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RESUMO

A procura por constituintes ativos de plantas apresenta como possibilidade a descoberta de
novas substancias que atuem em diversos processos patologicos acompanhados de dor. A
Combretum leprosum Mart, conhecida como “cipoaba”, “mofumbo” ou “carne-de-vaca” ¢
uma planta utilizada na medicina popular para o tratamento de hemorragias, cicatriza¢ao de
feridas, como sedativa, antitussigena e antiofidica. Desta forma, o presente estudo avaliou a
atividade antinociceptiva do triterpeno pentaciclico, 3, 6B, 16B- tridroxilup-20(29)-eno
(TTHL) obtido das flores de C. leprosum, bem como alguns dos possiveis mecanismos de
acdo envolvidos no efeito antinociceptivo deste composto. O TTHL administrado oralmente
(v.0.) promoveu reducao significativa da nocicepgao induzida pelo acido acético e formalina
(tanto na primeira quanto segunda fase da formalina) em camundongos. O TTHL
administrado v.o. também reduziu a nocicep¢dao causada pela inje¢do intraplantar de
glutamato, sendo que o seu efeito maximo foi observado 1 h apds a administragdo na dose de
30 mg/kg e permaneceu at¢ 6 h. O TTHL também foi capaz de reduzir de forma dependente
da dose a nocicepgdo causada pelo glutamato, tanto administrado centralmente (via intratecal)
quanto perifericamente (via intradérmica, co-administrado com o glutamato). O efeito
antinociceptivo do TTHL, administrado por via oral, envolve o sistema opioidérgico e
serotoninérgico, uma vez que seu efeito antinociceptivo foi revertido pela naloxona
(antagonista ndo seletivo de receptores opidides), CTOP (antogonista seletivo de receptores i-
opioide), nor-binaltorfimina (antagonista seletivo de receptores k-opidide), naltrindol
(antagonista seletivo de receptores d-opidide), PCPA (p-clorofenilalanina, inibidor da sintese
de serotonina), WAY 100635 (antagonista seletivo de receptores 5-HT;4) e cetanserina
(antagonista seletivo de receptores 5-HT;). Além disso, o efeito antinociceptivo do TTHL
envolve também a ativagio da proteina Gi e abertura de alguns canais de K', como os
dependentes de ATP, os dependentes de voltagem e os de alta condutancia operados por Ca®’,
tendo em vista que seu efeito foi bloqueado pela toxina pertussis, glibenclamida,
tetraeltilamonio e caribdotoxina, respectivamente. O TTHL, administrado intratecalmente em
associa¢do com os agentes algicos, reduziu significativamente a resposta nociceptiva induzida
pelo glutamato, NMDA e trans-ACPD sem causar alteragao da atividade locomotora dos
animais, mas ndo inibiu a resposta causada pelo AMPA e cainato. Além disso, o TTHL foi
capaz de deslocar o glutamato de seus receptores e transportadores, verificado no ensaio de
ligacdo especifica com [3H]-L-glutamato, tanto na auséncia quanto na presenca de Na” em
membrana de encéfalo de camundongos. Estes resultados indicam que o TTHL interage tanto
com receptores de glutamato como transportadores de glutamato. Em adi¢gdo, o TTHL
administrado v.o. ou i.t. inibiu significativamente a nocicep¢do induzida pela injecao i.t de
citocinas pro-inflamatoérias tais como: TNF-a e IL-1P. Adicionalmente, a administragdo de
TTHL por via oral reverteu significativamente a alodinia mecanica induzida pela constrigao
parcial do nervo cidtico, um modelo de dor cronica. Em sintese, o presente trabalho
demonstrou que o TTHL exerce significante efeito antinociceptivo tanto em modelos de dor
aguda quanto cronica, sendo que seu mecanismo de agdo envolve, pelo menos em parte, a
inibicdo do sistema glutamatérgico. Assim, o TTHL ou seus derivados podem se tornar
moléculas Uteis para o desenvolvimento de farmacos de interesse terapéutico no controle da
dor.

Palavras-chave: TTHL, antinocicepc¢ao, glutamato, opidides, serotonina



ABSTRACT

Combretum leprosum Mart, popularly known as mofumbo, cipoaba or carne-de-vaca, has
been used in folk medicine to heal wounds, treat hemorrhages or as sedative. The present
study investigated the antinociceptive effect of the pentacyclic triterpene 33, 6B, 1603-
trihydroxylup-20(29)-ene (TTHL) in mice as well as some mechanisms underlying the
antinociception produced by this compound as well the possible involvement of the
glutamatergic system in this effect. Oral administration (p.o.) of TTHL significantly inhibited
the nociception induced by acetic acid and also inhibited the nociception induced by formalin.
TTHL (p.o.) significantly inhibited glutamate-induced nociception. This action started 1h
after p.o. administration and remained significant up to 6 h. In addition, TTHL given by
intraperitoneal (i.p.), intraplantar (i.pl.) or intrathecal (i.t.) routes, produced dose-dependent
inhibition of glutamate-induced nociception. The antinociceptive effect of systemically
administered TTHL seems to be dependent of the opioidergic and serotonergic systems, since
this effect was reversed by the pre-treatment of mice with naloxone (non-selective opioid
receptor antagonist), CTOP (selective p-opioid receptor antagonist), nor-binaltorfimine
(selective x-opioid receptor antagonist), naltrindol (selective 6-opioid receptor antagonist), p-
chlorophenylalanine methyl ester (PCPA, inhibitor of serotonin synthesis), WAY 100635
(selective 5-HT; 5 receptor antagonist) and ketanserin (selective 5-HT,a receptor antagonist).
Furthermore, TTHL antinociceptive effect was prevented by intrathecal (i.t.) pre-treatment
with pertussis toxin (inactivator of Gi protein), charybdotoxin (blocker of large-conductance
calcium-gated K™ channels), tetraethylammonium (blocker of voltage-gated K™ channels) and
glibenclamide (blocker of ATP-gated K™ channels). Lt. injection of TTHL also caused
significant and dose-dependent reduction of nociceptive response induced by i.t. injection of
glutamate. Moreover, TTHL co-injected by i.t. route with agonist caused marked reduction of
nociceptive responses induced by N-methyl-D-aspartate (NMDA), (+)-1-aminocyclopentane-
trans-1,3 dicarboxylic acid (trans-ACPD). Binding experiments indicated that TTHL interact
with glutamate receptors and also with glutamate transporters. In addition, TTHL, either
administered by p.o or i.t. routes, reduced the nociceptive response induced by i.t. injection of
TNF-a e IL-1B. Oral administration of TTHL significantly reversed mechanical allodynia
induced by partial sciatic nerve injury neuropathy. Together, these results showed that TTHL
antinociceptive effect is dependent on opioid and serotonergic systems, Gi protein activation
and the opening of specific K channels. Furthermore, this study provides experimental
evidence for the involvement of the glutamatergic system (NMDA and metabotropic
glutamate receptors) in the antinociceptive action caused by TTHL in mice. Thus, TTHL
could represent an important compound for the treatment of pain.

