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“Mas voceé s6 tem que olhar para a milésima parte de uma polegada
através de um bom microscépio, o que amplia, por exemplo, mil vezes,
cada particula aparecera tdo grande como uma polegada a olho nu,

e vocé serd convencido da possibilidade de dividir

cada uma dessas particulas novamente em mil partes:

0 mesmo raciocinio pode ser sempre levado avante

sem limite e sem fim.

Leonhard Euler

“Se enxerguei mais longe, foi porque me apoiei em

ombros de gigantes.
Sir Isaac Newton



RESUMO

Os terpendides sdo compostos conhecidos por diversas aplicagdes, entre elas as terapéuticas,
sendo muitas dessas evidéncias relacionada a canais idnicos, como o0s canais Nay. Os Nay sdo
0S encarregados por iniciar os potenciais de acdo em células excitaveis, incluindo neurdnios
nociceptores ganglionares da raiz dorsal (DRG), um dos responsaveis pela sensacdo de dor.
Os canais Navy representa uma familia inteira de canais, que é composta por novo subtipos: de
Nav 1.1 a Nay 1.9, sendo os Nay 1.7 a Nay 1.9 0s mais expressos em neurdnios DRG. Os
terpendides S-(+)-carvona, (-)-carveol, R-(+)-limoneno e a-bisabolol foram usados para os
experimentos de patch-clamp nas células CHO-hNay 1.7 (concentracdo de 500 uM e para a
citotoxicidade em células CHO-hNay 1.7 e SH-SY5Y (concentragdo de 125, 250, 500, 1000,
2000, 4000 e 8000 uM). Os registros eletrofisiolégicos de correntes de Nav1.7 foram obtidos
por meio da técnica de patch-clamp no modo voltage-clamp na configuracdo whole-cell na
linhagem CHO-hNay 1.7. Para isso, foi utilizado o seguinte protocolo: potencial de holding
em -90 mV seguido de um pulso teste de -120 mV para 0 mV durante 200 ms. E para 0 ensaio
de citotoxicidade, as células foram plaqueadas com 3x10* células por pogo, foram tratadas
com terpendides por 24h, depois foi adicionado MTT e ap6s 4h as placas foram centrifugadas,
0 sobrenadando foi descartado e entdo adicionou-se DMSO, a leitura das placas foi em
espectrofotdbmetros a 570 nm. Os valores de densidade de corrente de Nay 1.7 na situacdo
controle e na presenca dos terpenoides foram respectivamente: S-(+)-carvona -21,75 + 2,95
AJF para -17,82 + 1,55 A/F, correspondendo a uma inibicdo de 18,07%; (-)-carveol, -47,46 +
10,76 A/F para - 46,23 + 8,62 A/F, taxa de inibi¢do de 2,59%; R-(+)-limonene -23,45 + 2,41
AJF para -14,87 + 2,41 AJF, taxa de inibi¢do de 36.6% e finalmente, a-bisabolol -13,71 £+ 2,41
AJF para -4,18 £+ 0,62 A/F, com uma taxa de inibicdo de 69.5%. J& as Clsg nas células SH-
SY5Y e CHO-hNay 1.7 — em uM — foram respectivamente: 5577 + 1,06 e 3876 para 0 R-(+)-
limoneno, 2190 + 1,16 e 2497 + 1,06 para a S-(+)-carvona, 1205 + 1,14 e 1495 £ 1,08 para o
(-)-carveol, e por fim 1002 + 1,10 e 1730 + 1,03 para o0 a-bisabolol. Dos terpendides, apenas o
R-(+)-limoneno e o a-bisabolol inibiram as correntes de sddio em células CHO-hNay 1.7. E
essa modulacdo ndo foi influenciada pela citotoxicidade dos terpendides, uma vez que a
concentracdo de 500 uM usada no patch-clamp ndo foi citotdxica para as células CHO-hNay
1.7. Além disso, de forma geral, os quatro terpendide apresentaram citotoxicidade muito

baixa, sendo todas as Clso acima de 1000 uM.

Palavras-chave: Limoneno. Bisabolol. Carvona. Carveol.



ABSTRACT

Terpenoids are compounds known for several applications, including therapeutics, and many
of these evidences are related to ion channels, such as Nav channels. Nay are responsible for
initiating action potentials in excitable cells, including dorsal root ganglion nociceptor
neurons (DRG), one of those responsible for the sensation of pain. Nav channels represent an
entire family of channels, which is composed of new subtypes: from Nay 1.1 to Nay 1.9, with
Nav 1.7 to Nay 1.9 being the most expressed in DRG neurons. The terpenoids S-(+)-carvone,
(-)-carveol, R-(+)-limonene and a-bisabolol were used for the CHO-hNay 1.7 cell patch-clamp
experiments (500 uM concentration and CHO-hNay 1.7 and SH-SY5Y cells (concentration of
125, 250, 500, 1000, 2000, 4000 and 8000 uM) .The electrophysiological recordings of Nay
1.7 currents were obtained by the patch-clamp technique in the voltage-clamp mode in the
whole-cell configuration in CHO-hNay 1.7 lineage The following protocol was used: holding
potential at -90 mV followed by a test pulse of -120 mV to 0 mV for 200 ms. In the
cytotoxicity assay, cells were plated at 3x10* cells per well, treated with terpenoids for 24h,
then MTT was added and after 4h the plates were centrifuged, the supernatant was discarded
and then DMSO was added, the plates were read in spectrophotometers at 570 nm. Nay 1.7
current density values in control and presence of terpenoids were respectively: S-(+)-carvone
-21.75 + 2.95 AJF to -17.82 + 1.55 AJF, corresponding to an inhibition of 18.07% ; (-)-
carveol, -47.46 £ 10.76 A/F to - 46.23 + 8.62 A/F, inhibition rate of 2.59%; R-(+)-limonene -
23,45 + 2,41 A/IF to -14,87 + 2,41 A/F, inhibition rate 36.6% and finally a-bisabolol -13,71 +
2,41 A/F to -4,18 £ 0,62 A/F, with an inhibition rate of 69.5%. The Clso in SH-SY5Y and
CHO-hNay 1.7 cells - in uM - were respectively: 5577 + 1.06 and 3876 for R-(+)-limonene,
2190 + 1.16 and 2497 * 1.06 for S-(+)-carvone, 1205 + 1.14 and 1495 * 1.08 for (-)-carveol,
and finally 1002 = 1.10 and 1730 + 1.03 for a-bisabolol. Only R-(+)-limonene and a-bisabolol
inhibited sodium currents in CHO-hNay 1.7 cells, this modulation was not influenced by
terpenoid cytotoxicity, since the 500 uM concentration used in the patch-clamp was not
cytotoxic to CHO-hNay 1.7 cells. In addition, all four terpenoids generally had very low

cytotoxicity, all Clso being above 1000 uM.

KEY-WORDS: Limonene. Bisabolol. Carvone. Carveol.
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1 INTRODUCAO

Por mais dolorosa que seja uma sensacdo, muitas coisas dependem da sensacéo de dor:
nossas relacBes interpessoais, a forma que nds nos comportamos em uma sociedade, entre
outras percepcles essenciais a vida. Além disso, essa sensacao é importante para nosso bem-
estar, uma vez que agentes nocivos ao nosso corpo sdo acusados pela dor. Mas as sensacgdes
dolorosas se revelam problematicas quando persistem, e entdo essa sensacdo se mostra como
um incomodo improvéavel de ser aliviado, tendo como exemplo a dor cronica. Nao sendo mais
vista como uma sensacdo auxiliar ao nosso bem, a dor se torna uma sensacdo indesejada
(VERVOORT et al., 2016).

