 50,35 +6,76h
Morfina 7,5, 1.p.
Naloxona 1,0, s.c.
+ + 26,75 £ 6,1% Oa 39 0
Cineol 400, v.o.

Os valores representam a média + E.P.M., do tempo gasto pelo animal lambendo a
pata, registrado no periodo de 0-5 min (la Fase) e 20-25 min (2a Fase), apds a
injecdo subplantar de formalina 1 % (20 pl/animal). Veiculo (controle) e cineol
foram administrados 45 min e morfina 30 min, antes da injecdo subplantar de
formalina. A naloxona foi administrada 15 min antes do tratamento com morfina
ou cineol. Foram utilizados grupos de 8 animais cada. ap < 0,05 comparado ao
controle, bp < 0,01 comparado a morfina (ANOVA e Teste de Student Newman
Keul).



Tempo gasto lambendo a pata (seg)

O la. Fase
+ +
MORF CIN

FIGURA 21 - Efeito do cineol no teste da formalina em
camundongos. Veiculo (10 mL/Kg, controle, CONT) e cineol
(100, 200 e 400 mg/Kg, v.0.) foram administrados 45 min e
morfina (7,5 mg/Kg, i.p., MORF) 30 min antes da injegéo
subplantar de formalina. Naloxona (1 mg/Kg, s.c., NAL) foi
administrada 15 min antes do tratamento com morfina (7,5
mg/Kg, i.p., MORF) ou cineol (400 mg/Kg, v.0., CIN). Os
valores representam a média + E.P.M. do tempo gasto pelo
animal lambendo a pata, registrado no periodo de 0-5 min (1®
Fase) e 20-25 min (2~ Fase), apds a injecdo subplantar de
formalina 1 % (20 pL/animal). Foram utilizados 8 animais por
grupo. a p < 0,05 comparado ao controle;h p < 0,01 comparado a
morfina (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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TABELA 7 - Efeito do cineol e teofilina no teste da formalina em camundongos.

Grupo Dose Tempo (seQ) % Inibicéo(-)/
Aumento (+)
(mg/KQg) 1- Fase 2- Fase 1~ Fase 2a Fase
Controle - 58,80 +8,80 14,38 +5,93
(veiculo)
Cineol 400, v.0. 12,35 +4,104 0a -79 - 100
Teofilina 10, ip. 75,66 +5,41a 3500+ 11,45  +29 + 143
Teofilina 10, i.p.
+ + 40,12 £ 4,54 ¢ 0ab - 32 - 100
Cineol 400, v.o.

Os valores representam a média = E.P.M. do tempo gasto pelo animal lambendo
a pata, registrado no periodo de 0-5 min (la Fase) e 20-25 min (2a Fase), apds a
injecdo subplantar de formalina 1 % (20 pL/animal). Veiculo (controle) e cineol
e foram administrados 45 min antes da injecdo de formalina. A teofilina foi
administrada 30 min antes da formalina e 15 min antes do tratamento com cineol.
Foram utilizados grupos de 8 animais cada. ap < 0,05 comparado ao controle, bp

< 0,05 comparado a teofilina,c p < 0,05 comparado a cineol (ANOVA e Teste de
Student Newman Keul).



Tempo gasto lambendo a pata (seg)
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FIGURA 22 - Efeito do cineol e teofilina no teste da formalina
em camundongos. Veiculo (10 mL/Kg, controle, CONT) e cineol
(100, 200 e 400 mg/Kg, v.0.) foram administrados 45 min e
teofilina (10 mg/Kg, i.p.) 30 min antes da injecdo subplantar de
formalina. Teofilina (10 mg/Kg, s.c.) foi administrada 15 min antes
do tratamento com cineol (400 mg/Kg, v.0.). Os valores
representam a media £ E.P.M. do tempo gasto pelo animal
lambendo a pata, registrado no periodo de 0-5 min (1- Fase) e 20-25
min (2~ Fase), apds a injecdo subplantar de formalina 1 % (20
pL/animal). Foram utilizados 8 animais por grupo. a p < 0,05
comparado ao controle; b p < 0,05 comparado a teofilina;c p < 0,05
comparado ao cineol (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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TABELA 8 - Efeito do cineol e morfina no teste da placa quente em camundongos.

Grupo

Controle

(veiculo)

Cineol

Morfina

Cineol
+

Morfina

Dose
(mg/Kg)

100, v.o.
200, v.o.
400, v.o.

t=0

18,25 +0,80

17,71 +0,99
17,80 +0,93
18,85 +0,68

18,77 £1,39

20,81 +0,96

Tempo de Reagéo (seg)
t=30 t =60 t=90

24,01 3,53 21,43+ 149 2533 £3,24

25,88 £3,57 21,83+ 175 2513 £2,60
23,72 0,81 2496 +2,41 31,35+ 140
1937+ 189 2512+ 155 26,65 +4,09

35,92 £3,35 26,81 +2,30 21,94 + 1,75

42,63 £ 1,98 38,143,223 41,96 = 1,924

Os valores representam a média + E.P.M. do tempo de reacdo (em segundos), que

consiste no tempo decorrido desde a colocacdo do animal na placa quente (51 £ 0,5

°C) até 0 momento em que este saltar ou lamber as patas traseiras, registrados antes

(t=0)e 30, 60 e 90 min (t = 30, t = 60, t = 90) apos o tratamento com as drogas.

Cineol foi administrado 15 min antes da morfina. Foram utilizados grupos de 8

animais cada. a p < 0,01 comparado ao controle, bp < 0,01 comparado a morfina
(ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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CONT CINEOL MORFINA

FIGURA 23 - Efeito do cineol e morfina no teste da placa
guente em camundongos. Os valores representam a média +
E.P.M. do tempo de reagdo (em segundos), que consiste no tempo
decorrido desde a colocacdo do animal na placa quente (51 +0,5
°C) até 0 momento em que este saltar ou lamber as patas traseiras,
registrados antes (t = 0) e 30, 60 e 90 min (t = 30, t = 60, t = 90)
apos o tratamento com as drogas. Veiculo (10 mL/Kg, controle,
CONT) e cineol (100, 200 e 400 mg/Kg) foram administrados por
via oral, enquanto morfina (5 mg/Kg) por via intraperitoneal.
Foram utilizados grupos de 8 animais cada. *p < 0,01
comparado ao controle (ANOVA e Teste de Student Newman
Keul).



+
MORFINA

FIGURA 24 - Efeito do cineol sobre a antinocicep¢do da
morfina no teste da placa quente em camundongos. Os
valores representam a média = E.P.M. do tempo de reacdo (em
segundos), que consiste no tempo decorrido desde a colocacdo
do animal na placa quente (51 £ 0,5 °C) até 0 momento em que
este saltar ou lamber as patas traseiras, registrados antes (t = 0)
e 30, 60 e 90 min (t =30, t =60, t = 90) apds o tratamento com
as drogas. Veiculo (10 mL/Kg, controle, CONT) e cineol (400
mg/Kg) foram administrados por via oral, enquanto morfina (5
mg/Kg) por via intraperitoneal. Cineol (400 mg/Kg, v.o.) foi
administrado 15 min antes da morfina (5 mg/Kg, i.p.). Foram
utilizados grupos de 8 animais cada. a p < 0,01 comparado ao
controle (veiculo) e bp < 0,01 comparado a morfina (ANOVA e
Teste de Student Newman Keul).
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5.5.4. Efeito do Cineol no Tempo de Sono induzido por Pentobarbital em

Camundongos

A administracdo oral de cineol, nas doses de 100, 200 e 400 mg/Kg,
prolongou o tempo de sono de 17, 33 £ 1,06 min (controle) para 35,85 + 12,34;
60,57 + 11,78 e 116,93 * 18,15 min, respectivamente, mostrando uma
potencializagdo significativa (p < 0,05) nas doses de 200 e 400 mg/Kg.
Clorpromazina (10 mg/Kg, i.m.) aumentou significativamente (p < 0,001) o

tempo de sono para 171,17 = 17,58 min quando comparado ao controle (Tabela 9
e Figura 25).

5.5.5. Efeito do Cineol na Atividade Motora Espontanea em Camundongos

A Tabela 10 mostra o efeito de cineol sobre a frequéncia de locomocédo, em
camundongos, no campo aberto.

Em relacdo aos animais controle (41,33 + 2,50), uma significativa
diminuicéo (p < 0,05) na frequéncia de locomocéo foi observada nos animais que

receberam 400 mg/Kg, v.o0., de cineol (21,00 * 3,63).

5.5.6. Efeito de Cineol na Temperatura Corporal de Ratos

A Tabela 11 mostra que os animais tratados oralmente com veiculo (10
mL/Kg) ou cineol, nas doses de 100, 200 e 400 mg/Kg, ndo apresentaram
alteracdo significativa da temperatura corporea apos 1, 2 ou 3 h do tratamento,
quando comparado ao controle (0 h).



106

TABELA 9 - Efeito de cineol e clorpromazina no tempo de sono induzido por

pentobarbital em camundongos

Grupo Dose Tempo de sono (min)
(mg/Kg)

Controle (veiculo) 17,33 + 1,06

Cmeol
100, v.o. 35,85 + 12,34
200, v.o. 60,57 £ 11,78*
400, v.o. 116,93 * 18,15**

Clorpromazina

*kk

10, i.m. 171,17 + 17,58

Os valores representam a média = E.P.M. do tempo gasto pelo animal dormindo,
que foi registrado (min) desde o momento do inicio do sono até o retomo a
situacdo de alerta. Veiculo (controle) e cineol foram administrados 45 min e
clorpromazina 30 min antes da injecdo de pentobarbital (40 mg/Kg, i.p.). Foram
utilizados grupos de 6 animais cada, p < 0,05, p < 0,01; p < 0,001

comparado ao controle (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).



Tempo de sono (min)

FIGURA 25 - Efeito do cineol e clorpromazina sobre o tempo
de sono induzido por pentobarbital em camundongos.
Veiculo (controle, CONT) e cineol (100, 200 e 400 mg/Kg, v.0.)
foram administrados 45 min e clorpromazina (10 mg/Kg, v.o.,
CPM) foi administrada 30 min antes da injecdo intraperitoneal
de pentobarbital (40 mg/Kg). Foram utilizados grupos de 6
animais cada, p <0,05, p<0,01;, P<0,001 comparado ao
controle (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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TABELA 10 - Efeito do cineol na frequéncia de locomogdo em camundongos.

Grupo Dose Frequéncia de Locomogédo/4 min
(mg/Kg, v.0.)

Controle (veiculo) 41,33 +2,50

Cineol 400 mg/Kg 21,00 £3,63*

Os animais (6 por grupo) foram tratados com veiculo (10 mL/Kg, v.o.,controle)
ou cineol (400 mg/Kg, v.0.) 60 min antes do inicio do teste. Os dados
representam a média + E.P.M. da frequéncia de locomocdo, que consiste do ato
do animal penetrar com as quatro patas em uma das divises da arena do campo
aberto, durante um periodo de 4 min. * p < 0,05 comparado ao controle (ANOVA

e Teste de Student Newman Keul).



TABELA 11 - Efeito do cineol sobre a temperatura corporal de ratos.

Grupo Dose
(mg/Kg, v.0.)
Controle
(veiculo)
Cmeol
100
200
400

Oh

37731 +0,16

37,59 +0,14
38,37 +0,14
38,27 +0,18

Lh

37,17 +0,09

37,66 +0,08
38,73 +0,09
38,82 +0,11

Temperatura Corporea (°C)

2h

37,67 0,08

37,89 +0,13
38,66 +0,09
38,62 +0,12
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3h

37,58 +0,10

37,86 +0,06
38,62 +0,08
38,40 +0,13

Os valores representam a meédia = E.P.M. da temperatura corpérea (°C), que foi

registrada através de um termoémetro digital inserido no reto (3 c¢cm), nos tempos 0 h

(antes do tratamento) e 1, 2 e 3 h (apds o tratamento com as drogas). Veiculo e Cineol

foram administrados logo apds a medida da temperatura no tempo 0 h. Foram

utilizados 8 animais por grupo.
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5.6. ATIVIDADE ANTICONVULSIVANTE DO CINEOL

5.6.1. Efeito do Cineol sobre as Convulsdes induzidas por Pentilenotetrazol
em Camundongos

A atividade anticonvulsivante de cineol frente as convulsfes produzidas por

pentilenotetrazol, em camundongos, encontra-se representada na Tabela 12 e
Figura 26.

O tratamento oral dos animais com cineol (200 e 400 mg/Kg, v.0.)
prolongou o tempo de laténcia para a primeira convulsdo generalizada para
168,83 £ 39,51 e 134,00 = 14,00 seg, respectivamente, em relacdo ao controle
(118,17 £ 15,38 seg), porém este aumento ndo significativo. A dose de 400
mg/Kg de cineol ofereceu completa prote¢do conda a morte.

O pre-tratamento dos animais com cafeina (50 mg/Kg, i.p.), &cido L-
glutdmico (1000 mg/Kg, i.p.) ou 7-nitroindazol (50 mg/Kg, i.p.) néo reverteu o
efeito protetor de cineol (400 mg/Kg, v.0.) contra a letalidade induzida por
pentilenotetrazol.

5.6.2. Efeito do Cineol sobre as Convulsdes induzidas por Estricnina em

Camundongos

Cineol na dose 400 mg/Kg, administrado por via oral, produziu uma
laténcia para a 1 convulsdo generalizada de 168,67 + 17,77 seg O respectivo
tempo para o grupo controle foi de 159,17 + 13,19 seg O grupo controle mostrou

percentagem de morte de 83 %, enquanto cineol de 100 %, ndo demonstrando
protecdo contra a morte dos animais (Tabela 13).

5.6.3. Efeito do Cineol sobre as Convulsdes induzidas por Pilocarpina em

Camundongos
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Cineol na dose de 400 mg/Kg, administrado por via oral, produziu uma

laténcia para a la convulsdo generalizada de 501,25 + 45,63 seg O respectivo
tempo para o grupo controle foi de 556.67 + 23,18 seg O grupo controle mostrou

percentagem de morte de 83 %, enquanto cmeol de 100 %, ndo demonstrando

protecdo contra a morte dos animais (Tabela 14).