Keywords: triterpene, glutamate, antinociception, opioid, serotonin
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1 INTRODUCAO

1.1 DOR

O organismo humano possui diversos sistemas e sinais responsaveis pelo controle da
homeostasia, dentre eles a dor desempenha papel fisioldogico importante, uma vez que ela ¢
um dos principais sintomas clinicos de alerta para a deteccdo de algo que ameace a
integridade fisica do organismo (CHAPMAN, GAVRIN, 1999; JULIUS, BASBAUM, 2001).
De acordo com a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP), a dor pode ser
definida como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada a lesdo tecidual
real ou potencial, ou ainda descrita em termos que sugerem tal lesdo (JULIUS, BASBAUM,
2001; LOESER, TREEDE, 2008). Desta forma, além da experiéncia emocional, a dor esta
associada a um componente sensorial, denominado nocicepcao, o qual depende da ativagao de
receptores especificos e vias neuroanatdmicas que fazem a comunicacdo entre o sistema
nervoso periférico e o sistema nervoso central (RUSSO, BROSE, 1998; JULIUS,
BASBAUM, 2001; MENSE, 2009).

Originalmente, acreditava-se que a dor era proveniente apenas de uma experiéncia
sensorial, como o prazer e o medo. No século XIX, este conceito foi substituido pela ideia de
que a dor se deve a ativacdo de terminacdes nervosas especializadas. Em 1906, Charles
Sherrington prop0s a existéncia de receptores especificos/estruturas especializadas na
periferia capazes de detectar estimulos nocivos, denominando-os de nociceptores (JULIUS,
BASBAUM, 2001; MENSE, 2009).

Os nociceptores sdo estruturas especificas responsaveis pela deteccdo do estimulo
nociceptivo em nivel periférico. Eles estdo localizados na porcdo distal dos neurdnios
aferentes primarios que estdo amplamente distribuidos na pele, vasos, musculos, articulagdes
e visceras. Além disso, os nociceptores sao receptores sensiveis a diferentes estimulos nocivos
que podem ser térmicos, mecanicos ou quimicos. Os corpos celulares dos neuronios aferentes
primarios encontram-se nos ganglios trigeminais e nos ganglios da raiz dorsal (GRD). Ambas
estruturas sdo agrupamentos de corpos celulares de neurdnios, normalmente encapsulados por

células satélites de origem glial, responsaveis por conduzir a informagdo gerada na periferia
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para o nucleo trigeminal caudal ou para o corno dorsal da medula espinhal, respectivamente.
Situados na coluna vertebral e dispostos lateralmente ao longo da medula espinhal, os GRDs
contém ainda células dendriticas e macréfagos, além de uma rica rede de capilares
sanguineos. Apo6s emergir de seu corpo celular, o axénio aferente primario bifurca-se para
enviar prolongamentos & medula espinhal e outro para inervar os tecidos corporais (OLSSON,
1990; BESSON, 1999; WILLIS, COGGESHALL, 2004).

Desta forma, estimulos nociceptivos sdo detectados pelos nociceptores localizados nos
terminais nervosos das fibras aferentes primdrias periféricas e por meio destas transmitidos ao
sistema nervoso central (SNC). Estas fibras sdo classificadas de acordo com a modalidade
sensorial, os seus diametros e ainda com base na velocidade com que conduzem potenciais de
acdo. Dessa maneira, fibras Ao e AP representam proprioceptores e receptores mecanicos de
baixo limiar e sdo especializadas na conducao do estimulo mecanico indcuo. Essas fibras sao
altamente mielinizadas, de maior diametro (> 10 um), apresentam velocidade de condugado
rapida (30 a 100 m/s) e sdo particularmente abundantes na derme e epiderme. Apesar de nao
contribuirem para a dor em individuos normais, a estimulagao dessas fibras pode aliviar a dor,
o que ocorre quando elas sdo ativadas por friccao da pele pela mao apos alguma lesao.

Por outro lado, algumas fibras com didmetros menores possuem terminagdes nervosas
periféricas livres, apresentam alto limiar de ativagao e sdo responsaveis por detectar estimulos
nocivos. Entre elas, as fibras Ad que sdo pouco mielinizadas, de médio didmetro (2 a 6 um) e
velocidade de condugdo intermediaria (12 a 30 m/s), enquanto que as fibras C sdo
amielinizadas, de pequeno didmetro (0,4 a 1,2 um) e velocidade de conducdo lenta (0,5 a 2
m/s) (para revisdo ver MILLAN, 1999; DJOUHRI, LAWSON, 2004; CAFFERTY, 2005;
MENSE, 2009).