A dor ainda é um problema negligenciado, no que concerne as implica¢fes sociais e
psicolégicas (STANOS et al., 2016). Mas na expectativa de resolver a problematica da dor,
muitas pesquisas surgem na busca de alternativas terapéuticas, e dentro desse conjunto ha
diversos elementos como os antagonistas NMDA, opioides, drogas antiepilépticas,
bloqueadores de canais de calcio, ativadores de canais de potassio e moduladores de canais de
sodio (CHONG et al., 2006; WORLEY, 2016).

Os canais idnicos sdo proteinas transmembranares que regulam a passagem de
cargas elétricas através da membrana plasmatica, e isso se relaciona com a funcionalidade de
transmissdo de muitas informacdes. Sdo essenciais para diversas funcBes, tais como:
excitabilidade muscular, transmissdo de informagcfes no tecido nervoso, secrecdo de
hormdnios, entre outras. Por isso, esses canais sdo alvos farmacoldgicos visados pela ciéncia,
no intuito de intervir em doencas (OZ et al., 2015).

Entre os canais ibnicos, os canais de sddio dependentes de voltagem (voltage-gated
sodium channels - VGSCs) estdo entre 0s principais canais para o estudo de patologias como
a dor crbnica. Sendo que é gracas aos VGSCs que ha a despolarizacdo inicial da membrana
celular, levando ao desencadear dos potenciais de acdo. Sendo os potenciais de acdo 0s
responsaveis pela transmissao do estimulo doloroso, os VGSCs sdo portanto, essenciais para
que qualquer pessoa possa ter o sentimento de dor, logo, esses canais de sodio sédo alvos
terapéuticos para o tratamento de dores crénicas (OZ et al. 2015; COSTIGAN et al., 2009).

Os VGSCs representam uma familia de nove canais em mamiferos: Nay 1.1 a Nay 1.9,
expressos em diferentes tecidos (CATTERALL, 2012). Entre esses subtipos, 0 Nay 1.7 é um
alvo farmacol6gico promissor para o tratamento da dor, uma vez que mutacGes no gene
responsavel pela expressdo do canal levam pacientes a terem insensibilidade a dor ou a sofrer
excessivas dores (CHERNOV-ROGAN et al., 2018; DEUIS et al., 2017).
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Muitas drogas exercem seus efeitos terapéuticos atuando nos canais idnicos de varios
tecidos. No contexto da busca por novos agentes farmacologicos, os 6leos essenciais (OES)
foram recentemente investigados em varios estudos para validar sua atividade em varios
canais idnicos. Os OEs apresentam diversos efeitos terapicos, entre eles estdo efeitos
relacionados a dor: analgesia e efeito antinociceptivos por exemplo. Sendo que, muito desses
efeitos acabam por serem atribuido aos derivados terpendides (monoterpenos por exemplo), ja
que esses sao um dos principais componentes dos OEs (WANG et al., 2018).

Por corolario, a investigacdo do efeito desses compostos terpendides sobre a corrente
de sddio de canais Nay 1.7 é de importancia cientifica, ja que existe a relacdo entre a dor, 0

subtipo de canais Nay 1.7 e os derivados de terpenos.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 A excitabilidade neuronal e o potencial de acéo

A transmissdo e interpretacdo de informacGes pelo sistema nervoso € indispensavel a
sobrevivéncia, efetivando-se na comunicacdo entre os neurénios e as células efetoras de
Orgdos. Toda essa historia de evidéncias empiricas e experimentais, mostraram que essas
complexas comunicacOes entre células sdo de natureza eletroquimica, com a presenca de um
componente intracelular e intercelular: o primeiro sendo representado pela natureza elétricas
dos impulsos nervosos, € 0 segundo como natureza quimica (neurotransmissores)
(DRUKARCH et al., 2018).

Para que essas complexas funcfes possam existir, células nervosas se comunicam via
projecOes denominadas dendritos e axonios, as quais possuem a funcdo primordial de
conduzirem o impulso nervoso (potencial de acdo). E para que essa condugdo aconteca, canais
ibnicos sdo indispensaveis: destacando-se os canais dependentes de voltagem para ions sodio
(Nav) e para ions potéssio (Ky), os dois principais componentes, sendo 0 Nay responsavel por
iniciar o potencial de acdo. Além disso, bloqueando os canais de sodio, ou diminuindo o
gradiente de ions Na+, a conducédo do impulso é impedida (DEBANNE et al., 2013).

A Figura 1 representa a acdo dos Nay e Ky em momentos diferentes, sendo que
diferentes subtipos de Ky sdo ativados durante o potencial de acdo, devido propriedades
biofisicas desses canais e também a cinética deles. O Kyl é ativo mais cedo no PA,
influenciando no limiar de disparo dos PAs, o canal Ky2 tem uma cinética mais lenta,
interferindo na forma dos potenciais quando disparados em seguida. Ja o K3 € ativado depois
do K1, atribuindo-se ao K\3 a formado potencial na fase de repolarizacdo em relacdo a
despolarizacéo, alterando o formato do pico (HOWARD, 2016).
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Figura 1: Potencial de acéo e as suas fases, com a participacdo dos canais Nav e Ky
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Fonte: adaptado de HOWARD, 2016 e KRUEGER-BECK et al., 2011.

A esquerda o esquema de um potencial de acdo e 0s momentos especificos da participagdo do canal Nay e dos
diferentes canais Ky indicado pelas setas coloridas: vermelha (Nay), verde (K1), azul (K,3) e seta roxa (Kv2). A
direita, o esquema do potencial de acdo em uma célula e as fases que o comp8em, estando a voltagem (mV) em
funcdo do tempo (ms). Estdo indicados os seguintes elementos no gréfico: PM (potencial de membrana), LD
(limiar de despolarizacéo), PSL (potencial sub limiares), FD (fase de despolarizagdo), FR (fase de repolarizagéo)
e HP (hiperpolarizacéo).

Para que o potencial de acdo (PA) aconteca uma acao conjunta entre 0os Nay e 0s
canais Ky é necessaria, lembrando que é a corrente de fons Na* que iniciam o PA.
Inicialmente, ap6s o estimulo nervoso, os canais Nay se aumentando a condutancia de ions
Na* para o meio intracelular (MIC), dando inicio entdo a fase de despolarizacdo da membrana
celular até atingir um potencial de membrana entre 0 mV e 40 mV (Figura 1). Ja na
repolarizagdo, os canais Nav j& estdo sendo inativados e simultaneamente os canais Ky abrem,
diminuindo-se a entrada de Na* e aumentando a saida de K* para o meio extracelular (MEC),
isso também € atribuido aos gradientes de concentracdo de cada ion: a exemplo do que se
observar em neurdnios gigantes de lula 50 mM de Na* (MIC) e 440 mM (MEC), enguanto
que paro o K* os valores sdo 400 mM (MIC) e 20 mM (MEC) (DEBANNE et al., 2013;
KRUEGER-BECK et al., 2011).

2.1.1 Canais idnicos voltagem-dependentes

Muitos fendmenos bioldgicos, essenciais para a manutencdo da vida, dependem de

proteinas pertencentes a grande familia dos canais i6nicos dependentes de voltagem. Entre
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essas fungdes estdo: liberacdo de hormonios, contragdo muscular, modulacdo de expresséo
génica, processamento de informacdes, entre outras (FRANK et al., 2004).

Essa familia de proteinas corresponde 143 membros (Figura 2), representando
uma variedade de canais seletivos e ndo seletivos: canais para ions Ca*, pata ions Na*, para
K™, canais para cations como os TRPs (canais receptores de potencial transiente) e CNG
(canais modulados por nucleotideos ciclicos). Toda essa variedade representa um dos maiores
grupos, em numero, responsavel por transducdo de sinais, ficando atras apenas dos receptores
acoplados a proteina G e das proteinas quinases. Ha ainda subgrupos de canais, entre esses
grupos estdo os grandes subgrupos dos TRPs, os canais de potassio e também os Nay, como

exemplo temos os Nay, que corresponde a nove canais Nay1.1 a Nay1.9 (FRANK et al., 2004).