5.6.4. Efeito do Cineol sobre as Convulsdes induzidas por Picrotoxina em

Camundongos

Cineol na dose de 400 mg/Kg, administrado por via oral, produziu uma
laténcia para a la convulsédo generalizada de 365,16 + 24,24 seg O respectivo
tempo para o grupo controle foi de 669,83 + 53,23 seg O grupo controle e cineol
mostraram percentagem de morte de 100 %, ndo demonstrando protecdo pelo
cmeol contra a morte dos animais (Tabela 15).

5.6.5. Efeito de Cineol no Teste de Imobilizacdo da Cauda em Camundongos

Cineol nas dose de 100, 200 e 400 mg/Kg, administrado por via oral,
prolongou o tempo de imobilizacdo para 128,83 + 15,21; 177,17 + 1031 e
186.67 + 14,42 seqg, respectivamente, quando comparado ao controle (117,00 £

8,39 seg). O efeito de cineol foi significativo (p< 0,01) para as doses de 200 e
400 mg/Kg (Tabela 16 e Figura 27 ).

5.6.6 . Efeito do Cineol no Teste de “Rotarod” em Camundongos

Cineol nas doses de 100, 200 e 400 mg/Kg, administrado por via oral,
mostrou tempo de permanéncia no aparelho de 60,83 + 17,86; 61,83 + 19,48 e
61.67 + 13,45 seg, respectivamente. O tempo para o grupo controle foi de 59,00
+ 19,84 seg. Cineol ndo prolongou de forma significativa o tempo de

permanéncia dos animais no aparelho de “rotarod”.



TABELA 12 - Efeito de cineol nas convulsdes induzidas por pentilenotetrazol em

Grupo

Controle
(Veiculo)

Cineol

Cafeina
+

Cineol

Ac. L-glutamico
+

Cineol

7-nitroindazol
+

Cineol

camundongos.
Dose Laténcia
(mg/Kg) 1 convulsdo (seg)

100, v.o.
200, v.o.
400, v.o.

50, i.p

400, v.o.
1000, i.p.

400, v.o.

50, i.p.

400, v.o.

118,17 + 15,38

100,00 + 6,30
168,83 +39,51
134,00 + 14,00

225,50 = 70,48

321,29 +88,61**

249,16 +28,00

N" de animais
¢/ convulsdo

12/12

06/06
05/06
02/06

04/06

06/06

06/06

Letalidade

12/12

06/06
05/06
0/06*

0/06*

05/06

06/06

% Protecéo
da morte

17
100

100

17

Os valores representam a média = E.P.M. da laténcia (em segundos) para a 1~ convulsdo

generalizada. Cineol e veiculo (controle) foram administrados 45 min antes da injecao

de pentilenotetrazol (80 mg/Kg, i.p.). Cafeina, acido L-glutdmico e 7-nitroindazol foram

administrados 15 min antes do tratamento com cineol. Foram utilizados grupos de 6
animais cada. * p < 0,01 comparado ao controle (ANOVA e Teste de Student Newman

Keul), * p < 0,05 comparado ao controle (Teste do Qui-quadrado).



Laténcia para a la. Convulsdo (seg)

113

+ + +

CINEOL CINEOL CINEOL

FIGURA 26 - Efeito do cineol nas convulsdes induzidas por
pentilenotetrazol em camundongos. Os valores representam a média
+ E.P.M. da laténcia, em segundos, para a 1- convulsdo generalizada.
Cineol (100, 200 e 400 mg/Kg, v.0.) e veiculo (controle, CONT)
foram administrados 45 min antes da inje¢céo de pentilenotetrazol (80
mg/Kg, i.p.). Os animais receberam intraperitonealmente cafeina (50
mg/Kg, CAF), é&cido L-glutdmico (1000 mg/Kg, L-GLUT) e 7-
nitroindazol (50 mg/Kg, 7-NITRO) 15 min antes do tratamento com
cineol (400 mg/Kg, v.0.). Foram utilizados grupos de 6 animais cada.

p < 0,01 comparado ao controle veiculo (ANOVA e Teste de
Student Newman Keul).
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TABELA 13 - Efeito do cineol nas convulsdes induzidas por estncnina em

camundongos.
Grupo Dose Laténcia Letalidade % de % Protegéo
(mg/Kg) 1~ convulsao (seg) morte da morte
Controle - 159,17 + 13,19 05/06 83 17
(Veiculo)
Cineol
400, v.o. 168,67 + 17,77 06/06 100 0

Os valores representam a média £ E.P.M. da laténcia (em segundos) para a 1~
convulsdo generalizada. Cineol e veiculo (controle) foram administrados 45 min
antes da injecdo de estricnina (2 mg/Kg, i.p.). Foram utilizados grupos de 6
animais cada.
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TABELA 14 - Efeito do cineol nas convulsdes induzidas por pilocarpina em

camundongos.
Grupo Dose Laténcia Letalidade % de % Protecéo
(mg/Kg)  1- convulsao (seg) morte  da morte
Controle - 556,67 £23,18 05/06 83 17
(Veiculo)
Cineol
400, v.o. 501,25 +45,63 06/06 100 0

Os valores representam a média = E.P.M. da laténcia (em segundos) paia a 1°
convulséo generalizada. Cineol e veiculo (controle) foram administrados 45 min

antes da injecdo de pilocarpina (400 mg/Kg, i.p.). Foram utilizados grupos de 6
animais cada.
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TABELA 15 - Efeito do cineol nas convulsdes induzidas por picrotoxina em

camundongos.
Grupo Dose Laténcia Letalidade % de % Protecdo
(mg/Kg) 1 convulsao (seg) morte  da morte
Controle - 669,83 + 53,23 06/06 100 0
(Veiculo)
Cineol
400, v.o. 365,16 +24,24 06/06 100 0

Os valores representam a média = E.P.M. da laténcia (em segundos) para a I~
convulsdo generalizada. Cineol e veiculo (controle) foram administrados 45 min

antes da injecdo de picrotoxina (6 mg/Kg, i.p.). Foram utilizados grupos de 6
animais cada.



TABELA 16 - Efeito do cineoi no tempo de imobilizacdo no teste de suspensao

da cauda em camundongos.

Grupo Dose (mg/Kg, v.0.)  Tempo de Imobilizacdo (seg)/5 min
Controle 117,00 £8,39
(Veiculo)
Cineol
100 128,83 £ 15,21
200 177,17 + 10,31**
400 186,67 + 14,42**

Os valores representam a média = E.P.M. do tempo de imobilizacdo (em
segundos). Cineol e veiculo (controle) foram administrados 45 min antes do
inicio do experimento. Foram utilizados grupos de 6 animais cada. p < 0,01
comparado ao controle (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).



Tempo de Imobilizacéo (seg)/5 min

CONT CINEOL

FIGURA 27 - Efeito do cineol no tempo de imobilizagdo
no teste de suspencdo da cauda em camundongos. Os
valores representam a média + E.P.M. do tempo de
imobilizacdo, em segundos, durante 5 minutos de observacéo.
Veiculo (controle, CONT) e cineol (100, 200 e 400 mg/Kg,
v.0.) e veiculo (controle, CONT) foram administrados 45 min
antes do inicio do experimento. Foram utilizados grupos de 6
animais cada. p < 0,01 comparado ao controle veiculo
(ANOVA e Teste de Student Newman Keul).

118



5.7. ATIVIDADE ANTIULCERA DO CINEOL

5.7.1. Efeito do Cineol sobre a Lesdo Gastrica induzida por Etanol em Ratos

Os resultados referentes ao efeito do tratamento com cmeol e cimetidina
sobre as lesdes gastricas induzidas por etanol absoluto, em ratos, podem ser
visualizados na Tabela 17 e Figura 28.

A analise macroscopica dos estdbmagos mostra intensa area de hemorragia
no grupo que recebeu veiculo (Figura 29 A) e a protecdo gastrica, com auséncia
de hemorragia, no grupo que recebeu cineol 400 mg/Kg (Figura 29 B).

Cineol (50, 100, 200 e 400 mg/Kg, v.0.) reduziu de forma significativa (p<
0,01) e dose dependente o percentual de area ulcerada (3,80 + 0,65; 1,72 + 0,65;
1,33 + 0,82 e 0,65 = 3,36 %, respectivamente) quando comparado ao controle
(16,05 = 3,36 %), correspondendo a uma inibicdo de 76,89, 92 e 96 %,
respectivamente.

A cimetidina (100 mg/Kg, v.0.) ndo foi capaz de inibir de forma
significativa o percentual de area ulcerada (14,15 + 4,55 %) induzido pela
administragéo oral de etanol absoluto, com uma inibic&o de apenas 12 %, quando
comparado ao controle (16,05 + 3,36 %).

O pré-tratamento dos animais com 8-fenilteofilina (8-PT, 8 mg/Kg, i.p.) e
NECA (0,1 mg/Kg, i.p.) ndo alterou a resposta ulcerogénica do etanol, cujo
percentual de area ulcerada foi de 12,86 + 3,71 e 18,30 = 3,11 %, quando
comparado ao controle (16,05 £ 3,36 %). CPA (1 mg/Kg, i.p.) potencializou, de
forma significativa (p < 0,001), a acdo ulcerogénica do etanol. O pré-tratamento
dos animais com 8-fenilteofilina (8-PT, 8 mg/Kg, i.p.) ndo alterou a resposta

antiulcerogénica de cineol (400 mg/Kg, v.0.), cujo percentual de area ulcerada foi
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de 1.54 + 1,28 %, quando comparado a cineol (400 mg/Kg, v.0.) sozinho que

foi de 0,65 = 0,18 % (Tabela 17 e Figura 30).

O pré-tratamento dos animais com L-NAME (20 mg/Kg, i.p.) ndo alterou a
resposta ulcerogénica do etanol, cujo percentual de area ulcerada foi de 16,94 +
1,24 %, quando comparado ao controle (16,05 + 3,36 %). O pré-tratamento dos
animais com L-NAME (20 mg/Kg, i.p.) ndo alterou a resposta antiulcerogénica
de cineol (400 mg/Kg, v.0.), cujo percentual de area ulcerada foi de 0,51 + 0,33
%, quando comparado a cineol (400 mg/Kg, v.0.) sozinho, que foi de 0,65 + 0,18
% (Tabela 17 e Figura 30).

5.7.2. Efeito do Cineol sobre a Lesdo Gastrica induzida por Indometacina

em Ratos

A Tabela 18 e Figura 31 mostram os resultados do efeito do tratamento
com cineol e cimetidina nas lesdes gastricas induzidas por indometacina.

A anélise macroscépica dos estbmagos mostra as Ulceras no grupo que
recebeu veiculo (Figura 32 A) e a protecdo géastrica, com auséncia de Ulceras, no
grupo que recebeu cineol 400 mg/Kg (Figura 32 B).

A indometacina (30 mg/Kg, v.0.) produziu lesdes gastricas com uma média
de escore de 37,20 £ 3,37. As lesdes gastricas foram reduzidas pelo cineol na
dose de 400 mg/Kg, v.0., 0 que promoveu uma inibi¢do de 54 % (17,00 + 4,61)
quando comparado ao controle. Cineol (100 e 200 mg/Kg, v.0.) e cimetidina (100
mg/Kg, v.0.) ndo inibiram, de forma significativa, as lesbes induzidas por
indometacina (37,20 £ 3,37) e apresentaram uma média de escores de 27,00 *
2,67; 25,00 £ 2,70 e 23,83 + 1,56 respectivamente, promovendo inibigdes de 27,

32 e 36 %, respectivamente.
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TABELA 17 - Efeito do cineol nas lesdes gastricas induzidas por etanol em ratos.

..... 1 ——————————————

Tratamento Dose (mg/KQ) % de Area_ Ulcerada

Controle (veiculo) - 16,05 +3,36

Cmeol 25. v.0. 13,73 0,65 (14 %)
50. v.o. 3,80 £0,65 (76 %)
100, v.o. 1,72 £0,65 * (89 %)
200, v.o. 1,33 £0,82**, (92 %)
400, v.0. 0,65 +3,36 (96 %)

Cimetidina 100, v.o. 14,15 +4,55 (12%)

*kk

CPA L ip. 70,75 + 13,00 ( -)

NECA 0,1; i.p. 18,30 +3,11 ( -)

8-Fenilteofilma 8, 1.p. 12,86 +3,71 (20 %)

8-Fenilteofilina 8, 1.p.

+ + 1,54 + 1,28 (90 %)

Cineol 50, v.o.

L-NAME 20, i.p. 16,94 + 1,24 ( -)

L-NAME 20, i.p.

+ + 0,51 £0,33 ** (97 %)

Cineol 400, v.o.

Os valores representam a media £ E.P.M. do percentual (%) de area ulcerada.
Veiculo (controle), cineol e cimetidina foram administrados, por via oral, 45 min
antes da administracdo de etanol absoluto (1 mL/animal). 8-fenilteofilina foi
administrada, por via intraperitoneal, 15 min antes da administracdo de cineol
(400 mg/Kg, v.0.). Os animais foram sacrificados 30 min apds a administracéo
do etanol. Os valores entre parénteses representam o percentual de inibi¢cdo da
lesdo gastrica em relacdo ao controle. Foram utilizados grupos de 6 animais cada.
¥* p < 0,001; * p < 0,01 comparado ao controle (ANOVA e Teste de Student
Newman Keul).
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9% de Area Gastrica Lesada

FIGURA 28 - Efeito do cineol e cimetidina nas lesOes
gastricas induzidas por etanol absoluto em ratos. Os valores
representam a média + E.P.M. do percentual de area géstrica
lesada. Veiculo (10 mL/Kg, v.o., controle, CONT), cineol (25,
50, 100, 200 e 400 mg/Kg, v.0.) e cimetidina (100 mg/Kg, v.0.,
CIMET) foram administrados 45 min antes do tratamento com
etanol absoluto (1 mL/animal). Foram utilizados 6 animais por
grupo. p < 0,01; p < 0,001 comparado ao controle
(ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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FIGURA 29 - Aspecto macroscopico de estdmagos
tratados com etanaoll abs®tator (A) Estbmago tratado com

veiculo. (B) Estdmago tratado com cineol (400 mg/Kg).
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FIGURA 30 - Efeito de drogas modulatorias da adenosina e 6xido
nitrico nas lesbes gastricas induzidas por etanol absoluto em ratos.
Os valores representam a média + E.P.M. do percentual de area gastrica
ulcerada. Veiculo (10 mL/Kg, v.0., controle, CONT) e cineol (400
mg/Kg, v.0.) foram administrados 45 min antes do tratamento com
etanol absoluto (1 mL/animal). NECA (0,1 mg/Kg, i.p.), CPA (1
mg/Kg, i.p.), 8-Fenilteofilina (8-PT, 8 mg/Kg, i.p.) e L-NAME (20
mg/Kg, i.p.) foram administrados 30 min antes do etanol. 8-
Fenilteofilina (8-PT, 8 mg/Kg, i.p.) e L-NAME (20 mg/Kg, i.p.) foram
administrados 15 min antes do tratamento com cineol (400 mg/Kg,
v.0.). Foram utilizados 6 animais por grupo.  p < 0,001 comparado ao
controle (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).