Estimulos nociceptivos de origem mecanica, térmica ou quimica podem ativar canais
10nicos especificos presentes nos terminais periféricos de fibras aferentes nociceptivas,
gerando correntes despolarizantes que, dependendo da intensidade, iniciam os disparos dos
potenciais de acdo por ativacdo de canais de sodio sensiveis a voltagem. Sabe-se que uma vez
ativadas, as fibras aferentes primarias liberam varios neurotransmissores (p. ex. glutamato e
substancia P), que por sua vez irdo ativar neurdnios secundarios especificos, localizados em
laminas de Rexed na medula espinhal. A organizagdo citoarquitetonica da medula espinhal
permite distinguir anatomicamente onde cada tipo de fibra aferente primdria termina, sendo
que as laminas de I a VI fazem parte do corno dorsal, as laminas VII, VIII e IX constituem o

corno ventral e a lamina X representa as células organizadas ao redor do canal medular. Dessa
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maneira, fibras AP, que conduzem informagdes niao-nociceptivas, terminam principalmente
nas laminas III e IV, enquanto as fibras nociceptivas Ad e C projetam-se nas laminas I e II,
tornando-as importantes sitios para a regulacdo da informagdo nociceptiva (Figura 1; para
revisdo ver BESSON, CHAOUCH, 1987; WILLIS, COGGESHALL, 1991; MILLAN, 1999;
TODD, KOURBER, 2005; RIBEIRO-DA-SILVA, DE KONICK, 2008; MENSE, 2009).
Adicionalmente, as fibras C ainda podem ser divididas em dois subtipos considerando suas
caracteristicas neuroquimicas e funcionais. As fibras C peptidérgicas contém neuropeptideos
como o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) e substancia P (SP), projetam-se
na lamina I e na camada mais superficial da lamina II. Por outro lado, as fibras C nao-
peptidicas sdo identificadas pela expressdo de isolectina-B4 (IB4) e terminam
predominantemente na camada mais profunda da lamina II (NAGY, HUNT, 1982;
SILVERMAN, KRUGER, 1990; MICHAEL et al., 1997, STUCKY, LEWIN, 1999; TODD,
2009; PRIESTELEY, 2009).

Corno dorsal

da medula espinhal
GRD
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Figura 1 — Organiza¢do do corno dorsal da medula espinhal. A projecdo dos axdnios das fibras aferentes
primarias (AP, C e Ad) sdo altamente organizadas em laminas especificas do corno dorsal da medula espinhal.
Fonte: adaptado de Cafferty, 2005.

As fibras aferentes primarias fazem sinapse com neuronios de segunda ordem na
camada superficial da medula espinhal. Os neuronios de segunda ordem, por sua vez, cruzam
a medula espinhal até o lado contralateral e ascendem a multiplas areas supraespinhais por
meio de tratos neuronais especificos (Figura 2), como por exemplo, o trato espinotalamico.
Assim, os neurdnios de segunda ordem irdo ativar no tdlamo neurdnios de terceira ordem

levando a informacao nociceptiva até as areas sensoriais do cortex cerebral, onde aspectos
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como qualidade, intensidade, localizagdo e duragdo do estimulo nociceptivo serao integrados
e componentes afetivos e emocionais serdo interpretados e contextualizados, levando a
percepgao da dor (VANDERAH, 2007).

E importante ressaltar que a transmissdo da informacio nociceptiva na medula
espinhal pode ser regulada negativamente por interneuronios inibitdrios, que fazem sinapses
na substancia gelatinosa, onde liberam neurotransmissores ¢ neuromoduladores tais como o
acido y-aminobutirico (GABA), opidides enddgenos e glicina, entre outros (para revisdo ver

MILLAN, 1999).

SHC
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Figura 2 — Via ascendente da nocicepcdo. Os axdnios das fibras aferentes primarias (C e AJ) que inervam as
regides periféricas transmitem o impulso nociceptivo até as laminas do corno dorsal da medula. Fonte: adaptado
de Freitas, 2009.

O organismo possui mecanismos intrinsecos para o controle da dor por meio da via
descendente (Figura 3) que envolve uma série de estruturas encefalicas, como o cortex
cerebral, hipotalamo, amigdala, locus coeruleus (LC), substincia cinzenta periaquedutal
(PAG), entre outros, bem como sistemas de neurotransmissores, dentre os quais podemos
mencionar os sistemas opioide, serotoninérgico, noradrenérgico, gabaérgico, adenosinérgico,
além de canabindides entre outras substincias (para revisdo ver MILLAN, 2002;

YOSHIMURA, FURUE, 2006).
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Figura 3 — Via descendente da nocicepgdo. Principais areas envolvidas no controle descente da dor. FDL:
funiculo dorso-lateral; FVL: funiculo ventro-lateral; RVM: bulbo (medulla) rostro-ventral; LC: locus coeruleus;
PAG: substéncia cinzenta periaquedutal. Fonte: adaptado de Ren, Dubner, 2009.

1.2 DOR CRONICA

A dor pode se tornar persistente, resultando em estado de ma adaptagdo, que ocorre
por combinagdo de alteracdes nos eventos basicos da nocicepcdo associado a disfungdes de
origem fisica, emocional, psicologica e social. Neste caso, a dor torna-se cronica e perde o
carater protetor necessario & manutengao da integridade do organismo, como em casos de dor

aguda.
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As dores de origem inflamatérias e as neuropaticas sao transtornos clinicos, que
afetam pacientes promovendo dores cronicas que permanecem ainda nos dias atuais sem uma
terapia realmente eficiente na grande maioria dos casos. Ambos processos sdo caracterizados
por estados de hipersensibilidade no foco ou gatilho da lesdo e na area adjacente (WOOLF,
SALTER, 2000).