Figura 2: Representacéo da superfamilia dos canais idnicos dependentes de voltagem

5 HCN

CNG

Na,

Fonte: adaptado de FRANK et al., 2004.

O diagrama acima representa 143 membros dessa grande familia de canais, sendo relacionados entre si com base
na identidade de aminoacidos. Os canais estdo indicados por tracos de cores diferentes: canais de quatro
dominios repetidos indicados por tracos em azul (Nay e Ca,); Ky (tragcos vermelhos), CNG e HCN (canais
ativados por nucleotideos ciclicos - tracos lilas); os TRP (canais receptores de potencial-transiente - tracos
verdes).
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2.1.2 Canais Nay: subtipo Nay 1.7

Os canais da familia Nay sdo fundamentais para a transmissdao de informacgdes como
as sensacgdes dolorosas, uma vez que estes estdo envolvidos com a génese dos potenciais de
acdo. Os canais Nay sd@o formados por 24 segmentos transmembranares, sendo quatro
dominios (DI a DIV) com 6 segmentos cada um (de S1 a S6), formando-se a subunidade a do
canal Nay. Além disso, a canal ainda é regulado via interagdo com suas subunidade g(Figura
3) (DIB-HAJJ et al., 2019).

Figura 3: Estrutura da subunidade a dos canais Nav e as subunidades auxiliares g2 e g1
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Fonte: adaptado de CATTERALL, 2012.

Estrutura do canal Nay, com as subunidades B auxiliares em ambos lados da grande subunidade a. Esta
representado as extremidades N terminal e C terminal das subunidades do canal, sdo também mostrados os sitios
de modulacdo do canal, bem como o sitio de inativacdo e os segmentos de S1 a S6 de cada dominio, sendo o
segmento 4 indicado como o sensor de voltagem do canal. Além disso, ha indicado outros sitios onde drogas
podem atuar, e no dominio mais préximo da extremidade N terminal da subunidade «, esta indicado onde se
forma o poro do canal. MIC (meio intracelular) e MEC (meio extracelular).

A subunidade a é expressa por 10 genes diferentes, essa expressao se da em tecidos
diversos do corpo. Portanto, podemos dizer que existem 10 subtipos de canais de sodio: Nay

1.1 a Nav 1.9, e 0 Nax encontrado no utero, em astrocitos e no tecido hipocampal, porém esse

nao é um Nay, e estd relacionado a sensibilidade a sal. Os canais Nay 1.1, Nay 1.2, Nay 1.3 e o
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Nav 1.6 sdo canais presentes no SNC, ja o Nay 1.4 é encontrado nos musculos esqueléticos,
enquanto que o Nay 1.5 esta presente no tecido cardiaco. Por fim, os canais Nay 1.7, Nay 1.8 e
Nay 1.9 sdo expressos no SNP, estando — portanto — presentes em neurénios DRG
(CATTERALL, 2012) o que os torna alvo terapéutico para dor (CHONG et al., 2006).

2.1.3 Neuronios do ganglio da raiz dorsal (neurénios DRG)

A excitabilidade dos nervos periféricos é dependente da ativacdo dos canais Nay, em
especial os Nay 1.7, Nay 1.8 e Nay 1.9. Esses canais podem ser divididos em resistentes a
tetrodotoxina (TTX) ou TTX-R, e sensiveis a TTX ou TTX-S: os canais Nay 1.8 e Nay 1.9 séo
do grupo TTX-R, enquanto que o Nay 1.7 € um canal TTX-S (CATTERALL, 2012; DIB-
HAJJ et al., 1999). As células que compdem esses nervos, e que captam o estimulo nervoso
sdo os neurdnios DRG, mas geralmente sdo os neurdnios de menor didmetro 0s responsaveis
por transmitir a informacdo dolorosa, portanto, chamados de neurbnios nociceptores
(RENGANATHAN et al.,2001; DIB-HAJJ et al., 1999).

No intuito de estudar os DRG, incluindo modelos alternativos que ndo o proprio DRG
em cultura priméaria por exemplo, modelos de células em cultura imortalizadas vem sendo
usados nos ultimos anos: a exemplo as linhagens ND7/23, F-11 e a linhagem de
neuroblastoma humano SH-SY5Y. Todas essas linhagens - com base na expressao de RNA de
marcadores especificos em relacdo aos neurénios DRG - apresentam limitacGes, mas também

potenciais para serem modelos (YIN et al., 2016).

2.2 Fundamentos da dor

2.2.1 Classificacéo geral

A dor é entendida como uma experiéncia sensorial e emocional associada a potenciais
ou reais danos teciduais (COSTIGAN et al., 2009). A dor pode ser aguda ou cronica, a dor
aguda é caracterizada por um tempo de duragdo menor que 3 meses, e é entendida como uma
funcdo importante para a protecdo do individuo contra possiveis traumas, ou injurias de fato
sofridas. Ja a dor crbnica, € uma sensacdo que perdura por mais tempo, tornando-se um
incbmodo e que pode se apresentar sem uma causa evidentemente relacionada a um dano,
bem como é entendida - historicamente - como uma patologia periférica (STANOS et al.,
2016).
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A dor é classificada em quatro grupos: dor nociceptiva, inflamatoria, disfuncional e a
dor neuropatica. A dor nociceptiva acontece a partir da ativacdo dos neurdnios nociceptores
do sistema nervoso somatossensorial periférico, isso devido a um dano real ao tecido nédo
neural. A dor inflamatoria € aquela gerada devido a um processo inflamatério, e tem sua
intensidade acentuada por alguma pressao local. J& a dor disfuncional é geralmente suscitada
sem qualquer estimulo externo, e ndo é associada a nenhuma funcéo protetiva (COSTIGAN et
al., 2009; WORLEY, 2016).

Por fim, a dor neuropatica tem sua causa em lesbes no sistema nervoso
somatossensorial (SNS), essa sensacdo nao € vista como um diagndéstico, e sim como uma
descricdo clinica. Diferentemente da dor nociceptiva - que acontece em um sistema nervoso

saudavel - a dor neuropatica concerne a funcao anormal do SNS (COSTIGAN et al., 2009).

2.2.2 Transmissdo da dor e nocicepgao

A dor tem sua transmissao efetivada via potenciais de acdo desencadeados por um
estimulo doloroso, esses potenciais de acdo se propagam por neurénios nociceptores - também
conhecidos como neurdnios do génglio da raiz dorsal (DRGs) (Figura 4) (DIB-HAJJ et al.,
2019) - que se encontram dentro de fibras neuronais especificas: fibras Ad e C, sendo 0s
nociceptores 0s neurdnios primarios. Em seguida, os neurbnios primarios fazem aparéncia
com neurbnios secundarios que levam esses estimulos ao sistema nervoso central (SNC)
através da medula espinal (BELL, 2018; KLAUMANN et al., 2008).

Para a percepcao de estimulos dolorosos, como calor, frio, pressao, inflamacéo, entre
outros, sdo necessarios receptores e canais idnicos. Uma das vias classica sao os receptores de
opioides, por serem da classe de receptores acoplados as proteinas G (GPCR) acabam por
ativar fosfolipases, adenilil ciclases e proteinas quinases, todas essas enzimas modulam —
diretamente e indiretamente — canais iénicos, como por exemplo os canais Nav. Moléculas
inflamatdrias também podem ser estimulos nocivos, como a exemplo de bradicininas e
prostaglandinas, que também ativam receptores GPCR, levando mais uma vez a modulacao
dos canais ibnicos. Outro grupo de canis iénicos — além dos Nay — sdo 0s TRPs, responsaveis
pelos estimulos associados a temperatura, sendo 0os TRPs também modulados pelos segundos
mensageiros dos receptores GPCR (JULIUS et al., 2001).
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Figura 4: esquema de transmisséo de um estimulo do SNP até o SNC
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Fonte: adaptado de COSTIGAN et al., 2009.
Transmissdo de um estimulo doloroso via neurdnios DRG até o cortex cerebral no SNC. Representagdo da
medula espinhal, do tronco encefalico, do tdlamo, do cdrtex e dos neurdnios nociceptores DRG.