125

TABELA 18 - Efeito do cineol e cimetidina nas lesdes gastricas induzidas por

indometacina em ratos.

Tratamento Dose (mg/Kg) Escore
Controle (veiculo) 37,20 £3,37
Cineol 100, v.o. 25,00 2,70
(32 %)
200, v.o. 27,00 + 2,67
(27 %)
400, v.o. 17,00 +4,61 *
(54 %)
Cimetidina 100, v.o. 23,83 + 1,56
(36 %)

Os valores representam a média + E.P.M. da variacdo de escores. Veiculo
(controle), cineol e cimetidina foram administrados 45 min antes da
administracdo de indometacina (30 mg/Kg, v.0.). Os animais foram sacrificados
8 h ap6s a administracdo da indometacina. Os valores entre parénteses
representam o percentual de inibicdo da lesdo gastrica em relacdo ao controle.
Foram utilizados grupos de 6 animais cada. p < 0,01 comparado ao controle
(ANOVA e Teste de Student Newman Keul).



FIGURA 31 - Efeito do cineol e cimetidina nas lesbes
gastricas induzidas por indometacina em ratos. Os valores
representam a média £ E.P.M. da variacdo de escores. Veiculo
(10 mL/Kg, v.0., controle, CONT), cineol (100, 200 e 400
mg/Kg, v.0.) e cimetidina (100 mg/Kg, v.0., CIMET) foram
administrados 45 min antes do tratamento com indometacina (30
mg/Kg, v.0.). Foram utilizados 6 animais por grupo. * p < 0,01
comparado ao controle (ANOVA e Teste de Student Newman
Keul).
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FIGURA 32 - Aspecto macroscopico d© estbmagos
tratados e®m indometacima» (A) Estbmago tratado com

veiculo. (18) Estdmago tratado com cineol (400 mg/Kg).
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5.7.3. Efeito do Cineol sobre o0 Muco Gastrico em Ratos

Nos animais controle, a média da concentragdo de Azul de Alcian (pg) por
grama de tecido glandular (muco gastrico) foi de 38,60 + 2,19. A administracéo
oral de cineol 50 mg/Kg aumentou, de forma significativa (p < 0,01), 0 muco
géstrico para 62,17 + 6,79 pg de Azul de Alcian/g de tecido glandular (Tabela
19).

5.7.4. Efeito do Cineol na Atividade Antisecretoria Acida Gastrica em Ratos

O efeito de cmeol 200 e 400 mg/Kg, v.0., sobre a secrecdo acida total,
coletada apds 4 horas da ligacdo pildrica, em ratos, se encontra na Tabela 20 e
Figuras 33 e 34.

Nos animais controle, a média do volume coletado foi de 7,2 £ 0,35 mL,
enguanto a acidez total foi de 208,62 £ 25,63 pEq[H ]/h. Cmeol nas doses de 200
e 400 mg/Kg, via oral, reduziu o volume para 3,44 + 0,43 mL (p <0,01) e 2,62
0,32 mL (p < 0,01) respectivamente, e diminuiu a acidez total para 53,56 + 18,46
(p < 0,01) e 50,00 £ 13,36 pEq[Ht]/h (p < 0,01) respectivamente. O grupo
tratado com cimetidina (100 mg/Kg, v.0.) reduziu o volume da secrecdo &cida
gastrica para 1,07 £ 0,18 (p < 0,01) e a acidez total para 44,37 £ 8,11 (p <0,01).
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TABELA 19 - Efeito do cineol sobre 0 muco gastrico em ratos.

Grupo Dose Muco Gastrico
(mg/Kg, v.0.)  (pg de Azul de Alcian/g de tecido glandular)

Controle
(veiculo) 38,60 2, 19
Cineol 50 62,17 +6,79 '

Os valores representam a média £ E.P.M. da concentracdo de Azul de Alcian
(pg) por grama de tecido glandular. Veiculo (controle) e cineol (50 mg/Kg)
foram administrados, por via oral, 45 min antes da administragédo de etanol
absoluto (1 mL/animal). Os animais foram sacrificados 30 min apds a
administragdo de etanol. Foram utilizados 6 animais por grupo. p < 0,01
comparado ao controle (Teste t de Student).
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TABELA 20 - Efeito do cineol e cimetidina sobre o volume do suco gastrico e

acidez géstrica total ap6s ligacao pilérica em ratos.

Grupo Dose Volume do Suco  Acidez Géstrica Total
(mg/Kg, v.0.) Gastrico (mL) (gEQ[H+]/h)
Controle 7,20 £ 0,35 208,62 * 25,63
(veiculo)
Cmeol
200 3,44 £0,43*** 53,56 + 18,46***
400 2,62 + 0,32 50,00 £ 13,36***
Cimetidina
100 1,07 £0,18 44,37 £8,11***

Os valores representam a média £ E.P.M. do volume do suco gastrico (mL) e da
acidez gastrica total (pJEq[H+]/h). Veiculo (controle), cmeol e cimetidina foram
administrados, por via intraduodenal, imediatamente apds a ligacdo do piloro. Os
animais foram sacrificados 4 horas apds a ligacdo do piloro. Foram utilizados
grupos de 6 animais cada. "** p < 0,001 (ANOVA e Teste de Student Newman
Keul).



FIGURA 33 - Efeito da administracdo oral do cineol e
cimetidina sobre o volume do suco gastrico apds a ligacdo
pilérica em ratos. Os valores representam a média £ E.P.M. do
volume do suco gastrico (mL) obtido ap6s 4 h da ligacdo
pildrica. Veiculo (10 mL/Kg, v.o., controle, CONT), cineol (200
e 400 mg/Kg, v.0.) e cimetidina (100 mg/Kg, v.o., CIMET)
foram administrados por via intraduodenal, imediatamente apds
a ligacéo do piloro. Foram utilizados 6 animais por grupo. ** p <
0,001 comparado ao controle (ANOVA e Teste de Student
Newman Keul).
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Acidez Gastrica Total (UEq(HH/h)

FIGURA 34 - Efeito da administracdo oral do cineol e
cimetidina sobre a acidez gastrica total apos ligagédo
pilérica em ratos. Veiculo (10 mL/Kg, v.o., controle,
CONT), cineol (200 e 400 mg/Kg) e cimetidina (100 mg/Kg,
CIMET) foram administrados, por via intraduodenal,
imediatamente apds a ligacdo do piloro. Os valores
representam a média + E.P.M. da acidez géstrica total
(PEqQ[H]|/h) obtida apdés 4 h de ligagdo pildrica. Foram
utilizados grupos de 6 animais cada, p < 0,01 comparado ao
controle (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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5.7.5. Efeito de Cineol sobre o Esvaziamento Gastrico em Ratos

A Tabela 21 e Figura 35 mostram o efeito de cineol e atropina sobre o
esvaziamento gastrico.

O tratamento dos animais com cineol (400 mg/Kg, v.0.) aumentou, de
forma significativa (p < 0,01), a retencdo gastrica (39,56 = 2,55 pg de vermelho
de fenol) quando comparado ao controle veiculo (14,42 + 0,87 pg de vermelho
de fenol). Da mesma forma, atropina (2 mg/Kg, v.0.) aumentou, de forma
significativa (p < 0,05), a retencdo gastrica (22,26 £ 1,18 pg de vermelho de
fenol) quando comparado ao controle veiculo (14,42 + 0,87 pg de vermelho de

fenol).
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TABELA 21 - Efeito do cineol e atropina sobre o esvaziamento gastrico em ratos.

Tratamento Dose pg de Vermelho de Fenol/
(mg/Kg, v.0.) Estémago

Controle (veiculo) - 14,42 +0,87

Cineol 400 39,56 +2,55

Atropina 2 22,26 £ 1,18 *

Os valores representam a média + E.P.M. da concentracdo (pg) de vermelho de
fenol no estdmago. Cineol e atropina foram administrados 45 min antes da
administracdo de vermelho de fenol (0,5 mg/Kg, v.0.). Os animais foram
sacrificados 15 min apos a administracdo de vermelho de fenol. Foram utilizados

6 animais por grupo, p < 0,05, p < 0,01 comparado ao controle (ANOVA e
Teste de Student Newman Keul).



ug de Vermelho de Fenol/Estdmago

FIGURA 35 - Efeito da administragdo oral do cineol e
atropina na retencdo do volume gastrico em ratos. Veiculo
(10 mL/Kg, Controle, CONT), Cineol (400 mg/Kg) e atropina
(2 mg/Kg) foram administrados, por via oral, 45 min antes do
tratamento com vermelho de fenol (0,5 mg/Kg, v.0. ). Os
valores representam a média = E.P.M. da concentracdo (pg) de
vermelho de fenol no volume total do estbmago. Foram
utilizados grupos de 6 animais cada. * p < 0,05; * p < 0,01
comparado ao controle (ANOVA e Teste de Student Newman
Keul).
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5.8. ATIVIDADE ANTISECRETORIA DO CINEOL

5.8.1. Efeito do Cineol na Secrecdo Intestinal induzida por Toxina da Célera
em Ratos

A Tabela 22 e a Figura 36 mostram que nos animais que receberam apenas
veiculo (controle normal) mostraram secrecdo intestinal de 174,21 + 19,59
mg/cm. O tratamento com a toxina (10 pg/alca intestinal) aumentou de forma
significativa (p< 0,05) a secrecdo intestinal para um valor de 250,93 + 47,53
mg/cm.

A administracdo oral de cineol (400 mg/Kg) reduziu de forma significativa
(p < 0,05) a secrecdo intestinal induzida pela toxina (250,93 + 47,53 mg/cm.)
para um valor de 128,43 = 10,32 mg/cm.

O tratamento com 8-fenilteofilina (8 mg/Kg, i.p.) 15 mm antes de cineol
(400 mg/kg, v.0.) ndo alterou o efeito de cineol (128,43 + 10,32 mg/cm)

observado pelo seu valor de secrecédo intestinal de 109,35 + 3,87 mg/cm.
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TABELA 22 - Efeito do cmeol sobre a secrecdo intestinal induzida pela toxina

da coélera em ratos.

Grupo Dose (mg/KQ) Secrecéo Intestinal (mg/cm)
Controle normal - 174,21 + 19,59
Controle toxina - 250,93 +47,531
Cineol 400, v.o. 128,43 + 10,32h
8-fenilteofilma 8, I.p.

+ + 109,35 +3,87h
Cineol 400, v.o.

Os valores representam a média + E.P.M. da secrecdo intestinal (mg/cm) nas
alcas intestinais. Veiculo (controle toxina) e cineol foram administrados 45 min
antes da injecdo da toxina da colera (10 pg/alca intestinal). 8-Femlteofilina (8
mg/Kg, i.p.) foi admininstrado 15 min antes do tratamento com cineol (400
mg/Kg, v.0.). Foram utilizados 6 animais por grupo. a p < 0,05 comparado ao
controle normal e b P < 0,05 comparado ao controle toxina (ANOVA e Teste de

Student Newman Keul).



Secrecao intestinal (mg/cm)

Cineol

FIGURA 36 - Efeito do cineol sobre a secrecdo intestinal
induzida pela toxina da coOlera em ratos. Os valores
representam a media £ E.P.M. da secrecdo intestinal (mg/cm)
nas algas intestinais. Veiculo (controle toxina) e cineol (400
mg/Kg) foram administrados, por via oral, 45 min antes da
injecdo da toxina da colera (10 pg/alca intestinal). 8-
Fenilteofilina (8 mg/Kg, i.p.) foi admininstrado 15 min antes
do tratamento com cineol (400 mg/Kg, v.0.). Foram utilizados
6 animais por grupo. ap<<0,05 comparado ao controle normal
e b p <0,05 comparado ao controle toxina (ANOVA e Teste
de Student Newman Keul).
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59. EFEITO DO CINEOL NA TOXICIDADE INDUZIDA POR D

GALACTOSAMINA/LIPOPOLISSACARIDEO EM CAMUNDONGOS

A Tabela 23 mostra que a administracdo oral de cineol, nas doses de 100,
200 e 400 mg/Kg, promove protecdo contia a mortalidade induzida por
GaIN/LPS de 0, 80 e 100 %, respectivamente. Dexametasona (1 mg/Kg, s.c.)
protegeu 100 % dos animais contra a letalidade de GalN/LPS. Nenhuma protegéo
foi observada nos animais que receberam veiculo (2 % de Tween 80 em agua
destilada; 10 mL/Kg, v.0.).

A administracdo de L-NAME (20 mg/Kg, i.p.) e aminoguamdina (100
mg/Kg, s.c.) protegeu 20 e 100 % dos animais contra a morte, respectivamente.
A administracdo de L-arginina (600 mg/Kg, s.c.) ou de nitroprussiato de sodio
(0,5 mg/Kg, s.c.) ndo modificou o efeito protetor de cineol (Tabela 24).

A média de peso dos figados dos animais tratados apenas com veiculo
(controle normal) foi de 876,00 + 72,02 mg. Os animais que receberam
GalN/LPS (700 mg/Kg + 0,5 jag/Kg, i.p.) apresentaram um aumento significativo
(p < 0,01) no peso dos figados (1724,40 + 95,90 mg) (Tabela 25).