A dor neuropatica, segundo a IASP, ¢ desencadeada como consequéncia direta de
lesdo ou doenca que afeta o sistema somatosensorial, ou seja, ela envolve mecanismos
fisiolégicos complexos resultantes de lesdo primdria ou disfuncdo de estruturas do sistema
somatosensorial, que podem acometer raizes e nervos periféricos, nervos cranianos, medula
espinhal ou encéfalo (LOESER, TREEDE, 2008). Apesar da incidéncia da dor neuropatica
ndo ser conhecida no Brasil, segundo a Organiza¢do Mundial de Saude, aproximadamente
20% da populacao adulta em paises desenvolvidos sdo acometidos por algum tipo de dor
cronica, sendo que em torno de 1 a 3% destas pessoas apresentam algum tipo de dor
neuropatica (BOWSHER, 1993; DWORKIN et al., 2003; IRVING, 2005). Cerca de 50%
desses individuos ficam parcial ou totalmente incapacitados, de maneira transitoria ou
permanente, o que compromete de modo significativo tanto a qualidade de vida como a
capacidade produtiva (CHONG, BAJWA, 2003).

Alguns estudos tém demonstrado importante envolvimento de receptores
glutamatérgicos, principalmente receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) em processos de
dor neuropatica (MAO et al., 1992; DICKENSON et al, 1997; YOSHIMURA,
YONEHARA, 2006). Além disso, estudos recentes demonstraram que as células gliais
participam ativamente dos processos nociceptivos cronicos por apresentarem varios
receptores relevantes e sintetizarem varios mediadores, os quais podem regular a atividade
neuronal (HAYDON, 2001; GUO, SCHLUSENER, 2007; MILLIGAN, WATKINS, 2009).
Desta forma, existe interacdo neuronio-glia significativa, na qual as células gliais podem ser
ativadas em resposta a mediadores liberados por neurdnios, resultando na liberacdo de
citocinas, bradicinina (BK), prostaglandinas (PGs), aminoacidos excitatorios, entre outros,
que, por sua vez, irdo atuar em neurdnios, aumentando a excitabilidade neuronal através da
liberacdo de SP e neurotransmissores excitatorios, como o glutamato (OKA, HORI, 1999;
HALASSA et al.,, 2007; POCOCK, KETTENMANN, 2007). O reconhecimento dessas
propriedades funcionais das células gliais evidencia a participagdo destas células em
processos de dor neuropatica (para revisao ver WATKINS et al., 2001; WATKINS, MAIER,
2003; CAMPANA, 2007; DeLEO et al., 2007; SCHOLZ, WOOLF, 2007).
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Alteragdes drasticas no fendtipo celular das fibras aferentes primarias, como o
aumento ou reducdo da expressdo de moléculas, tais como neurotransmissores, enzimas,
canais i0nicos e receptores, contribuem para os fendmenos de sensibilizagdo periférica e
central, bem como revelam o efeito analgésico de algumas substancias (para revisdo ver
WOOLF et al., 2004; MILLIGAN, WATKINS, 2009).

Viérias dessas mudangas funcionais e estruturais que ocorrem na periferia acarretam
reducdo do limiar de ativagdo de neuronios do corno dorsal da medula espinhal, contribuindo
assim para o processo de sensibilizagdo central. Nesse sentido, apds a lesdo de nervos,
descargas ectopicas periféricas repetitivas promovem a liberagdo de glutamato e de SP, que,
ao interagirem com receptores NMDA e NKI, respectivamente, sensibilizam os neurdnios
secundarios medulares, que sdo importantes na amplificagdo e persisténcia de quadros
hiperalgésicos (WOOLF, SALTER, 2000; MILLIGAN, WATKINS, 2009). Sabe-se que a
degeneragdo de fibras nociceptivas Ad e C resultam no brotamento de fibras AP na lamina II
da medula espinhal, conferindo as fibras mielinizadas a possibilidade de interagir com
neurdnios nociceptivos de segunda ordem. Apesar dos mecanismos envolvidos na
reorganizagdo sinaptica espinhal ndo serem totalmente conhecidos, esse fenomeno pode
explicar como estimulos tateis indcuos passam a ser percebidos como dolorosos, propiciando
o aparecimento de alodinia mecanica (MANNION et al., 1996). Parte dos fendmenos de
hiperexcitabilidade encontrados na dor neuropatica pode envolver a reducao do controle
descendente inibitdrio espinhal. Isto pode ser evidenciado através de reducdo da eficacia do
sistema opidide e de seus receptores, associado ao aumento da expressdo de mediadores,
como a colecistocinina, na medula espinhal parecem contribuir efetivamente para a dor
neuropatica (ZHANG et al., 1998; 2000). Evidéncias recentes sugerem ainda importante
participagdo de influéncias supra-espinhais na dor neuropatica. No entanto, 0os mecanismos
envolvidos precisam ser mais bem esclarecidos, uma vez que foi apontada tanto a redugdo do
controle inibitoério quanto o aumento da facilitagdo descendente (VANDERAH et al., 2000;
OSSIPOV, PORRECA, 2009).

Considerando a complexa relacao existente entre a lesdo e o aparecimento da dor, ndo
¢ surpreendente que o controle farmacologico efetivo da dor neuropatica ainda constitua um
grande desafio para a comunidade médico-cientifica, uma vez que esta sindrome mostra-se
resistente a uma série de farmacos com propriedades analgésicas marcadas em quadros de dor
aguda. Devido ao seu carater multifatorial, uma série de sinais e sintomas da dor neuropatica
pode variar ao longo do tempo, sendo que quanto mais cedo for impedida a persisténcia dos

estimulos nociceptivos ectopicos, maiores serdo as chances de alcancar algum sucesso
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terapéutico analgésico. Entre as opgodes de tratamento disponiveis encontram-se os opidides,
anti-inflamatdrios nao esteroidais (AINEs), adesivos topicos de lidocaina e capsaicina, além
de farmacos que ndo foram originalmente desenvolvidos para o tratamento de dor, como
anticonvulsivantes e antidepressivos triciclicos (ATTAL et al., 2010).