Para que a nocicepgdo aconteca, muitos mecanismos moleculares estdo presentes,
principalmente no que concerne a canais idnicos: canais Nay, canais Ky, 0s canais de ions
calcio dependentes de voltagem (Cav), os canais da familia dos TRP (receptor de potencial
transitorio), entre outros, os quais se fazem muito presentes nas terminacdes de fibras Ad e C
(HUDSPITH, 2016).

Cada um desses nociceptores moleculares tém uma determinada importancia na
nocicepcao e no entendimento da dor, os TRPs - por exemplo - sdo associados as sensacdes de
agentes irritantes e estimulos relacionados a temperatura, ja os Cay dentre as diversas funcdes,
sdo essenciais para a liberacéo de vesiculas sindpticas. Enquanto que os canais Nay e Ky sdo
fundamentais para a iniciacdo dos potencias de agdo e para a repolarizacdo do potencial de
membrana, respectivamente (HUDSPITH, 2016; BELL, 2018).
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2.4 Produtos naturais: a estratégia dos terpendides

2.4.1 Oleos essenciais e sua constituicao

O termo essencial vem da palavra “esséncia”, referindo-se a fragréncia de plantas. Os
Oleos essenciais (OEs) sdo compostos hidrofobicos de plantas, que podem estar na forma
gasosa ou liquida, sendo essas substancias aromaticas volateis. Os OEs tém status de terapias
complementares no contexto clinico, em casos de dor, transtornos de ansiedade e depressao,
entre outros (OZ et al. 2015).

Terpendides - e alguns derivados de fenilpropandides - sdo um dos componentes
majoritarios dos OEs. Assim, tanto os 6leos essenciais, quanto os terpendides, como exemplos
0S monoterpenos e 0s sesquiterpenos, ja veem sendo estudos a algum tempo como terapias
alternativas e adjuvantes (WANG et al., 2018; OZ et al. 2015).

2.4.2 Terpendides

O termo terpendide deriva de monoterpeno, que por sua vez sdo moléculas formadas
de unidades de isoprenos (Figura 5). A nomenclatura terpendide € usada quando essas
estruturas formadas de isoprenos recebem um ou mais atomos de oxigénio, no entanto o

termo terpeno ou terpendide podem ser usados como sindnimos (FELIPE, 2017)

Figura 5: Estrutura do isopreno e do derivado monoterpeno limoneno

Isopreno Limoneno

Fonte: adaptado de FELIPE, 2017.
Em A, a estrutura do hidrocarboneto insaturado denominado isopreno, que possui o esqueleto carbénico
composto por cinco dtomos de carbono. Em B, a estrutura do monoterpeno limoneno, formada por duas unidades
de isoprenos.

Os terpendides podem ser classificados de acordo com o numero de residuos de
isoprenos que os compdem: quando ha duas unidades, nomeia-se monoterpeno, se houver trés

unidades, trata-se de um sesquiterpendide e se houveram quatro unidades de isoprenos,
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chama-se de diterpeno, e ultrapassando uma quantidade de oito unidades j& se classifica como
politerpeno (HARREWIJN et al., 2012; FELIPE, 2017).

Existem diversos derivados de isoprenos, muito deles com atividades bioldgicas
constatadas em literatura (FELIPE, 2017; OZ et al. 2015). E de forma mais especifica, muitos
trabalhos mostram atividades de terpendides em canais ibnicos como os receptores GABA.,
receptor NMDA, canais da familia dos TRPs e canais Nay (como o metileugenol, inibidor do
Nav 1.7) (WANG et al., 2015), sendo muitas dessas consideradas como atividade biologica
antinociceptiva (WANG et al., 2018).

Entre esses terpendides com a atividade relacionada a antinocicepgdo estdo: R-(+)-
limoneno, que apresentou atividade antinociceptiva em camundongos (AMARAL et al.,
2007); (-)-carveol e S-(+)-carvona, ambas reduziram a excitabilidade de nervo de ratos
adultos (GONCALVES et al., 2010); e a-bisabolol, que desenvolveu agéo antinociceptiva em
rato e camundongo fémeas (ROCHA et al., 2011), assim como bloqueou a excitabilidade de
nervos periféricos (MIRANDA et al., 2010).

Figura 6: estrutura de alguns terpendides
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Fonte: Sigma-Aldrich
Estrutura dos terpendides R-(+)-limoneno, (-)-carveol, S-(+)-carvona e a-bisabolol, da esquerda para a direita,
respectivamente.

2.5 Técnica de patch-clamp

A palavra “patch” se refere a uma area definida da membrana, ou seja, uma regido
selecionada para que a micropipeta seja encostada, e “clamp” possui uma conotagdo
eletrotécnica: submeter as células a um potencial de membrana (voltage clamp) ou a uma
corrente elétrica (current clamp). O voltage clamp € usado no intuito de determinar corrente

elétrica em celulas por meio da imposicdo de potenciais de membrana, enquanto que o current
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clamp aplica-se corrente elétrica para determinar o potencial de membrana correspondente da
membrana celular (YPREY et al., 2000).

Essa técnica compreende algumas configuragdes observadas na figura 7, entre elas
estdo: a configuracdo inicial CAP (cell attached-patch) que corresponde a micropipeta
encostada na membrana celular, nesse momento o giga selo (selo entre pipeta e célula na
ordem de gigaohm); configuracdo IOP (inside-out patch) que corresponde a romper um
seguimento da membrana, separando-a da célula e medindo corrente em uma populagéo
menor de canais idnicos (YPREY et al., 2000; SAKMANN et al., 1984).

Figura 7: Esquema das configuracGes da técnica de patch-clamp

PIPETA

10P

CELULA

Fonte: Adaptado de YPREY et al., 2000.

A figura representa uma célula aderida em um substrato, na membrana da célula ha a representagdo de canais
ibnicos (cilindros com estrias). As cinco configura¢fes sdo esquematizadas em momentos diferentes: CAP (cell
attached-patch), 10P (inside-out patch), WC (whole Cell), OOP (outside-out patch clamp) e ppWC
(permeabilized-patch whole cell).

Outra forma de patch € o WC (whole cell) onde a membrana é perfurada e a populagéo
total de canais da célula é observada. E semelhante ao WC, o OOP (outside-out) € outra
configuracdo de patch-clamp, também conhecida como micro WC, observando-se também

populacdo menor de canais i6nicos (Figura 7). E por fim, o modo WC permeabilizado ou
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ppWC (permeabilized-patch Whole Cell), que consiste em atingir o whole cell (perfurar a
membrana) com o auxilio de uma substancia formadora de poros, como exemplo 0 uso de

anfotericina na perfuracdo (Figura 7) (YPREY et al., 2000; SAKMANN et al., 1984;
WENDT et al., 1992 ).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Observar a acdo dos terpenoides R-(+)-limoneno, a-bisabolol, (-)-carveol e S-(+)-

carvona sobre a corrente de s6dio de canais Nay 1.7, e seus efeitos citotoxicos.

3.2 Objetivos Especificos

o Observar o efeito dos terpendides R-(+)-limoneno, a-bisabolol, (-)-carveol e S-(+)-
carvona sobre a corrente de sodio de canais Nay 1.7 humanos em células CHO-hNay
1.7;

o Observar a citotoxicidade dos terpendides R-(+)-limoneno, a-bisabolol, (-)-carveol e
S-(+)-carvona nas linhagens celulares SH-SY5Y e CHO-hNay 1.7.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Solucdes e substancias

4.1.1 Derivados terpendides

Os derivados R-(+)-limoneno (Fluka™), a-bisabolol (Fluka™), (-)-carveol (Sigma-
Aldrich™) e S-(+)-carvona (Sigma-Aldrich™) e foram dissolvidos em DMSO
(Dimetilsulfoxido) (Sigma-Aldrich™) resultando em uma solugdo mée estocada a -20 °C.
Anteriormente ao experimento, essa solucao foi diluida em solucdo externa e em meios de
cultivo celular, para os experimentos de patch-clamp e de viabilidade celular (citotoxicidade),

respectivamente.