Os animais tratados com dexametasona (1 mg/Kg, s.c.) ou cineol (400
mg/Kg, v.0.) antes da administracdo de GalN/LPS apresentaram reducéo
significativa (p < 0,01) do peso dos figados de um valor de 1724,40 = 95,90
(GaIN/LPS) para 1074,00 £ 92,52 e 1167,75 %= 55,03 mg, respectivamente
(Tabela 25)

Os niveis séricos da alanina aminotransferase (ALT) para 0S grupos
controle normal (veiculo), GalN/LPS, dexametasona e cineol (400 mg/Kg, v.0.)
foi de 31,29 + 13,74; 48,89 + 4,60; 4163 = 8,14 e 38,19 = 1457 UIL,
respectivamente, ndo ocorrendo diferenca significativa entre os grupos (Tabela
25).

Os niveis séricos da aspartato aminotransferase (AST) para 0S grupos
controle normal (veiculo), GalN/LPS, dexametasona e cineol (400 mg/Kg, v.0.)

foi de 68,13 = 9,73; 127,74 + 32,98; 12588 + 31,76 e 126,88 + 31,76 UIL,



140
respectivamente, ndo ocorrendo diferenca significativa entre 0s grupos
(Tabela 25)

Os niveis de malonaldeido para os grupos controle normal (veiculo),
GalN/LPS, dexametasona e cineol (400 mg/Kg, v.0.) foi de 6,22 £ 1,37; 10,74 £
2,40; 6,59 + 0,80 e 517 £+ 146 pmoles de malonaldeido/g de tecido,
respectivamente, ndo ocorrendo diferenca significativa entre os grupos (Tabela
25).

A analise histolégica dos figados de animais tratados com veiculo
demonstrou tecido com arquitetura preservada, apresentando hepat6citos com
disposicdo normal. O grupo tratado com GalN/LPS mostrou extensas areas de
necrose comprometendo a arquitetura do Orgdo, acompanhada de intensa
hemorragia e congestdo do sistema porta hepatico. Presenca de discreta
microvascularizacdo, pequenas areas de necrose e hemorragia, porém com
hiperplasia das células de Kupffer, foi observado no grupo que recebeu
dexametasona. Nos animais tratados com cineol (400 mg/Kg, v.0.) observou-se
moderada microvacuolizacdo nos hepatdcitos e pequenos focos necréticos, nao se
observando congestdo de vasos ou areas hemorragicas (Figura 37 a e b e Figura
38 aeh).
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TABELA 23 - Efeito do cineol e dexametasona sobre a toxicidade induzida por

Galactosamma/LPS em camundongos.

Grupo Dose (mg/Kg)

Controle (veiculo)

Cineol 100, v.o.
200, v.o.
400, v.o.

Dexametasona 1, s.c.

Letalidade

10/10

10/10

02/10*

00/10*

00/10*

% de Protecdo
contra a morte

80
100

100

Os valores representam a letalidade e o percentual de protecdo contra a morte

apos a administracdo intraperitoneal de uma solucdo de D-Galactosamina (GalN,
700 mg/Kg) e Lipopolissacarideo (LPS, 5 pg/Kg) dissolvidos em solucdo salina

normal e injetados conjuntamente (GalN/LPS) em um volume de 0,5 mL/animal.

Veiculo e cineol foram administrados | h antes e dexametasona 2 h antes do
*

tratamento com GalN/LPS. Foram utilizados grupos de 10 animais cada, p <

0,05 comparado ao controle (Teste do Qui-quadrado).
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TABELA 24 - Efeito do Oxido nitrico sobre a toxicidade induzida por
Galactosamina/LPS em camundongos.

Grupo Dose (mg/Kg) Letalidade % de Protecéo
contra a morte

Controle (veiculo) - 10/10 0
Cineol 400, v.0. 00/10* 100
L-NAME 20, i.p. 08/10 20
Aminoguanidina 100, s.c. 00/10* 100
L-arginina 600, s.c.

+ + 02/10* 80
Cineol 400, v.o.
Nitroprussiato 0,5, s.c.

+ + 00/10* 100
Cineol 400, v.o.

Os valores representam a letalidade e o percentual de protecdo contra a morte
apds a administracdo intraperitoneal de uma solucdo de D-Galactosamina (GalN,
700 mg/Kg) e Lipopolissacarideo (LPS, 5 pg/Kg) dissolvidos em solucdo salina
normal e injetados conjuntamente (GalN/LPS) em um volume de 0,5 mL/animal.
Veiculo e cineol foram administrados | h antes e L-NAME e aminoguanidina 30
min antes do tratamento com GalN/LPS. L-arginina e nitroprussiato de sddio
foram administrados 15 min antes do tratamento com cineol (400 mg/Kg, v.0.).
Foram utilizados grupos de 10 animais cada, p < 0,05 comparado ao controle
(Teste do Qui-quadrado).
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TABELA 25 - Efeito do cineol sobre o peso dos figados e niveis de transaminases e

malonaldeido em camundongos.

Grupo Peso dos Transaminases Malonaldeido
i ari U/L
Figados (mg) Seéricas (U/L) (pmoles/g)
ALT AST

Controle 876,00 £ 72,02 31,29+ 13,74 68,13 £9,73 6,22 £ 1,37
normal
Controle 1724,40 + 95,902 40,89 +4,60 127,74 32,98 10,74 +2,40
GalN/LPS

Dexametasona  1074,00 + 92,52h 41,63 +8,14 125,88 £31,76 6,59 £ 0,80

Cineol 1167,75 £55,03v 38,19 + 14,57 126,88 +31,76 5,17 + 1,46

Os valores representam a média = E.P.M. do peso dos figados (miligramas), das
concentracOes sericas de ALT e AST (U/L) e dos niveis hepaticos de malonaldeido
(pmoles/g de tecido). As transaminases foram analisadas 2 h apds e o peso dos figados
e malonaldeido 4 h apds a administracdo intraperitoneal de uma solugdo de D-
Galactosamina (GalN, 700 mg/Kg) e Lipopolissacarideo (LPS, 5 pg/Kg) dissolvidos
em solucdo salina normal e injetados conjuntamente (GalN/LPS) em um volume de
0,5 mL/animal. Dexametasona (1 mg/Kg, s.c.) foi administrada 2 h antes e cineol (400
mg/Kg, v.0.) 1 h antes do tratamento com GalN/LPS. p < 0,05 comparado ao controle
normal e b p < 0,01 comparado ao controle GaIN/LPS (ANOVA e Teste de Student
Newman Keuls).
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5.10. TOXICIDADE DO CINEOL NA REPRODUCAO

5.10.1. Efeito do Cineol sobre o Ciclo Estral em Ratos

Os resultados referentes & acdo de cmeol sobre o ciclo estral em ratos,
encontram-se demonstrados na Tabela 26.

Os animais que receberam cineol 200 mg/Kg, v.0., apresentaram-se em
estro 2,0 £ 0,0; 20 + 0,4 e 16 + 0,2 vezes no periodo de pré-tratamento,
tratamento e pos-tratamento, respectivamente; enquanto que 0S animais que
receberam 400 mg/Kg, v.o., apresentaram a fase estro 2,0 £ 0,0; 16 £05¢e 16
0,2 vezes para 0s respectivos periodos de observacao.

Os animais pertencentes ao grupo controle apresentaram a fase estro 2,0 +
0,0; 20 £ 0,0 e 1,83 £ 0,3 vezes em relacdo aos periodos de observacdo do
esfregaco vaginal descritos acima.

Quando comparado ao controle, os animais que receberam cineol nao

alteraram o pericdo de ocorréncia da fase estro.
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TABELA 26 - Efeito do cineol sobre o ciclo estral em ratos.

Grupo Dose N° de Ocorréncia da Fase Estro

(mg/Kg, v.0.) Pre-tratamento Tratamento Pos-Tratamento

(10 dias) (10 dias) (10 dias)
Controle 2,0+0,0 2,0+0,0 1,8 +0,3
(veiculo)
Cineol
200 2,0 £0,0 2,0 £0,4 1,6 £0,2
400 2,0+0,0 1,6 £0,5 1,6 0,2

Os valores representam a média = E.P.M. do nimero de ocorréncia da fase estro.

Foram utilizados grupos de 6 animais cada.
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5.10.2. Efeito do Cineol na Gravidez em Ratos

Animais tratados por via oral com cineol (200 e 400 mg/Kg) durante os dias
l'a7ou8a 15 da gravidez, ndo demonstraram sinais de toxicidade ou morte.
Estes animais ndo apresentaram diferenca significativa no peso corpéreo quando
comparados ao controle (Tabelas 27 e 28).

As fémeas gravidas, tratadas com cineol (200 e 400 mg/Kg, v.0.), nos dias !
a 7 da gravidez, apresentaram reduzido indice de gravidez (proporcdo de
gravidez entre fémeas com esperma positivo) e de peso dos filhotes quando
comparado ao controle (Tabela 29).

O indice de gravidez e a média do nimero e peso dos filhotes ndo foram
alteradas significativamente pelo tratamento com cineol (200 e 400 mg/Kg, v.0.),
nos dias 8 a 15 da gravidez, quando comparado ao controle (Tabela 30).

Os filhotes nascidos de fémeas tratadas com veiculo ou cineol (200 e 400
mg/Kg, v.0.), nos dias 1 a 7 ou 8 a 15 da gravidez, ndo apresentaram sinais

macroscopicos de teratogenicidade.
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TABELA 27 - Efeito do cineol sobre o peso corpéreo de fémeas tratadas nos

dias | a 7 da gravidez.

Grupo Dose Peso dos Ratos (mg)
(mg/Kg, v.0.) lo dia 7- dia 202 dia
Controle - 178,14 + 7,63 185,28 + 7,80 228,71 + 15,38
(veiculo) (+ 3,93) (+ 28,38)
Cineol 200 207,86 + 10,24 196,00 £ 6,69 216,14 + 12,81
(- 5,70) (+ 3,98)
400 214,17 9,74 207,00 + 8,09 227,83 + 11,49
(- 3,35) (+ 6,38)

Os valores representam a média + E.P.M. do peso corporeo, em miligramas, de
ratos fémeas, tratados durante os dias | a 7 da gravidez. Veiculo (controle) e
cineol foram administrados por via oral. Os valores entre parénteses representam
o percentual de aumento (+) ou de diminuicdo (-) do peso corpOreo. Foram

utilizados 6-7 animais por grupo.
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TABELA 28 - Efeito do cineol sobre o peso corporeo de fémeas tratadas nos
dias 8 a 15 da gravidez.

Grupo Dose Peso dos Ratos (mg)
(mg/Kg, v.0.) 8- dia 15" dia 209 dia
Controle - 189,28 +7,09 201,71 £9,54 232,57 + 10,20
(veiculo) (+ 6,57) (+ 22,87)
Cineol 200 179,67 2,59 187,00 £3,08 203,00 +5,57
(+ 4,08) (+ 12,98)
400 182,13 £6,72 174,00 + 10,17 188,25 +9,87
(- 4,46) (+8,19)

Os valores representam a média + E.P.M. do peso corporeo, em miligramas, de
ratos tratados durante os dias 8 a 15 da gravidez. Veiculo (controle) e cineol
foram administrados por via oral. Os valores entre parénteses representam o
percentual de aumento (+) ou de diminuicdo (-) do peso corpdreo. Foram

utilizados 6-7 animais por grupo.
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TABELA 29 - Efeito do cineol em ratos tratados nos dias | a 7 da gravidez.

Grupo Dose N° de Fetos/ Peso dos indice de Gravidez
(mg/Kg, v.0.) Rato Fetos (mg) (gravidez/fémeas com
esperma positivo)

Controle - 9,00 + 1,09 3017,33 +45,13 72

(veiculo)

Cineol 200 6,70 + 145 2173,94 + 101,93*** 57
400 9,00+ 1,08 1917,75 +37,26*** 50

Veiculo (controle) e cmeol foram administrados, por via oral, durante os dias | a 7 da
gravidez. Os animais foram sacrificados no 20- dia da gravidez. Foram utilizados 6-7
animais por grupo.  p < 0,001 comparado ao controle (ANOVA e Teste de Student

Newman Keul).
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TABELA 30 - Efeito do cineol em ratos tratados nos dias 8 a 15 da gravidez.

Grupo Dose N° de Fetos/ Peso dos "'indice de Gravidez
(mg/Kg, v.0.) Rato Fetos (mQ) (gravidez/fémeas com
esperma positivo)

Controle - 8,80 + 0,73 1633,61 +49,77 72

(veiculo)

Cineol 200 7,75 £ 1,03 1674,65 +69,96 67
400 480+ 1,28 1642,91 +56,58 63

Veiculo (controle) e cineol foram administrados, por via oral, durante os dias 8 a 15 da
gravidez. Os animais foram sacrificados no 20- dia da gravidez. Foram utilizados 6-7

animais por grupo.
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6. DISCUSSAO

A injecdo subplantar de cineol, na pata posterior de rato, produz um edema
dose e tempo dependente. A analise histologica das patas lesadas demonstrou
intenso exudato inflamatorio com polimorfonucleares e acentuado grau de
degranulacdo de mastdcitos.

Para compreensdo dos mecanismos envolvidos neste efeito edematogénico,
varios agentes farmacologicos foram utilizados.

Difenidramina, antihistaminico (receptor Ht), metisergida,
antiserotoninérgico (receptor 5-HT) e ciproeptadina, antihistaminico e
antiserotoninérgico (receptor H] e 5-HT) (Maling et al, 1974) suprimiram
significativamente o edema de cineol. Desde que a ativacdo de mastocitos libera
medidores, incluindo histamina e serotonina (Schwartz & Austen, 1984), que séo
as principais responsaveis pelo edema de pata em ratos (Rowley & Bendit,
1956), investigamos a possibilidade da ativagdo dos mastocitos ser responsavel
pelo edema de pata de cineol.