De maneira geral, o emprego do arsenal terapéutico atual raramente resulta na
eliminacdo da dor. Ao contrario, muitos pacientes continuam refratarios aos tratamentos, seja
pela persisténcia das crises ou por efeitos colaterais indesejaveis (ATTAL et al., 2010). Diante
deste contexto, o emprego de terapias combinadas vem sendo indicado para se obter um
melhor efeito analgésico, utilizando doses menores de cada droga, objetivando reduzir os
efeitos colaterais. No entanto, a necessidade de se identificar novos farmacos que possam ser

uteis no tratamento da dor neuropatica continua sendo de grande interesse.

1.3 PLANTAS MEDICINAIS

Ao longo dos anos, os humanos encontraram na natureza meios para atender suas
necessidades basicas, muitos dos quais serviram de remédio para o tratamento de varias
doencgas. Os primeiros registros documentam o uso de aproximadamente 1000 substancias
derivadas de plantas na Mesopotamia. No Egito, o Papiro de Ebers, datado de 1500 a.C.,
documenta mais de 700 medicamentos, a maioria originaria de plantas. Existem evidéncias
que praticamente todos os povos utilizavam preparados a base de plantas para assegurar sua
sobrevivéncia (LORENZI, MATOS, 2002; NEWMAN et al., 2008).

Durante a Idade Média, a propriedade terapéutica das plantas era atribuida a existéncia
de substincias presentes nelas. Com o desenvolvimento e o avango da quimica organica,
houve a possibilidade de isolamento e purificagdo, a partir de extratos brutos, da(s)
substancia(s) responsavel(eis) pelo(s) efeito(s) bioldgico(s) predominante(s). Esse grupo de
substancias, derivado do metabolismo secundéario, denominou-se “principios ativos”
(LORENZI, MATOS, 2002; PERES, 2003; NORTON, 2005; ITOKAWA et al., 2008) .

Os metabolitos secundarios eram considerados produtos de excre¢do do vegetal sem
possuir funcdo definida, sendo negligenciado seu estudo cientifico por muito tempo.

Posteriormente, foi sugerido que essas substancias serviriam para protecdo das plantas frente



22

as diversas situagdes, como defesa contra herbivoros e microorganismos, protecao contra
raios ultravioletas, atracdo de polinizadores, entre outros (VERPOORTE, 2000; PERES,
2003; SAKLANI, KUTTI, 2008).

A disponibilidade de principios ativos quimicamente puros, juntamente aos avangos
obtidos na fisiologia experimental no século XIX, possibilitou a descri¢do precisa dos efeitos
destas substancias, bem como a investigacdo de seu mecanismo de acdo. Por exemplo, a
atropina, principio ativo isolado da planta Atropa belladona, que contribuiu para a
fundamentagdo da neurotransmissdo colinérgica e para a teoria dos receptores
farmacolégicos; a reserpina, principio ativo extraido da planta Rauwolfia serpentina, que
propiciou o embasamento da neurotransmissdo adrenérgica, serotoninérgica e dopaminérgica.
Outros principios ativos que seguem a linha da atropina e reserpina sdo: o curare (isolado de
Chondodendron tomentosum), nicotina (espécies de Nicotiniana), ergotamina (espécies do
Ergot), cocaina (espécies de Erythroxylium), morfina (Papaver somniferum), glicosideos
cardiacos (espécies de Digitalis), efedrina (Ephedra sinica); além de uma diversidade de
outros principios ativos isolados de plantas (FARNSWORTH, 1966; GILANI, RAHMAN,
2005; NEWMAN, 2008).

E crescente a utilizagdo de principios ativos oriundos de plantas medicinais como
importantes ferramentas farmacoldgicas e também para a industria no desenvolvimento de
novos medicamentos para o tratamento de diversas enfermidades, incluindo a dor (RISHTON,
2008).

Estima-se que cerca de 25% de todos os medicamentos modernos sdo direta ou
indiretamente derivados de plantas. Outro aspecto importante deve-se ao crescente interesse
mundial nos ultimos anos na utilizagao de fitofarmacos como medicamentos complementares
ou alternativos na preven¢do ou alivio de muitas doengas (CALIXTO et al., 1998; 2000;
2005; GILANI, RAHMAN, 2005).

De acordo com a Organizagao Mundial de Saude, devido a pobreza ¢ a falta de acesso
aos medicamentos modernos, a maioria da populacao que vive em paises em desenvolvimento
depende essencialmente das plantas medicinais como atenc¢do primaria a satde (WHO, 1999;
2000; 2002; 2008; CALIXTO, 2000; GOLENIOWSKI et al., 2006; PHILLIPSON, 2007).

Entretanto, mesmo com a evidente utilizagdo na clinica, poucas plantas tém sido
estudadas cientificamente para a confirmacdo de sua qualidade, seguranca e eficacia. De
acordo com o exposto, € crescente a importancia da pesquisa e descoberta de novos

compostos de interesse terapéutico a partir de recursos naturais.
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1.4 COMBRETUM — O GENERO

As plantas do género Combretum, pertencentes a familia das Combretaceas, estdo
amplamente distribuidas em todo mundo. A familia Combretaceae consiste de 18 géneros, dos
quais o maior ¢ o Combretum, possuindo aproximadamente 370 espécies comumente
utilizadas na medicina popular. Encontram-se amplamente distribuidas em diversas regides da
Africa e apresenta aspecto variado, incluindo principalmente arvores, arbustos ou trepadeiras
(McGAW et al., 2001).