4.1.2 Solugdes para os experimentos de “patch-clamp”

Composicdo da solucdo externa (que banha externamente as células plaqueadas em
laminulas) usada: NaCl a 145 mM, KCI a 4 mM, CaCl2 a 2 mM, MgCI2 a 1 mM, HEPES a
10 mM e glicose a 10 mM, com pH = 7,4 e osmolaridade de 301 mOsm.

Composicdo da solucdo interna (com a qual se preenche a micropipeta de vidro)
usada: CsF a 140 mM, EGTA a 1 mM, HEPES a 10 mM e NaCl a 10 mM, compH =73 e
osmolaridade de 319 mOsm.

4.1.3 Solugdes para cultivo celular

PBS (Solucdo tampdo fosfato-salina): NaCl a 136,88 mM, KCI a 2,7 mM, KH.PO. a
0,9 mM e NaHPO. a 6,4 mM. Solugéo Tripsina-EDTA: tripsina (0,25 mg/mL) e EDTA (0,186
mg/mL). DMEM/F12 para as células SH-SY5Y: DMEM alta glicose (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium), 1 mM de Piruvato de sodio, bicarbonato de sodio (1,5 mg/mL), F-12 e 10%
de SBF (soro fetal bovino). DMEM para as células CHO-hNav 1.7: 1 mM de Piruvato de
sodio, bicarbonato de sdédio (1,5 mg/mL), 4,5 mg/mL de D-glicose anidra, 1% de antibidtico
G418 (geneticina), 4 mM de L-glutamina e 10% de SBF. Solucéo de Azul de Tripan 4%: 40
mg/mL em PBS.
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4.1.4 Solugdes e substancias para experimento de citotoxicidade

Além de todas as solucdes do tdpico anterior, inclui-se a solucdo de MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) a 5 mg/mL em PBS. Além disso, ha
0 uso de DMSO (sulféxido de dimetila) para a solubilizacdo dos cristais de formazan.

4.2 Cultura celular

A linhagem celular SH-SY5Y e CHO hNay 1.7 foram cultivados nos meios DMEM
alta glicose complementado com 50% de F-12 e 10% de SBF (soro bovino fetal) e DMEM
alta glicose complementado com 10% de SBF e 1% do antibidtico geneticina,
respectivamente. Sendo o meio trocado a cada 2 dias para a CHO-hNay 1.7 e a cada 4 (até 7)
dias para a SH-SY5Y. As condigdes de incubagdo foram as mesmas para ambas: a 37 °C e 5%
COa.

4.3 Patch-clamp

O efeito dos derivados terpendides na corrente de sddio de canais Nay 1.7 foi avaliado
em células CHO (chinese hamster ovary) que expressavam de forma estavel a subunidade alfa
dos canais de sddio dependentes de voltagem subtipo 1.7 de humanos (CHO-hNay 1.7). As
celulas foram gentilmente doadas pelo Prof. Dr. Paulo Sérgio Beirdo (UFMG), elas passaram
por uma transfeccdo estavel, a qual foi mantida permanentemente com o cultivo em 1% do
antibidtico G418 (geneticina).

As correntes do Nay 1.7 foram obtidas com a técnica de patch-clamp no modo whole-
cell voltage clamp. Para isso, foi necessario o uso de um microscopio invertido (Carls Zeiss,
Alemanha) sobre uma mesa antivibratdria equipada com suspensdo pneumatica (TMC, EUA).
Acoplado ao manipulador mecénico, usou-se um micromanipulador hidraulico de alta
precisdo (Narishige, Japdo) para a movimentacdo fina da micropipeta a ser encostada na
celula (cell attached-patch).

ApoOs a pipeta tocar a células, uma leve sucgdo com uma seringa acoplada ao interior
da micropipeta foi realizada para que o giga selo fosse atingido (>1G), e depois uma forte
succdo para o rompimento da membrana, atingindo-se o0 modo whole-cell. Entdo, utilizou-se

um protocolo de pulsos de voltagens para a observacgdo das correntes: o potencial de holding
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de -90 mV, depois um pré-pulso de -120 mV e posteriormente o pulso despolarizante de 0
mV (durante 200 ms) e entdo o pulso fecha com o potencial de holding mais uma vez.

As micropipetas de vidro foram adquiridas a partir de capilares de vidro (Perfecta,
Brasil) de 75 mm polidos em um puller de dois estagios (Narishige, Japdo), a resisténcia da
micropipeta foi de 2-5 M. Essas micropipetas foram preenchidas com a solugéo interna,
foram aproximadas das células CHO-hNav 1.7, que estavam plaqueadas em laminulas e
banhadas com solucdo externa. Apds encostar a micropipeta na membrana das células,

obteve-se a configuracao de whole-cell e entdo o protocolo de pulsos foi iniciado.

4.4 Citotoxicidade: método de redugdo do MTT

O ensaio de reducdo do MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) permite avaliar pardmetros indicativos de citotoxicidade, por meio da atividade
metabdlica celular, que por sua vez é quantificada de forma colorimétrica (MOSMANN,
1983). O MTT é um sal solGvel em agua, que ao ter seu anel de tetrazdlio rompido - devido a
reducdo causada pela interacdo com produtos das vias de desidrogenases mitocondriais e
outras enzimas presentes em lisossomos: NADH e NADPH - é convertido a cristais de
formazan de cor purpura insoltveis em agua (LIU et al., 1997)

As células passaram por processo de desprendimento do frasco de cultura por acdo da
tripsina-EDTA, em seguida foram centrifugadas a 300g em temperatura ambiente (25 °C), o
pellet foi ressuspendido em meio de cultivo completo, e entdo a viabilidade e a concentragéo
celular foram determinada em camara de Neubauer, usando-se azul de tripan. Na sequéncia,
as células foram plaqueadas em placas de 96 pocos em concentragéo de 3 x 10* células por
poco, e entdo foram incubadas a 37 °C, com 5% de CO2 por 24h. Depois de serem incubadas,
as células foram tratadas com diferentes concentracbes dos derivados terpendides durante
24h. As concentracdes foram de 8000, 4000, 2000, 1000, 500, 250 e 125 uM, ao fim do
tratamento de 24h, os cristais de formazan foram dissolvidos em DMSO, e entéo os resultados
das placas foram lidos a 570 nm em espectrofotdometro BioTek EL800 (Biosystems).


https://en.wikipedia.org/wiki/Di-
https://en.wikipedia.org/wiki/Methyl
https://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
https://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl
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4.5 Andlise Estatistica

4.5.1 Analise da Citotoxicidade

Os resultados foram mostrados como média + D.P (desvio padréo) e sdo resultados de
trés experimentos independentes (n = 3). Os valores obtidos dos experimentos de
citotoxicidade foram normalizados em comparacdo a média do grupo controle (ndo tratado).
Os resultados foram analisados por anélise de variancia (ANOVA) One-way, seguidos de
pos-teste de Bonferroni, sendo *p<0,05; **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001 comparado
ao controle, sendo as analises estatisticas executadas no programa GraphPad Prism 6
(GraphPad Software, USA)