O tratamento com injecdes repetidas de Composto 48/80, para alcancar a
deplecdo de mediadores derivados de mastocitos, tem sido uma estratégia de
sucesso na definicdo do papel dos mastocitos, em uma variedade de situacOes
experimentais (Di Rosa et al, 1971). Os resultados demonstram completa
auséncia de edema pelo cineol em animais pré-tratados com Composto 48/80. Os
dados obtidos com cetotifeno e cromoglicato de sodio, estabilizadores de
membrana de mastocitos, que bloqueiam a liberacdo de medidores quimicos
(Greenwood, 1982), mostrou que estes também bloqueiam o edema de pata
induzido por cineol. Em adicéo, cineol foi capaz de produzir degranulagdo de
mastdcitos peritoneais in vitro, de maneira similar ao Composto 48/80. Essas
observacdes indicam que os mastocitos exercem um papel predominante no

edema de pata induzido por cineol.
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O edema de pata induzido por cineol se mantém por mais tempo que 0

produzido pelo Composto 48/80. Contudo, ao contrario de cineol, o tratamento
sisttmico com Composto 48/80 aboliu completamente o0 edema de cineol.
Presumivelmente, dois mecanismos diferentes estdo envolvidos no edema de
cineol. Inicialmente, cineol pode promover a degranulacdo de mastocitos de
maneira similar ao Composto 48/80 e secundariamente, pode estimular a sintese
“de novo” de outros mediadores e fatores que podem dar origem a uma reacao
edematogénica mais prolongada. A ativacdo de mastocitos ndo somente libera
mediadores estocados e pré-formados, mas também induz a sintese de um
numero de mediadores que incluem metabdlitos do &cido aracddnico, como
prostaglandinas e leucotrienos, assim como de PAF e adenosina (Befus et al,
1988).

Os inibidores de ciclooxigenase, indometacina e fenilbutazona, e o
corticosterdide, dexametasona, foram inefetivos em inibir a primeira hora do
edema, a qual envolve largamente as aminas histamina e serotonina. Essas
observacgdes estdo de acordo com os estudos que mostram a inefetividade de
cortisona e fenilbutazona em modificar o edema induzido pela dextrana, no qual
histamina e serotonina exercem um papel predominante (Stucki & Thompson,
1958). Indometacina, fenilbutazona e dexametasona foram efetivos em inibir o
pico de edema, na 2- hora, assim como nos tempos subsequentes, reforcando o
conceito que cineol ndo somente libera histamina e serotonina mas também
promove a sintese de outros mediadores.

O mecanismo pelo qual cineol ativa mastécitos e libera mediadores
quimicos ndo é claro. Um nimero de substancias como Substancia P (Foreman et
al, 1983), fosfolipases e lipoxigenases (Kennerly et al, 1979; Wang & Teng,
1990) e adenosina (Fozard et al, 1996; Marquardt, 1994) pode causar ativacdo de
mastacitos e liberacdo de mediadores. Neste trabalho, &cido nordihidroguirético,
um inibidor de lipoxigenase, nem a deplecdo de Substancia P, pela capsaicina,
ndo promoveu alteracdo significativa do edema de cineol, sugerindo a

improvavel participacdo de leucotrienos e neuropeptideos no edema de cineol. O
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pré-tratamento com WEB 2170, um antagonista do PAF, também ndo

modificou o edema de cineol, mostrando que este mediador ndo esta envolvido
neste edema. Interessantemente, ratos pré-tratados com talidomida, um inibidor
seletivo do Fator de Necrose Tumoral (TNF-a) (Sampaio et al, 1994) mostrou
significativa diminuicdo do edema de cineol. Talidomida é considerada uma
droga clinica de escolha para suprimir a inflamacdo associada a leprose (Sampaio
et al, 1994). E possivel que o TNF-cc possa exercer alguma influéncia sobre a
degranulacdo de mastocitos.

Recentemente, Fozard et al (1996) e Sawynok et al (1997) mostraram
evidéncias que a ativagdo de receptores da adenosina A3 degranula mastdcitos e
produz nocicepcdo e edema de maneira similar ao Composto 48/80. As respostas
pela ativacdo do receptor A3 sdo abolidas em animais depletados de seus
mediadores de mastocitos por repetidas injecdes de Composto 48/80 (Hannon et
al, 1995). Nossos resultados mostram que o efeito edematogénico local de cineol
simula aquele produzido pela ativacdo de receptores A3. Para compreensdo do
mecanismo de degranulacdo de mastdcitos induzida pelo cineol, animais foram
tratados com 8-fenilteofilina (8-PT), um antagonista ndo seletivo de receptores
Ai e A2 Os resultados mostram que enquanto 8-PT falhou em alterar a resposta
de cineol, NECA promoveu significativa inibicdo do edema de pata in vivo e da
degranulacdo de mastocitos in vitro. Essas observagGes nos permite gerar a
hipétese que 0s mastocitos sdo dotados com receptores de adenosina na
superficie da membrana que controlariam sua ativagdo, isto é, a ativacdo de
receptores A3 estimularia a degranalucdo, enquanto a ativagdo de receptores Ai e
A2 estabilizaria sua secrecdo, através de diferentes mecanismos de transducéo de
sinal.

Os mastdcitos sdo conhecidos por exercerem um importante papel em
desordens alérgicas, como a asma bronquica e renite. A degranulacdo de
mastocitos parece ser necessaria para a reacdo de fase tardia e pode ser
reproduzida pelo Composto 48/80 (Oertel & Kaliner, 1981; Mota, 1995). O uso

de antigenos ou substancias inflamatorias, podem produzir reacdes que
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assemelham-se a doencas que ocorrem naturalmente (Schleimer, 1985).

Desde que cineol foi capaz de produzir uma resposta edematogénica imediata (30
min e 1 h) e também de fase tardia (2 h a 5 h), nés assumimos que cineol é capaz
de induzir uma reacdo tipo anafdactdide e este modelo poderia permitir a selecéo
de drogas com potencial atividade antianafilactica e antiinflamatoria.

Em conclusdo, os dados apresentados mostram que cineol promove
degranulacdo de mastocitos e induz edema de pata em ratos. A inibicdo da
degranulacdo de mastocitos € de potencial interesse, desde que esta pode ser a
base da terapia em doencas alérgicas e inflamatorias. Sugerimos que o edema de
pata induzido por cineol pode ser um modelo Gtil para a selegdo de compostos
com potencial atividade antialérgica/antianafilactica ou antiinflamatoria (Santos
& Rao, 1997d; Santos e Rao, 1998).

A injecdo subplantar de cineol, na pata posterior de camundongos induz
nocicepcdo, indicando uma natureza irritante deste composto. Estudos realizados
anteriormente demonstraram que cineol é capaz de induzir edema, na pata
posterior de ratos, e que os mastdcitos exercem um papel fundamental neste
efeito edematogénico (Santos & Rao, 1997). Vérios mediadores inflamatorios
como Dbradicinina, serotonina, histamina e prostaglandina E2 s&o capazes de
excitar terminais nervosos nociceptivos e induzir dor (Beck & Handwerker,
1974; Fock & Mense, 1976; Mizumura et al, 1990; Khan et al, 1992; McMohan
& Kolzenberg, 1992).

A resposta nociceptiva de cineol, manifestada no ato do animal lamber a
pata injetada com cineol, foi qualitativamente similar a resposta nociceptiva
produzida pelo Composto 48/80, um conhecido degranulador de mastdcitos (He
et al, 1990). Contudo, em camundongos desensitizados com repetidas
administracdes de Composto 48/80, a ato de lamber a pata pelo composto 48/80,
mas ndo pelo cineol, foi abolido. Adicionalmente, a nocicepg¢do induzida por
cineol é resistente aos estabilizadores de membrana de mastocitos, cetotifeno e
cromoglicato de sddio. Cox (1967) e Sugimoto et al (1998) demonstraram que

ndo ha inibicdo do comportamento de cocar (“scratching”) induzido por
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Composto 48/80 pelo cromoglicato de sodio. Esses achados diferem

marcadamente das observacdes em ratos, onde o edema de pata induzido por
cineol foi diminuido pelo pré-tratamento com cetotifeno assim como em ratos
desensitizados por repetidas injecdes de Composto 48/80 (Santos & Rao, 1997).
Essas discrepancias podem possivelmente dever-se a existéncia de subpopulactes
de mastdcitos, que diferem em ratos e camundongos, particularmente, e em seu
contetdo de proteases granulares que podem exibir variagcBes na sensitividade a
estimulacdo e na susceptibilidade a drogas administradas exogeneamente (Miller
et al, 1989).

A nocicep¢do induzida por cineol foi marcadamente inibida com o
antagonista de receptor Hb difenidramina, e com o antagonista de receptor
histamina/serotonina, ciproeptadina, mas ndo por metisergida, um antagonista de
receptor serotoninérgico (5-HTj/5-HT2) (Zifa & Fillion, 1992). A auséncia de
efeito do antagonista de serotonina enquanto os antihistaminicos sdo efetivos ndo
¢ um argumento contra o envolvimento de mastocitos na nocicepcdo produzida
por cineol, desde que os efeitos da serotonina sobre neur6nios aferentes parece
ser mais sujeito a inibicdo por antagonistas de receptores 5-HT3 (Damas et al,
1997). O bloqueio seletivo do comportamento nociceptivo de cineol por
ciproeptadina e difenidramina sugere que h& participacdo da degranulacdo de
mastocitos e consequientemente da liberacdo de histamina e serotonina. Desde
que histamina pode produzir prurido e dor pela ativagdo de neurdnios sensoriais
(McMohan & Koltzenburg, 1992; Hong & Abbott, 1994), assumimos que a
histamina liberada ap6s a degranulacdo de mastdcitos locais, pelo cineol,
contribui para a nocicep¢do em camundongos.

Neuropeptideos, como a neurotensina e substancia P, induzem
degranulacdo de mastocitos (Yano et al., 1989) que pode ser inibida por
antagonistas de substancia P e opiodides (Bartho & Holzer, 1985; Foreman &
Piotrwoski, 1985). A nocicep¢do induzida por cineol foi inibida pelo pré-
tratamento com morfina, um analgésico opiodide; mas ndo por 7-nitroindazol, um

inibidor de oxido nitrico sintase neuronal ou pela desensitizacdo pela capsaicina,
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sugerindo que nem neuropeptideos sensoriais, nem o Oxido nitnco estdo

envolvidos. E provavel que morfina iniba a nocicep¢io de cineol por um
mecanismo modulatério ao nivel espinhal ou supraespinhal atingindo o0s
receptores opidides. O blogueio dos receptores N-metil-D-aspartato (NMDA)
inibe principalmente as formas de nocicepgdo por sensibilizacdo central
(McMohan et al, 1993; Dickenson, 1994). O fato de cetamina, um antagonista
ndo competitivo dos receptores NMDA (Yamamura et al, 1990), atenuar
significativamente a resposta nociceptiva de cineol indica a possibilidade de
ativacdo de receptores NMDA pos-sindpticos na espinha dorsal, levando a uma
excitabilidade persistente de neurdnios espinhais transmissores da dor.

A adenosina tem sido proposta estar envolvida na patofisiologia da dor
neuropética (Reeve & Dickenson, 1995). Estudos mostram reduzidos niveis de
adenosina nos fluidos corpdreos de pacientes com dor neuropatica que pode ser
aliviada pela adenosina enddgena (Sollevi et al, 1995; Guiev et al, 1996).
Adenosina é conhecida por interagir com pelo menos quatro tipos de receptores
acoplados a proteina G, denominados A], A2A, A2B e A3 (Fredholm et al, 1994).
Em roedores, a ativacdo de receptores A( produz um efeito antinociceptivo local
(Daval et al, 1991) enquanto a ativacdo de receptores A3 produz uma nocicepgao
possivelmente através da degranulacdo de mastdcitos e liberacdo de substancias
mediadoras, histamina e 5-hidroxitriptamina (Sawynok et al, 1997).

No presente estudo, para esclarecer o papel da adenosina na nocicepgao
induzida por cineol, animais foram pré-tratados com antagonistas ou agonistas
da adenosina de vérias naturezas. Os resultados mostram que cafeina, um
antagonista ndo seletivo, e 8-fenilteofilina, um antagonista ndo seletivo de
receptores Ai e A2 (Fredholm et al, 1994) aumentaram a resposta nociceptiva,
enquanto CPA, agonista seletivo de receptores Aj (Jacobson et al, 1992) e
NECA, um agonistas ndo seletivo de receptores A] e A2 (Bruns, 1986)
marcadamente reduziram a resposta nociceptiva de cineol. A ativacdo de
receptores A3 parece requerer uma relativa alta concentracdo de adenosina, como

pode ocorrer durante a hipoxia e outros danos celulares que podem ser
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contrabalanceados pela estimulagdo de subtipos de receptores A] e A2

(Jacobson, 1998). Em nossas condicdes experimentais, é provavel que cineol, por
sua acdo irritante local, libere adenosina enddgena em altas concentracdes a partir
do tecido lesado que favoreca a ativagdo de receptores A3 com uma consequente
degranulagéo e liberagdo de mediadores. A redugdo da nocicepgdo induzida por
cineol pelos agonistas de receptores Aj e A2 refletem essa possibilidade.
Adicionalmente, o presente estudo demonstra que nifedipina atenua a resposta
nociceptiva de cineol de maneira significativa. Dados de literatura indicam que
drogas do tipo diidropiridina, como a nifedipina, ligam-se ndo seletivamente ao
receptores A3 e a outros subtipos de receptores (Jiang et al, 1997), deste modo
nifedipina pode bloquear a nocicepgdo de cineol por uma ligacdo ndo especifica
aos receptores da adenosina.

Em conclusdo, os dados mostram evidéncia de que os mastocitos sdo pecas
chave na nocicepcdo induzida por cineol em camundongos e que este pode
promover a degranulacdo de mastocitos,. mediada pelos receptores A3, cuja
ativacdo produz nocicepcdo e edema (Fozard et al, 1996; Guo et al, 1997,
Sawynok et al, 1997). A injecéo subplantar de cineol, em camundongos, pode ser
utilizada como um modelo agudo de nocicepgao para selecionar substancias com
atividade analgésica.

Estudos com modelos animais de inflamacdo aguda, como 0 edema de pata
de rato induzido carragenina, tém demonstrado que na resposta vascular aguda
(vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular) estdo envolvidas trés fases
distintas: a primeira fase com a liberacdo simultanea de histamina e serotonina,
nas concentracbes em que cada amina exerce seu efeito maximo na
permeabilidade vascular; a segunda fase, por liberacdo de cininas, como a
bradicinina, e a fase terminal por prostaglandinas, presentes no exsudato, 4 horas
apds a injecdo de carragenina. Contudo a acdo de todos esses mediadores parece
ser dependente da presenca do sistema complemento (Di Rosa et al, 1971).