A populagdo do sul da Africa emprega essas plantas sob a forma de decoctos ou
infusdes (planta seca ou, mais raramente, folhas frescas), para o tratamento de doengas como
diarréia, gripe, sifilis e gonorréia, febre, hipertensao e edema, e tratamento de diversos tipos
de dores, como dores abdominais, nas costas, ouvido, dente e cabe¢a. Adicionalmente, essas
espécies sdo utilizadas no tratamento topico de feridas e infecgdes na pele, em forma de
pomadas constituidas de matéria vegetal seca. Foi demonstrado que algumas espécies de
Combretum, como C. zeyheri também s3o utilizadas para tratar tumores estomacais
(FYHRQUIST, 2007; McGAW et al., 2001).

Varios estudos envolvendo espécies do género Combretum tém sido realizados e
recentemente  t€ém-se  evidenciado  propriedades antimicrobianas, citotoxicas e
antiproliferativas referentes aos extratos e também aos compostos isolados do género
Combretum. Angeh et al. (2007) demonstraram que triterpenos isolados do extrato das folhas
de Combretum imberbe apresentam atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus e
Escherichia coli; atividade anti-inflamatoria e antiproliferativa e citotoxica contra células das
linhagens K-562, L.-929 ¢ HeLa.

Outro estudo demonstrou que o acido molico, um glicosideo isolado de Combretum
molle, foi capaz de, em ratos, causar bradicardia, hipotensdo ¢ vasodilatacdo dependente do
endotélio. Além disso, foi demonstrado que o composto apresenta atividade anti-inflamatéria
e antinociceptiva em modelos de edema de pata, contor¢des abdominais induzidas por acido
acético e no teste de placa quente (OJEWOLE, 2008a,b).

Estudos fitoquimicos tém sido realizados com diferentes espécies do género
Combretum, as quais possuem varios compostos quimicos bioativos. Alguns desses
compostos ou classe de compostos sdo: taninos, flavondides, saponinas, cumarinas,

triterpenos, glicosideos e derivados de fenantreno (FYHRQUIST, 2007).
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1.5 COMBRETUM LEPROSUM MART

Uma das espécies de Combretum encontrada no Brasil, nos estados do norte ¢
nordeste, caatinga e pantanal matogrossense (MARINHO et al., 2002; CHAVES et al., 2007)
¢ a Combretum leprosum Mart (Figura 1). Esta planta foi catalogada pelo botanico alemao
Carl Friedrich Philipp von Martius, em 1867, ¢ ¢ um arbusto conhecido popularmente pelos
nomes de mofumbo, cipoaba e carne-de-vaca. Na medicina popular, infusdes preparadas com
as partes aéreas (tronco, folhas e flores) e raizes de C. leprosum sdo utilizadas como
cicatrizante, para o tratamento de hemorragias, como sedativo, (FACUNDO et al, 2005),

antitussigeno, expectorante (AGRA et al., 2007) e antiofidico (FERNANDES et al., 2007).

Figura 4 — Partes aéreas de Combretum leprosum. Folhas, flores e frutos.

A partir das folhas e raizes de Combretum leprosum foram isolados o acido arjundlico,
o acido molico, acidos graxos, o triterpeno 3f,68,16B-trihidroxilup-20(29)-eno (TTHL),
flavondides glicosilados 3-O-metilquercetina e quercetina. Andlises do extrato etanolico das
folhas demonstraram que os monossacarideos sdo os principais componentes (80%), os
triterpenos representam 10%, estando entre eles o TTHL, que ¢ um triterpeno pentaciclico. O
extrato ainda contém 5% de oligossacarideos e 3% de acidos graxos (FACUNDO et al., 1993;
2005).

Medeiros et al. (2003) demonstraram que tanto o extrato etandlico da raiz de C.
leprosum quanto um triterpeno isolado desta planta, o acido arjunolico, reduziram o niimero
de contor¢des abdominais induzidas por 4cido acético. Além disso, verificou-se que o extrato
hidroalcoodlico da casca desta espécie, administrado pela via oral, apresenta atividade

ansiolitica e administrado pela via intraperitoneal apresenta atividade depressora central e



25

relaxante muscular (ALMEIDA et al., 2003). No mesmo ano, Meneses et al (2003)
demonstraram que o extrato etanolico das cascas da planta apresentam atividade protetora da
mucosa gastrica, quando avaliado no modelo de ulcera induzida pela indometacina.

Em 2005, Facundo e colaboradores verificaram que o extrato das raizes de C.
leprosum inibe a atividade das enzimas butiril e acetilcolinesterases. Adicionalmente,
verificou-se que o extrato das frutas de C. leprosum ¢ capaz de inibir a atividade proteolitica
do veneno de Bothrops jararacussu, bem como a hemorragia causada pelo veneno de B.
jararaca, resultados estes que corroboram com uso popular desta planta como antiofidico
(FERNANDES et al., 2007).

Estudos prévios realizados em nosso laboratorio de pesquisa demonstraram que o
extrato etanolico obtido das flores de Combretum leprosum promoveu efeito antinociceptivo
em varios modelos de nocicep¢do quimica e térmica. Seu efeito antinociceptivo depende, pelo
menos em parte, de mecanismos que envolvem o sistema opidide e serotoninérgico (via 5-
HT;ans € 5-HT,5) Ainda neste estudo, foi demonstrado que o triterpeno 33, 6B, 16[3-
trihidroxilup-20(29)-eno (TTHL), isolado desta planta, apresentou efeito antinociceptivo no
modelo de nocicepcdo induzida pelo glutamato (PIETROVSKI et al., 2006). Em 2008, Da
Silva demonstrou que tanto o extrato etanodlico quanto o TTHL obtidos das flores de C.
leprosum possuem potente atividade anti-inflamatdria administrados por via tdpica, visto que

foram capazes de inibir o edema e a migracao celular em processos inflamatorios na pele.
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2 JUSTIFICATIVA

Ao longo das ultimas décadas, o estudo dos mecanismos da nocicep¢do e a
determinag¢do de potenciais alvos para terapias especificas contra a dor, incluindo as de
origem neuropatica, tornaram-se duas das principais prioridades de organizacdes de saude,
bem como das empresas farmacéuticas (LUO, 2004).