4.5.2 Analise do “patch-clamp”

A analise estatistica levou em consideracdo a média + D.P. (desvio padrdo), e 0s
gréaficos representados com a média + E.P.M. (erro padrdo da média), por uma questdo de
estética. As correntes obtidas dos experimentos de patch-clamp foram normalizadas em
relacdo a capacitancia das respectivas células (n = 5), dividindo-se corrente por capacitancia,
resultando em densidade de corrente A/F (ampere por Faraday). Os resultados das densidades
de corrente foram analisados por teste t de Student (teste pareado) do grupo tratado em relagéo
ao controle (ndo tratado, com apenas o registro). Os valores de “p” foram pontuados em
significancia estatistica como o seguinte: *p<0,05; **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001
comparado ao controle, sendo as analises estatisticas executadas no programa GraphPad
Prism 6 (GraphPad Software, USA), e os dados foram adquiridos no Software
FitMaster/HEKA.
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5 RESULTADOS
5.1 Resultados dos experimentos de patch-clamp

Os efeitos dos quatro terpendides nas correntes de Na® subtipo Nay 1.7 foram
observadas em células CHO-hNay 1.7, linhagem comumente usada para estudos de canais
ionicos isolados (GODAZGAR et al., 2018; MOYER et al., 2018). Nos experimentos de
patch-clamp, dois terpendides tiveram efeitos estatisticamente significantes, com destaque
para os terpendides R-(+)-limoneno e a-bisabolol, que resultaram na maior porcentagem de

inibicdo da densidade de corrente em canais Nay 1.7: 36,6% e 69,5%, respectivamente.

Figura 8: Efeito da S-(+)-carvona nas correntes totais do Nav 1.7 em células CHO-hNay 1.7
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Em A observa-se o registro representativo da corrente de Na* em CHO-hNay 1.7, em situacédo de perfusdo com
S-(+)-carvona, junto ao seu respectivos controle. A escala de corrente em picoampeére (pA) por tempo em
milissegundo (ms) € mostrada logo abaixo do registro, na propor¢do de 500 pA por 5 ms. Em B as mesmas
situacdes estdo indicadas em um gréfico expressando densidade de corrente (A/F) em funcgdo dos grupos controle

e do perfundido com S-(+)-carvona. Os dados estdo expressos como média + E.P.M, esses foram analisados por
teste t pareado.

A inibicdo da corrente do Nay 1.7 com base nas diferencas das médias de densidades
de corrente na perfusdo com S-(+)-carvona foi de 18,07% (Tabela 1), onde a reducdo da
densidade foi de -21,75 + 2,95 (controle) para -17,82 + 1,55 (tratado) (Figura 8.B), ja na
situacdo com (-)-carveol a reducéo foi de -47,46 £ 10,76 (controle)(Figura 9.B) para -46,23
8,62 (tratado), correspondendo a inibicéo de 2,59% (Tabela 1).
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Figura 9: Efeito do (-)-carveol nas correntes totais do Nav 1.7 em células CHO-hNay 1.7
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Em A observa-se o registro representativo da corrente de Na* em CHO-hNay 1.7, em situacdo de perfusdo com
(-)-carveol, junto ao seu respectivos controle. A escala de corrente em picoampére (pA) por tempo em
milissegundo (ms) é mostrada logo abaixo do registro, na propor¢do de 500 pA por 5 ms. Em B as mesmas
situacdes estdo indicadas em um gréfico expressando densidade de corrente (A/F) em fungdo dos grupos controle
e do perfundido com (-)-carveol. Os dados estdo expressos como média + E.P.M, esses foram analisados por
teste t pareado.

Por tanto, os terpenodides S-(+)-carvona e (-)-carveol, ndo apresentaram efeito
estatisticamente significante na reducdo da corrente de Na* em células CHO-hNay 1.7, o0 que
também pode ser preditivamente notado na comparacdo entre os picos de correntes nos

registros representativos (Figuras 8.A e 9.A).

Figura 10: Efeito do R-(+)-limoneno nas correntes totais do Nav 1.7 em células CHO-hNay 1.7
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Em A observa-se o registro representativo da corrente de Na* em CHO-hNay 1.7, em situagdo de perfusdo com
R-(+)-limoneno, junto ao seu respectivos controle. A escala de corrente em picoampére (pA) por tempo em
milissegundo (ms) é mostrada logo abaixo do registro, na proporcao de 500 pA por 5 ms. Em B as mesmas
situacdes estdo indicadas em um grafico expressando densidade de corrente (A/F) em fungdo dos grupos controle
e do perfundido com R-(+)-limoneno. Os dados estdo expressos como média + E.P.M, esses foram analisados
por teste t pareado. Sendo **p<0,01.
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A acdo desses compostos levou a uma inibicdo de 36,6% e 69,5% (Tabela 1) em
relacdo as correntes controle, ou seja, nas células ndo perfundidas. Consequentemente, esse
efeito também se expressa pela a alteracdo da densidade de corrente - na ordem de pA/pF -
reduzindo a densidade de corrente de -23,45 * 2,41 (controle) para -14,87 * 2,41 (tratado) no
caso do R-(+)-limoneno (Figura 10.B), e perfundida com a-bisabolol, a densidade de corrente
foi reduzida de -13,71 + 2,23 (controle) para -4,18 + 0,62 (tratado) (Tabela 1 e Figura 11.B).

Figura 11: Efeito do a-bisabolol nas correntes totais do Nav 1.7 em células CHO-hNay 1.7
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Em A observa-se o registro representativo da corrente de Na* em CHO-hNay 1.7, em situacdo de perfusdo com
a-bisabolol, junto aos seus respectivos controles. A escala de corrente em picoampére (pA) por tempo em
milissegundo (ms) é mostrada logo abaixo do registro, na proporcao de 500 pA por 5 ms. Em B as mesmas
situacBes estdo indicadas em um gréfico expressando densidade de corrente (A/F) em func¢do dos grupos controle
e do perfundido com a-bisabolol. Os dados estdo expressos como média + E.P.M, esses foram analisados por
teste t pareado. Sendo ****p<0,0001.

Logo, os terpendides R-(+)-limoneno e a-bisabolol tiveram efeitos pronunciados na
corrente de Nay 1.7 nas células CHO com expresséo estavel da subunidade alfa humana dos
canais Nay 1.7, comparado a S-(+)-carvona e ao (-)-carveol, percebendo-se diminuicdo
notoria nos picos de corrente (Figuras 10.A e 11.A).
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Tabela 1: Valores de densidade de corrente e as respectivas percentagens de inibicdo pelos diferentes
terpendides

TERPENOIDES CONTROLE (A/F) TRATADO (A/F)  INIBICAO (%)

S-(+)-carvona -21,75+ 2,95 -17,82 + 1,55 18,07
(-)-carveol -47,46 + 10,76 -46,23 + 8,62 2,59
R-(+)-limoneno -23,45 £ 2,41 -14,87 £ 2,41 36,6 *
a-bisabolol -13,71 + 2,23 -4,18 + 0,62 69,5*

Tabela dos valores de densidade de corrente em ampere por faraday (A/F) nas células CHO-hNa, 1.7 em
situacdo controle e tratada, com o valor de inibicdo dos respectivos terpendides. Nas linhas das colunas da
esquerda para a direita estdo respectivamente: terpendides, as densidades controles, as densidades apds o
tratamento com os terpendides e na extrema direita estdo os valores de inibicdo das densidades de corrente apds
0 tratamento. Os dados estdo expressos como média + E.P.M, esses foram analisados por teste t pareado. Sendo
*p<0,05.