Estudos recentes sugerem uma provavel atividade antiinflamatéria de

cineol, baseado nos resultados obtidos com mondcitos humanos in vitro
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(Jwergens et al, 1998a) e ex vivo (Jwergens et al, 1998b). Nestes trabalhos,

cineol foi capaz de inibir significativamente a producdo de Fator de Necrose
Tumoral-alfa (TNF-a), Interleucina 1-beta (IL-ip), Leucotrieno B4 (LTB4),
Tromboxano B2 (TXB2) e Prostaglandina E2 (PGE2). Desde que a diminui¢do na
formacdo de mediadores inflamatorios pode contribuir para uma atividade
antiinflamatdria, investigamos o efeito de cineol em modelos experimentais de
inflamacao.

O edema de pata posterior por carragenina, em ratos, é um teste adequado
para avaliar drogas antiinflamatorias e tem sido usado frequentemente para testar
o efeito antiedematogénico de produtos naturais (Winter et al, 1962; Delia
Loggia et al, 1986; Villar et al, 1987; Ferrandiz & Alcaraz, 1991). Além disso,
este modelo mostra proporcionalidade entre a dose testada em laboratdrio e a
dose clinica (Ottemess & Gaus, 1988). A carragenina constitui um agente
flogistico de escolha para avaliar drogas antiinflamatérias por depender
inteiramente de um estimulo local, ndo apresentar potencial antigénico, possuir
um elevado grau de reprodutibilidade e sua acdo inflamatdria pode ser inibida
por drogas antiinflamatorias esteroidais e ndo esteroidais (Winter et al, 1962).

O edema de pata induzido por dextrana (Stucki & Thompson, 1958) é um
modelo util para detectar efeito antiedematogénico de substancias dteis no
tratamento da urticaria (Kaplan & Beaven, 1976), edema pulmonar e outros tipos
de reagdes anafilaticas (Goth & Johnson, 1975; Beaven, 1978). O edema de pata
induzido por este composto envolve a degranulacdo de mastdcitos, e
consequientemente a liberacdo de histamina e serotonina, as quais contribuem
para aumentar a permeabilidade vascular e o extravasamento de fluido (Parrat &
West, 1957; Jori et al, 1961).

No modelo de edema de pata induzido por carragenina, cineol (400 mg/Kg,
v.0.) reduziu, de forma significativa, o volume do edema, medido na 3a hora apds
a injecdo da carragenina, tempo este onde o infiltrado de neutrofilos ja é
expressivo. A indometacina (5 mg/Kg, v.0.), conhecido agente antiinflamatério

ndo esteroidal, reduziu significativamente o edema na 3a hora apds a injecdo do
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agente flogistico. Por outro lado, cineol ndo inibiu o edema de pata induzido
por dextrana.

Estudos recentes sugerem que a adenosina pode agir como um mediador
antiinflamatorio enddgeno (Rosengren et al, 1995; Bozkurt et al, 1998; Schrier et
al, 1990). Agonistas da adenosina, por acdo direta ou indireta, ttm demonstrado
inibir a dor inflamatéria no edema de pata da carragenina e no modelo de
hiperalgesia térmica (Poon & Sowynok, 1998), Deste modo, a provavel
participagdo da adenosina enddgena no efeito antiinflamatorio de cineol foi
investigada, empregando o antagonista ndo seletivo de receptores da adenosina,
teofilina (Stiles, 1991). Contudo, os resultados obtidos indicam que a ineficacia
da teofilina em reverter o efeito inibitorio de cineol no edema da carragenina
sugere a ndo participacdo dos adenoceptores.

A carragenina e a dextrana induzem aumento da permeabilidade vascular
por diferentes caminhos. Enquanto dextrana induz a acumulagdo de fluidos
devido a degranulacdo de mastdcitos e consequentemente a liberagdo de
mediadores inflamatdrios, como histamina e serotonina, com poucas proteinas e
neutrofilos; a carragenina, por sua vez, o faz com um exsudato contendo grande
nimero de neutrofilos e rico em proteinas (Lo Almeida et al, 1982). Portanto,
cineol parece inibir processos inflamatorios dependentes de leucdcitos
polimorfonucleares, possivelmente por inibir o metabolismo do acido
aracdonico, inibindo a ciclooxigenase, e conseqlentemente suprimindo a
liberacdo de mediadores inflamatorios, como prostaglandinas.

Agentes antiinflamatdrios e morfina falham em inibir o edema da dextrana,
enquanto clorpromazina, epinefrina, efedrina, anti-histaminicos e doses
anestésicas de pentobarbital bloqueiam a formacgdo deste edema (Stucki &
Thompson, 1958). Courvoisier & Ducrot (1955) sugerem que a inibicdo do
edema da dextrana pode ocorrer por: (i) efeito direto de inibir a permeabilidade
tissular ou a dindmica de fluidos; (ii) antagonismo especifico de agentes
diretamente responsaveis pelo edema e (iii) pela interrupcdo de processos

nervosos ou humorais que levam a formacgdo de agentes edematogénicos. A
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auséncia de atividade de cineol, no edema da dextrana, indica que este nao

possui acdo vasoativa direta, propriedade antagonista especifica ou que
Inteirompa processo neurohumorais.

No modelo de granuloma inflamatdrio, particulas inertes, como algodao,
quando introduzidas no tecido conectivo de animais experimentais, provocam
uma resposta inflamatdria aguda transitoria, que é seguida por uma intensa
acumulacdo de macrofagos e formacdo de granuloma (Boros, 1978). A formacéo
de granuloma € acompanhada pela sintese de prostaglandina E2 (PGE2),
prostaglandina F2a (PGF2a) e tromboxano A2 (TXA2). A PGE? liberada pelas
células endoteliais e da musculatura lisa e pelos macrofagos, é um potente
vasodilatador, aumentando a permeabilidade da membrana e promovendo
quimiotaxia de células inflamatérias. A PGF2a promove hiperplasia e
hipervascularizacdo no local da inflamagdo. O TXA?2 liberado das plaquetas
induz agregacdo plaquetaria e vasoconstriccdo. Cineol, nas doses de 200 e 400
mg/Kg, administrado por via oral, diariamente, durante 7 dias, promoveu uma
significativa reducdo do peso uUmido e principalmente do peso seco dos
granulomas, possivelmente cineol inibe a formagdo do granuloma interferindo
com o metabolismo do acido aracdénico, agindo na fase exsudativa e
principalmente na fase proliferativa da reagdo inflamatoria.

Nas células da musculatura lisa vascular, as proteinas actina e miosina
controlam a vasodilatagio e vasoconstriccdo, sendo a vasodilatagdo o
componente chave da resposta inflamatoria induzida por mediadores vasoativos,
como histamina, serotonina e bradicinina, pela promoc¢édo da contragdo endotelial
(Warren, 1993). Apesar de cineol ter inibido a permeabilidade capilar induzida
por &cido acético, é improvavel que o mecanismo de acdo envolva a interferéncia
com histamina e serotonina, desde que cineol falhou em inibir 0 edema de pata
induzido por dextrana, onde estes mediadores exercem um papel fundamental.
Provavelmente um mecanismo envolvendo a inibi¢do da producdo de mediadores

inflamatorios possa ser responsavel por esta atividade, desde que ja foi relatada
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uma inibicdo da producdo de mediadores inflamatorios por cineol (Jwergens
et al, 1998a; Jwergens et al., 1998b).

Em sumario, cmeol demonstrou um efeito antiinflamatorio, cujo
mecanismo de acdo pode envolver a supressdo da producdo de mediadores
inflamatorios. Adicionalmente, cineol potencializou o tempo de sono induzido
por pentobarbital, indicando uma acdo depressora no Sistema Nervoso Central
(SNC). Desde que anestésicos, como a uretana, podem atenuar o edema de pata
induzido por carragenina (Griswold et al., 1982), é aceitdvel que a acédo
depressora no SNC possa também contribuir para a atividade antiinflamatéria de
cineol. A administracdo oral de cineol, em doses acima de 2 g/Kg, em
camundongos, ndo produziu mortalidade. Estudos de Kristiansen & Madsen
(1995) mostram que ratos que receberam cineol, via oral, 1 g/Kg diariamente,
durante 28 dias consecutivos, ndo apresentaram encefalopatia ou nefropatia.
Essas observagfes indicam que o efeito antiinflamatorio de cineol, na dose de
400 mg/Kg, ndo é resultante de uma toxicidade neuronal e esses achados dao
suporte ao uso industrial de cineol em preparacdes farmacéuticas como
antitussigeno.

Trés modelos agudos de testes nociceptivos foram usados para avaliar a
poténcia analgésica de cineol, o teste de contor¢Bes abdominais induzidas por
acido acético (Koster et al, 1959), formalina (Elunskaar & Hole, 1987) e placa
quente (Eddy & Leimbach, 1953).

O teste da formalina é um modelo de dor aguda e tdnica, sendo considerado
um modelo mais valido para dor clinica do que os testes com estimulo mecanico
ou térmico (Murray et al, 1988; Tjolsen et al, 1992). O teste é Gtil ndo somente
para detectar drogas analgésicas, mas tambem para a elucidacdo de mecanismos
de dor e analgesia. Neste modelo, a injecdo subplantar de formalina na pata
traseira do camundongo, elicita uma resposta comportamental bifasica. A
primeira fase da resposta acredita-se representar um efeito irritante direto da
formalina nas fibras C sensoriais, enquanto a resposta secundaria deve-se ao

desenvolvimento de uma resposta inflamatoria e a liberagdo de mediadores
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algésicos (Hunskaar & Hole, 1987). Enquanto as drogas de acdo central,

como 0s narcoticos, podem inibir ambas as fases, as drogas de acdo periférica,
como as drogas antiinflamatérias ndo esteroidais e corticosterdides, somente
inibem a fase secundaria (Hunskaar & Hole, 1987; Rosland et al, 1990; Tjolsen
et al, 1992; Malmberg & Yaksh, 1993; Jett & Michelson, 1996).

Tem sido postulado que a dor periférica mediada pela formalina pode ser
anéloga a dor humana pos-operatdria (Abbott & Franklin, 1986). Nossos dados
mostram que cineol (200 e 400 mg/Kg, v.0.), exerce uma acdo antinociceptiva
em ambas as fases, de uma maneira similar a morfina, um agonista prototipo de
receptor opidide, conhecido por sua potente acdo analgésica agindo em sitios
espinhais e supra espinhais (Ramabadran & Bansinath, 1990). Os resultados
demonstram a participacdo de um mecanismo central e periférico de acdo que
contribui para o efeito antinociceptivo de cineol.

A nocicepgdo induzida por acido acético tambeém foi eficazmente prevenida
pelo cineol. Embora a inibicdo das contor¢des abdominais induzidas por acido
acético represente uma antinocicepcdo periférica (Wie et al, 1986), o0 modelo ndo
possui especificidade, desde que uma diversidade de compostos farmacoldgicos,
como antidepressivos triciclicos (Takahashi & Paz, 1987), antihistaminicos (Yeh,
1986) e antihipertensivos (Pettibone & Mueller, 1981) inibem as contorcdes
abdominais induzidas por acido acético e mostram uma antinocicepcao que pode
ser questionada.

O ensaio da placa quente é largamente conhecido por ser sensivel somente
para drogas que agem a nivel supraespinhal (Yasksk & Rudy, 1977). Ankier
(1974) testando analgésicos anélogos & morfina, em camundongos, demonstrou
que a placa quente a 55 °C produzia resultados falso negativos e sugeriu 0 uso de
temperaturas mais baixas. Por isso utilizamos a placa quente com baixa
temperatura (51 = 0,5 °C) para avaliar o efeito antinociceptivo de cineol frente ao
estimulo térmico. Nas doses testadas, cineol ndo produziu analgesia, porém na

dose de 400 mg/Kg prolongou a duragdo da analgesia da morfina neste modelo.
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E possivel que um efeito sedativo de cineol contribua para a potencializacio
do efeito da morfina.

O mecanismo preciso e 0 sitio do efeito antinociceptivo de cmeol, em
camundongos, ndo é claro. Naloxona, um conhecido antagonista da morfina
(Ramabadran & Bansinath, 1990) aboliu o efeito antinociceptivo da morfina,
porém ndo mostrou influéncia sobre a acdo antinociceptiva de cineol. Portanto, é
convincente que cineol ndo exerca sua atividade antinociceptiva via liberacdo de
peptideos opiodides enddgenos a nivel pituitario e/ou adrenal.

O efeito antinociceptivo de cineol na segunda fase do teste da formalina
pode ser secundario a uma agdo antiedematogénica, desde que cineol exibiu
significativa inibicdo do edema de pata induzido por carragenina. Contudo, ao
contrério das drogas antiinflamatorias ndo esteroidais que exercem efeito
somente na segunda fase (Hunskaar & Hole, 1987), cineol exerceu atividade em
ambas as fases do teste da formalina.

A dor relacionada aos testes comportamentais utilizados para selecionar
agentes potencialmente antinociceptivos pode ter algumas limitagcbes. Por
exemplo, ndo esta claro qual extensdo da sedacdo ou alteracdes nas funcdes
motoras podem influenciar o resultado destes testes. Estudos de Rosland (1990)
sugerem que a sedacgd@o pode reduzir respostas motoras coordenadas, como 0 ato
de lamber a pata. Adicionalmente, agonistas da adenosina que produzem efeitos
comportamentais, como uma inibicdo da atividade locomotora, mostraram
possuir efeito antinociceptivo (Karlsten et al, 1992). No presente estudo, cineol
ndo induziu atividade hipotérmica, que é capaz de modular antinocicep¢do, mas
demonstrou potencializar o tempo de sono induzido por pentobarbital, assim
como mostrou uma significativa diminuicdo da atividade locomotora, no teste do
campo aberto, e um aumento no tempo de imobiliza¢do, no teste de suspensdo da
cauda. Essas observagdes sugerem uma clara acdo depressora no Sistema
Nervoso Central. Desta forma, parece ser possivel que o efeito sedativo de cineol

possa produzir uma aparente antinocicepcdo resistente a naloxona. Uma acéo
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pré-sinaptica de cineol, como no caso da clonidma, que produz analgesia nao
pode ser descartada.