A terapia convencional para o controle da dor, principalmente no que diz respeito ao
tratamento/controle de estados cronicos de dor, se baseia no uso de analgésicos opidides, anti-
inflamatorios ndo-esteroidais, antidepressivos triciclicos e anticonvulsivantes. Todavia, os
efeitos indesejaveis promovidos por esses farmacos oferecem obstaculos a utilizacdo dos
mesmos na terapéutica (ATTAL et al., 2010).

O TTHL, isolado das flores de C. leprosum, apresentou efeito antinociceptivo no
modelo de nocicepgdo (dor) aguda (PIETROVSKY et al., 2006). De maneira geral a dor ¢ de
dificil controle e os farmacos disponiveis na clinica apresentam baixa eficacia e muitos efeitos
colaterais. Nesse sentido, novos estudos sdo necessarios para aprimorar o conhecimento
acerca do efeito antinociceptivo do TTHL em modelos de nocicep¢do aguda e avaliar se o
TTHL apresenta atividade antinociceptiva em modelos de nocicepgao cronica. Assim como, €
importante esclarecer os possiveis mecanismos de agdo envolvidos no efeito antinociceptivo
deste triterpeno.

Desta forma, estes resultados poderdo servir como informagdes cientificas que
validam o conhecimento etnofarmacoldgico acerca do uso popular de Combretum leprosum.
Adicionalmente, o triterpeno isolado desta planta, o TTHL, pode se tornar molécula de
interesse para o desenvolvimento de farmacos terapeuticamente uteis para o controle de dor

aguda e crdnica.
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3 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi investigar o efeito antinociceptivo do triterpeno 33,

6B, 16B-trihidroxilup-20(29)-eno (TTHL) isolado de flores de Combretum leprosum em

modelos experimentais de dor aguda e cronica em camundongos, bem como 0s possiveis

mecanismos envolvidos neste efeito.

3.1

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar o efeito antinociceptivo do TTHL, por meio de modelos de nocicepcao

aguda, como: acido acético, formalina e glutamato;

Avaliar o decurso temporal do efeito antinociceptivo do TTHL administrado pela via

oral na nocicepg¢ao induzida pelo glutamato;

Investigar, por meio de ferramentas farmacologicas, alguns dos possiveis mecanismos
de acdo envolvidos no efeito antinociceptivo do TTHL, entre eles, o sistema opioide,

serotoninérgico e as vias de sinalizagdo comuns a estes sistemas;

Investigar o envolvimento do sistema glutamatérgico no efeito antinociceptivo do
TTHL administrado intratecalmente, por meio do uso de agonistas e antagonistas e por
meio de ensaio de ligacdo especifica (binding) para avaliar a interagdo com receptores e

transportadores de glutamato;

Avaliar o efeito da administracao intratecal do TTHL sobre a atividade locomotora de

camundongos, utilizando o teste de campo aberto (open field);

Avaliar a participacdo de citocinas pro-inflamatérias no efeito antinociceptivo do

TTHL administrado pela via oral ou intratecal;
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e Verificar a atividade antinociceptiva do TTHL na nocicep¢do cronica, utilizando o
modelo de dor neuropatica induzida pela ligadura parcial do nervo cidtico em

camundongos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL BOTANICO: ISOLAMENTO, PURIFICACAO E IDENTIFICACAO DO
TTHL

As flores de Combretum leprosum foram coletadas em Cocalzinho-Vigosa, estado do
Ceara, Brasil, em maio de 2007. A espécie foi identificada pelo Prof. Afranio Fernandes
(Universidade Federal do Ceard) em maio de 2007 e um exemplar encontra-se catalogado (n.
12446) no Herbario Prisco Bezerra no Departamento de Biologia da Universidade Federal do
Ceard. A obtencdo do extrato etandlico, assim como o isolamento, a purificacdo ¢ a
identificagdo dos compostos isolados de C. leprosum foram realizados pelo grupo de pesquisa
coordenado pelo Prof. Dr. Valdir Alves Facundo, do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Rondonia. Primeiramente, as flores foram secas e trituradas, e entao
submetidas a extracdo com etanol a temperatura ambiente. Foram realizadas trés extragdes
sucessivas, utilizando 5 litros de etanol em cada extracdo, e entdo o produto foi submetido a
destilacdo do solvente sob pressao reduzida, fornecendo 58,3 g de extrato.

Parte do extrato etanodlico obtido nessa primeira etapa foi submetido a um
fracionamento em coluna filtrante, utilizando como adsorvente silica gel e tendo como fases
solventes: hexano, cloroféormio, acetato de etila e metanol, obtendo-se assim as respectivas
fragdes. A fracdo cloroférmio foi entdo submetida a cromatografia em coluna de silica gel,
tendo como fase fixa gel H da Merck e como fase mével uma mistura de hexano e acetato de
etila em polaridade crescente. Em quatro fragdes (27-30), extraidas com hexano:acetato de
etila (3:7) foi observada a presenga de um precipitado branco, através de recristalizagdo com
éter etilico foi feita a purificacdo da substincia identificada por métodos quimicos e
espectroscopicos (NRM) como sendo o triterpeno 383, 6B, 16p-tridroxilup-20(29)-eno (TTHL;
Figura 1; FACUNDO et al., 1993).