5.2- Resultados dos Experimentos de Citotoxicidade

Nos ensaios de citotoxicidade foram usadas duas linhagens celulares: CHO-hNay 1.7 e
SH-SY5Y, a primeira foi a célula usada nos experimentos de eletrofisiologia, a outra
linhagem se trata de uma célula de origem neuronal que compartilha semelhangas com
neurdnios DRGs. Os compostos com cada célula tiveram Clso de 24h obtidas no ensaio de
viabilidade com trés repeticdes independentes, cujo valores de Clso foram todos superiores a
1000 uM, sendo a menor Clso pertencente ao a-bisabolol, enquanto a maior Clso foi a do R-

(+)-limoneno.
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Figura 12: Citotoxicidade do R-(+)-limoneno em células CHO-hNay 1.7 e SH-SY5Y
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Em A e B as curvas de viabilidade celular da linhagem CHO-hNay 1.7 e SH-SY5Y, respectivamente sob
tratamento com o R-(+)-limoneno. Cada curva estd acompanhada com os respectivos valores das Clsp e 0s
coeficientes de correlagdo R?. Os dados estdo expressos como média + DP de trés experimentos independentes.
Analisados por ANOVA seguido do pds-teste de Bonferroni. Sendo *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e
****p<0,0001 em relagdo ao grupo controle (concentracdo 0 uM).

O R-(+)-limoneno apresentou menor citotoxicidade, sendo a Clso na linhagem SH-
SY5Y de 5577 £ 1,06 uM e em CHO-hNay 1.7 foi na ordem de 3876 uM, sendo essas 0S
maiores valores de Clso em ambas linhagens (Tabela 2). Além disso, as concentracbes que
tiveram efeito em relacdo ao controle foram as maiores - de 8000 uM nas células SH-SY5Y
(Figura 12.B) - e as de 4000 uM e 8000uM no caso da linhagem CHO-hNay 1.7 (Figura
12.A).
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Figura 13: Citotoxicidade da S-(+)-carvona em células CHO-hNay 1.7 e SH-SY5Y
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Em A e B as curvas de viabilidade celular da linhagem CHO-hNa, 1.7 e SH-SY5Y, respectivamente sob
tratamento com a S-(+)-carvona. Cada curva estd acompanhada com o0s respectivos valores das Clso € 0s
coeficientes de correlagdo R?. Os dados estdo expressos como média + DP de trés experimentos independentes.
Analisados por ANOVA seguido do pds-teste de Bonferroni. Sendo *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e
****n<0,0001 em relagdo ao grupo controle (concentragdo 0 uM).

A S-(+)-carvona por sua vez, foi mais citotdxica a linhagem SH-SY5Y: com Clso de
2190 = 1,16 uM, e na linhagem CHO-hNav 1.7, com a ICso de 2497 + 1,06 uM (Tabela 2).
No caso desse terpenoide, a partir das concentragdes intermediarias de 1000 uM até a de 8000
UM, houveram efeitos citotdxicos com significancia estatistica em relacdo ao controle para a
linhagem SH-SY5Y (Figura 13.B). Ja nas células CHO-hNav 1.7, as concentracdes a partir de
2000 uM até a de 8000 uM apresentaram efeito citotoxico (Figura 13.A).
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Figura 14: Citotoxicidade do (-)-carveol em células CHO-hNay 1.7 e SH-SY5Y
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Em A e B as curvas de viabilidade celular da linhagem CHO-hNa, 1.7 e SH-SY5Y, respectivamente sob
tratamento com o (-)-carveol. Cada curva esta acompanhada com os respectivos valores das Clsp € 0S
coeficientes de correlagdo R? Os dados estdo expressos como média + DP de trés experimentos independentes.
Analisados por ANOVA seguido do pds-teste de Bonferroni. Sendo *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e
****n<0,0001 em relagdo ao grupo controle (concentracdo 0 uM).

O (-)-carveol foi mais citotoxico que a S-(+)-carvona, com os valores de Clso de 1205
+ 1,14 uM para a SH-SY5Y, e a Clso para a CHO-hNav 17 foi de 1495 + 1,08 uM (Tabela
2). E assim como a S-(+)-carvona, as concentracdes a partir das intermediarias apresentaram
efeito citotoxico com significancia estatistica: para as SH-SY5Y as concentracdes de 1000,
2000, 4000 e de 8000 uM (Figura 14.B), ja para as células CHO-hNav 1.7 essa significancia
esta paras as concentraces de 2000 a 8000 uM (Figura 14.A).
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Figura 15: Citotoxicidade do a-bisabolol em células CHO-hNav 1.7 e SH-SY5Y
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Em A e B as curvas de viabilidade celular da linhagem CHO-hNay, 1.7 e SH-SY5Y, respectivamente sob
tratamento com o a-bisabolol. Cada curva estd acompanhada com os respectivos valores das Clsp e 0s
coeficientes de correlagdo R?. Os dados estdo expressos como média + DP de trés experimentos independentes.
Analisados por ANOVA seguido do pds-teste de Bonferroni. Sendo *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e
****p<0,0001 em relagéo ao grupo controle (concentragdo 0 uM).

Entre os terpendides o a-bisabolol foi o mais citotoxico, o qual teve a Clsg igual a
1002 + 1,10 uM na SH-SY5Y, e igual a 1730 £ 1,03 uM nas células CHO-hNav 1.7 (Tabela
2). A significancia do efeito citotoxico apareceu a partir da concentracdo de 500 uM
(**p<0,01) na linhagem SH-SY5Y (Figura 15.B), enquanto que na CHO-hNav 1.7 a
significancia aparece nas concentra¢es de 2000, 4000 e 8000 C (****p<0,0001) (Figura
15.A).

Tabela 2: Valores das Clso dos terpendides em células CHO-hNay 1.7 e SH-SY5Y

TERPENOIDES SH-SY5Y R? CHO-hNay 1.7 R?
R-(+)-limoneno 5577 + 1,06uM 0,9834 3876 uM 0,9834
S-(+)-carvona 2190 + 1,16uM 0,9445 2497 + 1,06 uM 0,9846
(-)-carveol 1205 £ 1,14uM 0,9596 1495 + 1,08 uM 0,9914
a-bisabolol 1002 £ 1,10uM 0,9782 1730 + 1,03 uM 0,9959

Tabela dos valores de Clsp no tempo de 24h dos terpendides nas células SH-SY5Y e CHO-hNay 1.7, com seus
respectivos coeficientes de correlagdo R2.
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6 DISCUSSAO

Os oOleos essenciais ja sdo usados a milénios, com diversas finalidades: de
medicamentos a cosméticos (FELIPE et al., 2017). E nos OEs que encontramos a classe de
substancias denominada terpendides, que tém suas propriedades como objeto de estudo de
diversos grupos de pesquisa, enfatizando os potenciais terapéuticas dessa classe, inclusive as
atividades antinociceptivas (OZ et al. 2015; WANG et al., 2018) incluindo os terpenoides
objetos de estudo no presente trabalho: R-(+)-limoneno, a-bisabolol, (-)-carveol e S-(+)-
carvona.

O (-)-carveol ja teve sua atividade modulatorias em potenciais de acdo composto
(PAC)(potencial da fibra nervosa, mais especificamente o nervo ciatico) descrita tanto em ras
(Rana nigromaculata) (KAWASAKI et al., 2013), quanto em ratos wistars adultos
(Gongalves et al., 2010). Ambos trabalhos avaliaram a acdo do terpendide sobre o PAC do
nervo ciatico dos respectivos espécies, nos quais foi notada a acdo inibitoria do (-)-carveol
sobre os PACs. Dada a importancia do canal Na, para o potencial de agdo citada
anteriormente (KRUEGER-BECK et al., 2011), os efeitos no PAC sdo evidencialmente
atribuidos aos Nav.

De forma anéloga, a (+)-carvona desempenha a inibigdo sobre o PAC de rés e de ratos
(KAWASAKI, 2013; GONCALVES et al., 2010), por mais que haja uma diferenca entre as
espécies, pois a Clsg de (+)-carvona em ratos foi de 8.7 mM, enquanto que em ras foi de 2.0
mM. Além disso, o isdmero (-)-carvona tem o mesmo comportamento: Clso em ratos igual a
10.7 mM, e em rds igual a 1.4 mM. Essa diferenca foi atribuida a possibilidade de uma
diferenga estrutural entre os Nay de rato e de rd (KAWASAKI et al., 2013).