A liberacdo de adenosina pela medula espinhal pode estar envolvida com a
acdo antinociceptiva da morfina a nivel espinhal (Sawynok & Sweeney, 1989;
Keil et al, 1996; Poon & Sawynok, 1988). Teofilina, um antagonista da
adenosina (Daly, 1982), mostrou diminuir a antinocicep¢do da morfina. Estudos
de Mello (1996) mostram que a adenosina causa uma reducdo no namero de
contorgdes abdominais induzidas por &cido acético e no tempo gasto pelo animal
lambendo a pata injetada com formalina que foi resistente a naloxona mas
sensivel ao bloqueio com cafeina (30 mg/Kg) ou teofilina (10 mg/Kg). Na
tentativa de avaliar o papel da adenosina endégena na acdo analgésica de cineol,
o efeito da teofilina, sobre a nocicepcdo de cineol, foi testado no modelo da
formalina em camundongos. Os resultados mostram que teofilina sozinha
aumentou significativamente a nocicep¢do em ambas as fases do teste. A
associacdo de teofilina e cineol resultou em signficativa inibicdo ndo somente
para o efeito nociceptivo de teofilina mas também inibiu a antinocicepcdo de
cineol, particularmente na primeira fase do teste. Estes resultados indicam uma
influéncia modulatoria da adenosina enddgena na antinocicepcdo de cineol.
Desde que o efeito de cineol, na segunda fase, ndo foi alterado pela teofilina
outros mecanismos podem também estar envolvidos.

Em resumo, cineol possui propriedades analgésica e sedativa, sendo efetivo
oralmente. Porém, o mecanismo de acdo analgésica difere da acdo dos opiaceos,
pois cineol €é resistente a naloxona. Parte do mecanismo pode envolver a
adenosina enddgena e uma inibicdo da geracdo de metabolitos do 4cido
aracdénico, desde que cineol é capaz de exercer atividade antiinflamatéria nas
doses que produzem antinocicepgédo. Os resultados sugerem que cineol possa ser
o0 responsavel pelo efeito antinociceptivo dos 6leos essenciais de Psidium dentre
outros, citados inicialmente por Weyers & Brodbeck (1989) e Santos et al
(1996).
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Varios agentes quimicos podem induzir convulsfes, em doses toxicas,
por uma variedade de mecanismos. Compostos como 0 pentilenotetrazol,
bicuculina, picrotoxina, estricnina, agonistas dos receptores NMDA e kainato sdo
comumente utilizados para selecionar potenciais agentes anticonvulsivantes e séo
geralmente administrados sistemicamente em camundongos e ratos para induzir
convulsdes (Swinyard et al, 1989; Ldscher & Schimidt, 1993).

Cineol é capaz de prevenir mortes durante convulsdes induzidas por
pentilenotetrazol. N&o € claro se cineol possue uma agéo ansiolitica. A prevencao
das convulsdes induzidas por pentilenotetrazol, em camundongos, € o modelo
mais utilizado para selecionar drogas ansioliticas (Lippa et al, 1979). Contudo,
cineol ndo exerceu efeito protetor contra as convulsbes induzidas por estricnina
(antagonista da glicina) e pilocarpina (colinomimético) (Soaje-Echanque & Lim,
1962; Turski et al, 1984).

Na tentativa de compreender o mecanismo de protecdo contra as convulsdes
induzidas por pentilenotetrazol (PTZ) pelo cineol é necessario ir aos aspectos
bésicos do modelo de epilepsia induzido por PTZ e 0o mecanismo geral de agdo
das drogas antiepilépticas.

O PTZ é utilizado, em roedores, para produzir um modelo animal de
epilepsia de pequeno mal e de grande mal (Swinyard, 1969; Kent & Webster,
1983; Swinyard et al, 1989), assim como para comparar a eficicia de drogas
antiepilépticas (Swinyard et al, 1989). Os antiepilépticos, em geral, controlam as
descargas anormais de neurbnios cerebrais pelos mecanismos: (1) aumento dos
processos inibitorios (primariamente mediado pelo GABA), (2) reducdo da
transmissdo excitatoria (particularmente mediada pelo glutamato ou (3)
modulacdo da condugdo de cations pela membrana (Na+; Cat2 ou K+) (Porter,
1993; Ldscher & Schmidt, 1993). O PTZ pode inibir a glutamato desidrogenase e
a aspartato aminotransferase e estimular a GABA aminotransferase em
homogenatos de cortex cerebral de ratos, com uma consequente elevagdo de
neurotrasmissores excitatorios (aspartato e glutamato) e diminuicdo de GABA

(neurotransmissor inibitdrio) (Lacoste et al, 1988). Portanto, PTZ potencializa a
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neurotransmissdo no receptor NMDA pela reducdo da atividade do receptor

GABAa (Wood, 1991; Morgan & Curran, 1991).

Cineol falhou em antagonizar as convulsdes induzidas por picrotoxina
(antagonista do GABA), indicando que o efeito protetor de cineol ndo é um
resultado de aumento do GABA.

O oxido nitrico pode exercer papel anti e pré convulsivante em modelos
experimentais de epilepsia (Del-Bel et al, 1997). Neste estudo, avaliamos a
possivel influéncia modulatéria de 7-nitroindazol, um inibidor da 6xido nitrico
sintase neuronal (Moore et al, 1993) sobre a prevencdo das mortes induzidas por
PTZ pelo cineol. Os resultados mostram que 7-nitroindazol foi inefetivo em
alterar o efeito protetor de cineol. Interessantemente, cineol ndo suprime as
convulsdes induzidas por pilocarpina (Turski et al, 1991) mas antagoniza 0s
componentes tonicos das convulsbes induzidas por PTZ, indicando que o efeito
de cineol é dependente do modelo de convulsdo empregado.

A adenosina pode agir como um anticonvulsivante endégeno (Dragunow et
al, 1985; Berman et al, 1990). Os niveis de adenosina aumentam dramaticamente,
dentro de segundos, apds o inicio da convulsdo (Winn et al, 1979). A adenosina
se liga ao receptor A] pré-sinaptico, e via uma proteina G inibitéria (Gi), reduz a
concentracdo de AMPc, em retomo levando a uma diminuig¢do da liberacéo de
aminoéacidos excitatorios (Fredholm et al, 1983; Corradetti et al, 1984) que estdo
envolvidos na epilepsia (Dragunow, 1991). Agonistas seletivos de receptores Aj
e A2a oferecem protecdo contra as convulsdes induzidas por PTZ (Adami et al,
1995). Contudo, agonistas da adenosina ndo oferecem potencial como agentes
anticonvulsivantes, devido a uma variedade de efeitos periféricos, principalmente
cardiovasculares associados com a acdo central dessas drogas (Adami et al,
1995). Para esclarecer a participacdo da adenosina enddgena na atividade
anticonvulsivante de cineol, utilizamos cafeina, um antagonista ndo seletivo de
receptores Aj e A2 Os dados mostram que o efeito anticonvulsivante de cineol
ndo foi afetado pela cafeina. O mecanismo de ac¢do anticonvulsivante de cineol

ainda necessita ser esclarecido.
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A toxicidade aguda de drogas antiepilépticas em roedores ¢ manifestada

por uma deficiéncia neuroldgica, como sedacdo e relaxamento muscular. Esses
efeitos podem ser quantificados por observagdes diretas do comportamento do
animal ou pelo método do “rotarod”. Drogas antiepilépticas que produzem efeito
anticonvulsivante somente em doses neurotdxicas, em camundongos e ratos, sdo
consideradas ndo seletivas e podem ndo apresentar valor clinico (Swinyard et al,
1989). Embora cineol demonstre efeito sedativo observado pela potencializagéo
do tempo de sono induzido por pentobarbital e o0 tempo de imobilizacdo no teste
de suspencdo da cauda, ndo altera a performance dos animais no modelo do
“rotarod”, mostrando que cineol ndo apresenta neurotoxicidade.

Em conclusdo, os resultados mostram uma atividade anticonvulsivante de
cineol. Associado ao seu potencial antinflamatorio e antinociceptivo, apds a
administracdo sistémica, cineol pode ser uma estratégia terapéutica util no
tratamento de epilepsia.

Os resultados claramente demonstram uma propriedade gastroprotetora de
cineol. O modelo de ulcera induzida por etanol e indometacina sdéo os modelos
experimentais mais utilizados para a avaliacdo de atividade antitlcera em ratos
(Robert et al, 1979; Kapui et al, 1993). Comparativamente, cineol mostrou
melhor inibicdo das lesbes géastricas induzidas por etanol do que das lesbes
induzidas por indometacina.

Cineol nas doses de 50, 100, 200 e 400 mg/Kg produziu inibicdo dose
dependente das lesBes gastricas induzidas por etanol.

O etanol em altas concentragGes causa hemorragia, hiperemia e formacéo
de estrias no estdmago. A formacdo de estrias resulta de uma pronunciada
mudanca microvascular que inicia em segundos, apds a administragdo do etanol,
uma vasoconstriccdo € acompanhada por uma rapida e vigorosa dilatagdo
arteriolar. Esta combinacdo de eventos microcirculatorios causa uma marcada
congestdo dos capilares da mucosa, com uma consequente elevagdo da presséo
destes capilares (Oates & Hakkinem, 1988; Glavin & Szabo, 1992). Estudos tém

demonstrado que a exposi¢do da mucosa gastrica ao etanol resulta rapidamente
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em isquemia da mucosa gastrica (Itoh & Guth, 1985). Mediadores enddgenos,

produtos da peroxidacdo lipidica, aminas vasoativas e peptideos (Szabo et al,
1985), bem como radicais livres de oxigénio (Haliweel, 1991; Al-Bekairi et al,
1992) estdo envolvidos nas lesdes causadas por etanol na mucosa gastrica. Ao
contrario de cineol, cimetidina, um antagonista de receptor H2, ndo foi capaz de
inibir as lesdes géstricas induzidas por etanol. A inefetividade de cimetidina,
neste modelo, esta de acordo com os achados de Robert (1979) e Puurunen
(1980).

As prostaglandinas (PGs), metabolitos da via da ciclooxigenase (COX), séo
potentes mediadores da resposta inflamatdria. A partir da caracterizacdo de duas
isoformas da COX, a ciclooxigenase-l (COX-1), constitutiva, que produz
prostaglandinas capazes de proteger o estbmago e o rim, e a ciclooxigenase-2
(COX-2), induzida por estimulos inflamatorios e que produz prostaglandinas
participantes do processo de dor e da intensificacdo da inflamacdo (Smith &
DeWitt, 1995), o desenvolvimento de novos antiinflamatorios ndo esteroidais
(AINES) intensificou-se na pesquisa de inibidores da COX-2. Varios compostos
sintetizados, que inibem preferencialmente COX-2, como nabumetona,
meloxicam, nimesulide, dentre outros, que seriam desprovidos de efeitos
grastrointestinais e renais, que frequentemente estdo associados aos AINEs
(Ford-Hutchinson, 1996), também podem induzir toxicidade gastrointestinal,
particularmente quando sdo empregadas altas doses (Wallace et al, 1998).
Contudo, o beneficio da inibicdo preferencial de COX-2, em relacdo a COX-1,
nos estados inflamatorios ainda ndo foi completamente comprovada (Gilroy et al,
1998).

A liberacdo de 6xido nitrico (ON) é capaz de aumentar o fluxo sanguineo
da mucosa géstrica e prevenir a aderéncia de leucdcitos, sem alterar a pressédo
arterial sistétmica, por isso novas drogas estdo sendo desenvolvidas, os Nitro-
Antiinflamatérios Nao Esteroidais (NO-AINEs). O ON parece exercer sua acao
de forma semelhante as prostaglandinas, mantendo a integridade da mucosa
gastrica (Wallace et al, 1994).
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Com o intuito de avaliarmos a capacidade de cineol em inibir os danos

gastricos pelos AINEs, realizamos o modelo classico de indugdo de ulcera
gastrica com indometacina, um inibidor ndo seletivo de ciclooxigenase, que age
por multiplos mecanismos, incluindo supressdo de prostaglandinas, producdo de
leucotrienos, acéo irritante local, aumento na secrecdo &cida gastrica e reducgéo de
fluxo sanglineo (Vane, 1971; Dajani & Agrawal, 1995; Lanza et al, 1995; Taha
et al, 1995; Wagner et al, 1995).

O papel dos leucotrienos, como mediadores da Ulcera gastrica, ¢ bem
observado na aplicacdo local de LTC4, que causa vasoconstriccdo na mucosa
gastrica de ratos e pode induzir estase nas arteriolas e vénulas na submucosa
(Whittle et al, 1985). As prostaglandinas (PGs) tém efeito antisecretorio e
gastroprotetor (Robert et al, 1979) e compostos com potencial gerador de PGs
sdo protetores da mucosa gastrica contra varios agentes ulcerogénicos (Franzone
et al, 1988; Walt, 1992; Dajani & Agrawal, 1995). O mecanismo pelo qual as
PGs protegem a mucosa ndo foi completamente esclarecido, mas 0 aumento da
secrecdo de muco e bicarbonato é uma possivel explicacdo (Wilson et al, 1986;
Smedifors & Johansson, 1986). Por outro lado, as PGs também podem aumentar
o fluxo sanguineo da mucosa (Colton et al, 1978).

A indometacina aumenta a secrecdo basal, assim como a secrecdo
estimulada por histamina, de ions ET no homem (Levine & Schwartzel, 1984;
Feldman & Colturi, 1984) mas aumenta somente a secre¢do basal no rato
(Wagner et al., 1995). Aumenta a secrecdo de H+ estimulada por histamina em
glandulas gastricas e células parietais de coelhos (Levine et al, 1991), enquanto
ndo exerce efeito no estdmago de ra (Rowe et al., 1986). A variacdo de acOes de
AINES sobre a secre¢do acida géstrica esta relacionada a diferentes espécies e/ou
diferencas nas variagOes apresentadas pelos modelos experimentais.