Porém, nos experimentos em que avaliamos a atividade da (+)-carvona e do (-)-
carveol em correntes de Na* de canais Nay 1.7, os efeitos de redugdo da corrente ndo foram
observados, levando a duas possibilidades: ou se trata da mesma suspeita de Kawasaki
(2013), podendo haver uma diferenca estrutural entre os Nay (nesse caso o Nay 1.7) das
espécies envolvidas. Outra possibilidade é que esses resultados podem estar evidenciando
uma agao em outros subtipos de canais, podem ser os Nav TTX-R presentes em neurénios
DRG também: Nay 1.8 e Nay 1.9. Pois, uma vez que o0s trés subtipos se fazem presentes em
neuronos DRG (CATTERALL, 2012; DIB-HAJJ et al., 1999).

Ao contrario desses dois terpendides, o (+)-limoneno apresentou um efeito
minimamente pronunciado sobre os PACs citados anteriormente (KAWASAKI et al., 2013;

GONCALVES et al., 2010), e de forma diametralmente oposta, 0 R-(+)-limoneno foi efetivo



42

em diminuir a corrente do Nay 1.7 nas células CHO-hNay 1.7. Além disso, Amaral (2007)
demonstra a acao antinociceptiva do R-(+)-limoneno, excluindo inclusive a classica via dos
opioides como a responsavel pelo efeito, porém atribui a agdo antinociceptiva aos
mecanismos antiinflamatorios trabalhados na pesquisa também (AMARAL et al., 2007).

Kawasaki (2013) explica que as infimas a¢des do (+)-limoneno em relacdo aos outros
terpendides estudados, € devido a sua estrutura simples, uma vez que se trata de um
hidrocarboneto insaturado. Ja os outros compostos, possuem atomos de oxigénio, formando
grupos C=0 (carbonila) e C-OH (hidroxilas). Contudo, uma possivel explicacdo para essa
complicagdo sobre o R-(+)-limoneno, é o efeito de estresse na curvatura da bicamada lipidica,
no entanto isso € uma extrapolacdo do raciocinio, pois se baseia em um estudo com canais
ibnicos de gramicidina A. Devido o limoneno ser uma molécula apolar, ele se incorpora a
membrana plasmaética, levando a uma pressdo lateral gerando um estado de estresse,
induzindo uma superficie concava, isso fez com que surgisse um efeito de inibicdo na
correntes de ions através do canal de gramicidina A (ANDERSEN et al., 1999).

Ja o0 a-bisabolol teve seus resultados mais compativel com os observados na literatura,
pois ha relatada a acdo antinociceptiva in vivo (ratos e camundongos) (ROCHA et al., 2011),
bem como a capacidade de inibicdo de PAC em nervo ciatico de ratos adultos. No trabalho de
Miranda et al., (2010), é destacada a dependéncia de concentracdo do (-)-a-bisabolol, e foi
notado que a 0.5 mM o terpendide ndo apresentou efeito, diferentemente no que se observou
nos experimentos com Nay 1.7. Portanto, ainda na l6gica das expressdes dos subtipos Nay 1.7,
Nay 1.8 e Nay 1.9, o resultado nas correntes de Nay 1.7 pode estar indicando uma
especificidade pelo subtipo estudado.

No intuito de descartar alguma influéncia da citotoxicidade sobre as correntes de Nay
1.7 observadas no patch-clamp, o ensaio de redugdo do MTT foi realizado na linhagem teste
CHO-hNay 1.7, e também em uma linhagem alternativa utilizada como modelo para os
neurdnios DRG: a linhagem celular SH-SY5Y (YIN et al., 2016).

A clivagem do MTT permite demonstrar a presenca de células vivas, e
metabolicamente ativas, sendo a quantidade de cristais de formazan diretamente ligada ao
namero de células nas condicBes citadas (MOSMANN, 1983). E de forma geral, essa
metabolizacdo continuou funcionando nem todos os grupos de célula CHO-hNay 1.7 tratados
com os terpenodides até 1000 uM - sendo as Clso todas acima de 1000 uM (Tabela 2) -
descartando a possibilidade de as correntes observadas no tratamento com os terpendides (a
500 uM), serem devido uma provavel atividade citotoxica dos composto na concentracao
teste.



43

Entre as duas linhagens celulares, os terpenodides foram mais agressivos a SH-SY5Y,
uma vez que as Clso para essa linhagem foram menores. E somado a isso, o efeito citotoxico
dos terpenoides aparecem em concentracfes superiores a 1000 uM, com excecdo do R-(+)-
limoneno, que foi 0 menos citotdxico. Sabendo que a linhagem neuronal SH-SY5Y expressa
predominantemente canais Nay 1.7 dentre todos os canais Nay (VETTER et al., 2012), a acéo
canais Nay 1.7 em células SH-SY5Y. No entanto, Perez-Castro et al., 2009 mostrou que a
citotoxicidade do anestésico local (AL) Lidocaina - por exemplo - na mesma linhagem
neuronal, ndo é devido a inibicdo de Nay, uma vez que o efeito citotoxico ndo foi percebido
quando a SH-SY5Y foi tratada com TTX (sendo o Nay 1.7 sensivel & TTX) (PEREZ-
CASTRO et al., 2009).

Assim como observado na literatura, os ensaios de reducdo do MTT destacaram que
o0s atomos de oxigénio formando grupos -OH e C=0 aumentam a citotoxicidade (CROWELL
et al.,, 1992). Isso foi notado ao comparar as Clso do limoneno em relacdo aos outros
terpendides que tém atomos de oxigénio em suas estruturas. Contudo - bem como 0 «-
bisabolol - os demais terpendides ndo apresentaram efeito citotdxico estatisticamente
significante na concentracdo de 500 uM, uma vez que os experimentos de patch-clamp foram
realizados nessa concentracdo, isso indica que as alteracbes nas correntes ndao foram em
decorréncia da citotoxicidade dessas moléculas.

Por conseguinte, € notoria a acao da classe de terpendides - sobretudo 0s que possuem
grupos com atomos de oxigénio na estrutura - em mecanismos antinociceptivos e em canais
Nav, 0 que corrobora a antinocicepcdo. Foi possivel observar em experimentos, evidéncias
dessas atividades no canal de subtipo Nay 1.7 na linhagem celular CHO-hNay 1.7, assim como
a acdo citotoxica desses compostos em linhagem neuronal humana SH-SY5Y - mas de forma
a ndo influenciar nos registros de correntes de Na*. No entanto, ainda se faz necessario mais
estudos nesse sentido, com o intuito de detalhar os mecanismos pelos quais os terpendides

agem.
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7 CONCLUSAO

Os terpenoides R-(+)-limoneno e a-bisabolol, diminuiram a corrente de sodio dos
canais Nav 1.7 na concentracdo de 500 uM, levando a uma inibicdo da densidade de
corrente em 36,6% e 69,5%, respectivamente;

Os terpendides S-(+)-carvona e o (-)-carveol ndo diminuiram a corrente de sodio dos
canais Nav 1.7 na concentracdo de 500 uM;

As Clso de todos os terpendides foram superiores a 1mM para 24h de tratamento,

demonstrando a baixa citotoxicidade dos terpendides testados.
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8 PERSPECTIVAS

No intuito de aprofundar o trabalho, com base nos dados adquiridos, as seguintes perspectivas

foram tracadas para os terpenoides R-(+)-limoneno e a-bisabolol:

Determinar a Clsp na corrente de sddio em células CHO-hNay 1.7;
Avaliar a modulacao da dependéncia de voltagem dos canais Nay 1.7;
Avaliar a modulacao da inativacéo dos canais Nav 1.7

Avaliar a modulagdo da condutancia de ions Na* em canais Nay 1.7;
Avaliar esses aspectos eletrofisiologico na linhagem neuronal SH-SY5Y.
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