As espécies reativas de oxigénio sdo uma das causas do dano gastrico
induzido pelos AINEs (Vaananen et al, 1991). A indometacina promove
significativa infiltracdo neutrofilica na mucosa gastrica e estes sdo 0s principais

responsaveis pela liberacdo de tais oxidantes (Wallace et al, 1990; Alican et al,
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1995). Neutrofilos ativados podem contribuir para o processo ulcerativo

através da liberagdo de proteases e espécies reativas de oxigénio que danificam a
mucosa gastrica (Bozkurt et al., 1998).

O pré-tratamento com cineol na dose oral de 400 mg/Kg produziu uma
protecdo contra as lesdes gastricas induzidas por indometacina de maneira similar
a cimetidina (100 mg/Kg, v.0.).

A avaliacdo experimental com ratos, com piloro ligado, mostra que cineol
(200 e 400 mg/Kg) reduziu o volume secretdrio acido assim como a acidez
estomacal total. Adicionalmente, cineol aumentou 0 muco da mucosa gastrica e
reduziu a velocidade de esvaziamento gastrico. Estes achados indicam um
possivel envolvimento da estimulacdo de prostaglandinas ou uma inibicdo de
leucotrienos no efeito citoprotetor/antitlcera de cineol. Altemativamente, cineol
pode estar agindo através da inibicdo da estimulacdo vagai ou pela ativacdo de
receptores inibitdrios da adenosina na regido fundica géastrica (Scarpignato et al,
1987; Puurunen & Huttunen, 1988). A inibi¢do da atividade vagai pode também
explicar o retardo do esvaziamento gastrico apds a administragdo de cineol. A
inibicdo de dxido nitrico sintase ou estimulacdo da colecistoquinina-octapeptideo
(CCKB8) nas fibras vagais gastricas leva ao retardo no esvaziamento gastrico em
ratos (Plourde et al, 1994; Richards et al, 1996). Entretanto, L-NAME, um
inibidor da ON sintase constitutiva, ndo foi capaz de reverter o efeito de cineol
neste estudo.

Estudos de Bozkurt et al (1988) e Cho & Ogle (1990) mostram que a
administracdo de adenosina exdgena exerce um efeito protetor sobre as lesdes
gastricas induzidas por indometacina e etanol. Estes autores observaram que o0
aumento no volume do suco gastrico e da acidez em animais com piloro ligado,
tratados com indometacina, pode ser revertido pelo pré-tratamento com
adenosina. Um possivel envolvimento da adenosina enddgena na gastroprotecao
de cineol foi verificado utilizando agonistas e antagonistas da adenosina. Os
resultados mostram que CPA (1 mg/Kg), agonista de receptor Ab promoveu

potencializagcdo, NECA (0,1 mg/Kg), um agonista ndo seletivo de receptores Aj e
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A2, e 8-fenilteofilina (8 mg/Kg), antagonista ndo seletivo de receptores Ai e
A?, ndo exerceram influéncia significativa sobre a lesdo gastrica induzida por
etanol. Adicionalmente, 8-fenilteofilina ndo alterou o efeito gastroprotetor do
cineol.

Esses achados indicam que os adenoceptores A] e A2 ndo participam no
efeito gastroprotetor de adenosina exdgena. Recentes evidéncias implicam que o
adenoceptor A3, acoplado a fosfolipase C, oferece citoprotecdo por estimular a
produgdo de enzimas antioxidantes (Ramakumar et al, 1995). Para a
comprovacdo da participacdo do receptor da adenosina A3 no efeito
gastroprotetor de cineol outros ensaios necessitam ser realizados.

Em conclusdo, cineol parece ser um promissor agente gastroprotetor no
combate as lesbes gastricas induzidas por agentes necrotizantes e por
antiinflamatorios ndo esteroidais.

Cineol reduziu de forma significativa o efeito secretorio intestinal induzido
pela toxina da cdlera.

A toxina da célera possui duas subunidades, a subunidade A ativa que esta
ligada convalentemente a cinco subunidades B, que sdo essenciais para a ligagao
ao receptor, gangliosideo GMI nos enterocitos. Apos ligacdo, a subunidade A é
internalizada e através de uma complexa cascata de eventos que envolve a ADP-
ribolisacdo, da subunidade alfa, da proteina de ligacdo ao GTP, Gs, que €
responsavel pela estimulacdo da atividade da adenilato ciclase. Apés a ADP-
ribolisacdo desta proteina (Gs), ocorre estimulacdo da atividade da adenilato
ciclase de maneira ndo reversivel. O resultado é um aumento dramatico nos
niveis de AMPc intracelular que é o responsavel pela secrecdo de cloro e
associada perda de sodio e agua (Field et al, 1972; Kaper et al, 1995). A toxina
da cdlera também estimula a secrecdo intestinal por outros mecanismos como a
estimulacdo da citocina pré-inflamatdria IL-6 (McGee et al, 1993), serotonina e
VIP (Nilson et al, 1983) e pela promocdo da permeabilidade intestinal
(Triadafilopoulos et al, 1989).
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No estudos anterior, cineol atenuou a secrecdo gastrica acida em ratos.

Essa observacdo associada ao fato que cineol é capaz de inibir a da secrecdo
intetinal induzida pela toxina da colera, indicam que cmeol possui uma atividade
antisecretoria.

A ativacdo de mastocitos e neurdnios intestinais exercem um papel
significativo nos efeitos da toxina da cllera em ratos. Desde que a adenosina
pode exercer um numero de efeitos antiinflamatonos pela ativacdo de receptores
da adenosina A2 (Cronstein, 1995; Rosengren et al, 1995) e uma influéncia
modulatoria sobre a degranulacdo de mastocitos e atividade neuronal (Sawynok
et al. 1997; Fredholm et al, 1993), avaliamos o efeito de 8-fenilteofilina, um
antagonista ndo seletivo de receptores da adenosina Aj e A2, sobre a supressao,
pelo cineol, da acumulacdo de fluido intestinal induzida pela toxina da cdlera. Os
resultados demonstram nenhuma influéncia significativa na secrecdo intestinal
induzida pela toxina da colera.

Os resultados indicam que cineol exerce um efeito protetor contra a
hepatotoxicidade induzida pela administracio de D-Galactosamina e
Lipopolissacarideo (GalN/LPS). Foi sugerido que o Fator de Necrose Tumoral
alfa (TNF-a) exerce um papel chave na injuria hepatica induzida por GalN/LPS,
que ¢é caracterizada por apoptose e subseqiente lise da célula hepatica
(Freudenberg et al, 1986; Dinerello, 1991; Leirst et al, 1995; Morikawa et al,
1998). A administracdo de GalN/LPS promoveu choque letal e intensa necrose
hepéatica em todos os animais do grupo controle, enquanto nos animais tratados
com cineol (400mg/Kg, v.0.) e dexametasona (1 mg/Kg, s.c.) foi observada
completa protecdo contra a morte. Adicionalmente, ambos os agentes suprimiram
0 aumento do peso hepatico induzido por GalN/LPS, assim como alteragdes
histologicas, como necrose e hemorragia. Contudo, ndo foi observada alteracdes
nos niveis das transaminases séricas ou nas concentracfes de malonaldeido
hepatico nos grupos tratados com GalN/LPS, cineol ou dexametasona. A faléncia
hepética induzida por GalN/LPS envolve o TNF-a, que contribui para a

apoptose e consequentemente para a necrose. A auséncia de deteccdo de
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alteracBGes nos niveis de transaminases pode se dever ao periodo de coleta do

sangue (isto €, 2h apos a administracdo de GalN/LPS).

Os dois principais fatores transcnpcionais responsaveis pelos efeitos de
TNF-a e Interleucina-l (IL-1) sdo o fator nuclear Kappa B (NF-KB) e
“activating protein 1” (AP-1). Estes fatores induzem vaérias proteinas envolvidas
nos processos inflamatérios e imunes, como citocinas, moléculas de adesdo,
fatores de crescimento, metaloproteinases e outras proteinas que participam da
producdo de prostaglandinas, leucotrienos e Oxido nitrico (Baldwin, 1996).
Glicocorticoides e dexametasona, potentes antiinflamatérios, podem inibir o NF-
KB e AP-1 (Scheinmann et al, 1995). Ainda ndo foi demonstrado se cineol age
de maneira similar.

Em comparacdo a dexametasona e cmeol, L-NAME, um inibidor da oxido
nitrico sintase (ONS) constitutiva (Moncada et al, 1991), ofereceu somente
protecdo parcial da morte. Aminoguanidina, um inibidor da ONS induzida
(Cobett et al, 1992) preveniu completamente a mortalidade associada com
GalN/LPS, indicando a participacdo desta enzima no dano hepatico.

Para avaliar a participacdo do Oxido nitrico (ON) no efeito protetor de
cineol, testamos a influéncia da L-arginina, substrato para a sintese de ON, e
nitroprussiato de sodio, um doador de ON, sobre o efeito de cineol. Os resultados
demonstraram que esses agentes ndo foram capazes de bloquear o efeito de
cineol, sugerindo a néo participacdo do ON no mecanismo de agdo de cineol.

Cineol exerce efeito inibitorio sobre a producdo de TNF-a, IL-ip, LTB4 ¢
TXB2 por mondcitos estimulados com LPS e IL-1(3 zri vrtra (Juergens et al,
1998). Esta propriedade do cineol pode ser responsavel pelo efeito protetor
contra a toxicidade de GalN/LPS in vivo. O exato mecanismo de agdo do cineol
ndo é claro, contudo, cineol pode oferecer uma nova estratégia terapéutica para
combater a toxicidade hepética e outras patologias associadas ao choque séptico.

Cineol foi utilizado nas doses de 200 e 400 mg/Kg para avaliar sua

toxicidade na reproducdo de ratos.
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Nestas doses, cmeol é capaz de produzir efeito antiinflamatério,

antmociceptivo, antiulcerogénico, antisecretono e anticonvulsivante m vivo.

Os animais que receberam cineol nas doses de 200 e 400 mg/Kg, nos dias !
a7 ede8a 15 da gravidez, ndo sofreram alteracdo significativa no peso corpdreo
quando comparados aos animais controle.

Cmeol, nas doses utilizadas, ndo alterou o ciclo estral dos ratos, mostrando
ndo interferir na ovulacdo. Contudo, o indice de gravidez e o peso dos fetos foi
reduzido em animais que receberam cineol (200 e 400 mg/Kg, v.0.), nos dias | a
7 da gravidez. O tratamento com cineol, nos dias 8 a 15 da gravidez, ndo alterou
0 indice de gravidez e o peso dos fetos. Possivelmente cineol, por sua acao
antiinflamatoria, possa prejudicar a reacdo decidual e consequentemente, 0
processo de nidacdo. Alguns autores relatam que o sucesso da implantagéo do
ovo fertilizado no Utero requer alteracfes locais que S0 comuns aos Processos
inflamatorios. Por essa razdo, o uso de agentes durante o periodo de
periimplantacdo pode prejudicar a fertilidade, provavelmente pela reducdo da
permeabilidade vascular, que é um acontecimento obrigatorio na implantacdo do
blastocisto (Psychoyos, 1960).
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7. CONCLUSOES

Os dados obtidos da presente investigagdo com cineol nos permite concluir:

»E»

Cineol, o monoterpeno presente em Varios 0leos essenciais de plantas,
exibe baixo potencial toxico. Sua DL50, por via oral, foi de 3,85 + 0,33
g/Kg. Contudo, manifestou discreta sedacdo com a dose de 400 mg/Kg,
via oral, mas ndo evocou ataxia ou incoordenacdo motora, indicando

auséncia de toxicidade neuronal.

Cineol demonstrou atividade pro-inflamatéria e pré-nociceptiva local.
Nestas acOes os mastocitos e a adenosina exercem um papel chave. A
inducdo de edema, na pata traseira de rato, pelo cineol pode servir como
um modelo animal para selecionar compostos com potencial atividade

antianafilactica e antiinflamatoria.

Em contraste a aplicacdo local, a administracdo sistémica de cineol
exerce efeito antiinflamatorio e antinociceptivo. Em modelos animais,
este composto ndo apenas inibe o edema inflamatorio agudo e a
permeabilidade vascular, mas também suprime a formacdo de tecido de
granulacdo induzida por irritante fisico, onde as prostaglandinas

desempenham um papel essencial.

Cineol parece possuir propriedades sedativa e anticonvulsivante. Ele
potencializou o tempo de sono induzido por pentobarbital e preveniu
convulsdes em modelos de epilepsia por pentilenotetrazol. A adenosina
enddgena parece ndo participar nesta acdo protetora contra as

convulsdes por pentilenotetrazol.
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Cineol exerceu fungéo gastroprotetora. Reduziu efetivarnente o efeito
necrotizante do alcool e os danos gastricos induzidos pela indometacina.
A reducdo da acidez géstrica e 0 aumento do muco gastrico observados
ap0s o tratamento com cineol podem em parte, explicar a sua
propriedade gastroprotetora. E improvavel a participacdo da adenosina

endogena ou do Oxido nitrico nesta acéo.

O efeito antisecretdéno do cineol foi evidenciado no modelo de secrecdo
géstrica induzida pela ligacdo pilénca e no modelo de acumulacdo de
fluido intestinal induzida pela toxina da colera. O efeito do cineol pode

ter implicacGes terapéuticas no tratamento da Ulcera gastrica e diarréia.

Cineol oferece protecdo contra a hepatite toxica induzida pela
administragéo de D-Galactosamina/Lipopolissacarideo em
camundongos. Neste modelo, cineol mostrou poténcia similar a aquela
mostrada por dexametasona. Dentre 0s possiveis mecanismos
envolvidos na acdo antihepatotdxica de cineol, inclue a sua capacidade

de inibir citocina inflamatorias.

Cineol ndo demonstrou efeitos adversos na reproducdo em ratos fémeas.
Ele ndo alterou o ciclo estral. Contudo, animais tratados nos dias | a 7,
mas ndo nos dias 8 a 15, da gravidez, mostraram reducdo do indice de
gravidez e do peso dos fetos, possivelmente devido a sua agdo

antiinflamatoria.

Os efeitos analgésico, sedativo e anticonvulsivante de cineol
correlacionam-se com as atividades farmacologicas dos 6leos essenciais
de Psidium guyanensis e Psidium pohlianum, cujo principal constituinte

¢ o0 cineol.
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