30

OH

HO

~
Z
Z
~Z
Z
Z
7l

OH

Figura 5 — Estrutura do 3p,6pB,16B-trihidroxilup-20(29)-eno. PM: 458 g/mol. Fonte: adaptado de Facundo et
al., 1993.

4.2 ANIMAIS

Todos os procedimentos experimentais realizados foram aprovados pela Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFSC (protocolo: PP00162). Para a realizagdo dos
experimentos foram utilizados camundongos Swiss (25 a 35 g) de ambos os sexos, obtidos do
Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), mantidos em
temperatura controlada de 22 + 2°C, em ciclo de 12 h claro e 12 h escuro (luzes acesas as 6 h)
e com agua e ragdo ad libitum. Os animais, machos e fémeas distribuidos de forma
homogénea entre os grupos experimentais, foram mantidos no laboratério para aclimatagao
por pelo menos 1 hora antes da realizagdo dos experimentos, sendo que os experimentos
descritos foram realizados de acordo com as normas éticas para o estudo de dor com animais
de laboratorio (ZIMMERMANN, 1983). O numero de animais utilizados e a intensidade do
estimulo nocivo foram os minimos necessarios para demonstrar os efeitos dos tratamentos.

Além disso,
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4.3 ESTUDO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA DO TTHL

4.3.1 Contorgdes abdominais induzidas por &cido acético em camundongos

O teste de contor¢des abdominais induzidas pelo 4cido acético ¢ descrito como um
modelo tipico de nocicepcdo inflamatoéria viscero-somdtica e permite avaliar a atividade
antinociceptiva de substancias que atuam tanto em nivel central quanto periférico (KOSTER
et al., 1959; VINEGAR et al., 1979; TIOLSEN, HOLE, 1997). Desta forma, primeiramente
avaliou-se o efeito do TTHL frente a este teste. Para tanto, os animais foram pré-tratados com
TTHL (0,01-10 mg/kg) pela via oral (v.0.). O grupo controle recebeu veiculo (5% Tween
80/DMSO-10 ml/kg, v.0.). Apoés 60 min, a resposta nociceptiva foi induzida pela injecdo
intraperitoneal (450 pl) de acido acético (0,6%). Em seguida, os animais foram colocados em
funis de vidros individuais e o numero de contor¢des abdominais foi quantificado
cumulativamente durante 20 min. As contor¢des abdominais consistem na contra¢ao da
musculatura abdominal, juntamente com a extensdo de uma das patas posteriores de acordo
com o método descrito anteriormente (COLLIER et al., 1968; SANTOS et al., 1999a; Le
BARS et al., 2001).

4.3.2 Nocicepcdo induzida pela injecdo intraplantar de formalina (2,5%) em

camundongos

O modelo de nocicepgdo induzida pela formalina permite avaliar dois tipos distintos
de nocicepcdo: a de origem neurogénica, decorrente da estimulagdo direta das fibras
nociceptivas e a de origem inflamatoria, caracterizada pela liberagio de mediadores
inflamatorios (HUNSKAAR et al., 1985, TIOLSEN et al., 1992). A metodologia utilizada foi
semelhante a descrita por Santos e Calixto (1997). Aos 60 min antes da injecao
intraplantar/intradérmica (i.pl.) de formalina, os camundongos foram pré-tratados com TTHL

(10-300 mg/kg, v.0) ou veiculo (grupo controle — 10 ml/kg, v.o.). Posteriormente, 20 pl de
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solugdo de formalina 2,5% foi injetada intraplantarmente (i.pl.) na superficie ventral da pata
direita do animal, sendo observado, individualmente, o tempo que os animais permaneceram
lambendo ou mordendo a pata injetada de 0-5 min (fase neurogénica) e de 15-30 min (fase

inflamatoria) ap6s a inje¢ao da formalina.

4.3.3 Nocicepcao induzida pela injecdo intraplantar de glutamato em camundongos

Uma vez que o sistema glutamatérgico ¢ um dos mais importantes envolvidos na
transmissdo do estimulo nociceptivo, tanto em nivel periférico quanto central (BEIRITH et
al., 2002; JESSE et al, 2008), verificou-se o efeito do tratamento com TTHL administrado por
via oral (v.o0.), intraperitoneal (i.p.), intraplantar/intradérmica (i.pl.) e intratecal (i.t.), no
modelo de nocicepcao induzida pelo glutamato. O procedimento utilizado foi semelhante ao
descrito por Beirith et al. (2002) e Meotti et al. (2009). Os camundongos foram tratados com
TTHL v.o (3-300 mg/kg, 60 min antes), i.p. (1-30 mg/kg, 30 min antes), i.pl. (3-30 ug/pata,
co-administrado com o glutamato) ou i.t (30-300 pg/5 pl, 15 min antes). Animais do grupo
controle receberam volume igual de veiculo v.o. e i.p. (10 ml/kg), i.pl. (20 ul/pata) or i.t. (5
ul/sitio). Apds os tratamentos com TTHL ou veiculo, os animais foram injetados
intraplantarmente (20 pL) com solugdo de glutamato (10 pmol/pata, preparado em salina; ou
20 pwmol/pata, preparado em salina com o pH ajustado para 7,0 com NaOH) na pata traseira
direita. Em seguida, os animais foram colocados individualmente em funis de vidro
transparente, sendo que o tempo em que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata
injetada foi cronometrado por um periodo de 15 min e considerado como indice de

nocicepgao.

Em outra série de experimentos, foi investigado o decurso temporal do efeito
antinociceptivo do TTHL (30 mg/kg, v.0.) administrado 1, 2, 4, 6, 8 e 10 hs antes da inje¢ao
i.pl. de glutamato. Animais do grupo controle receberam o mesmo volume de veiculo (10

ml/kg, v.0.) e foram observados nos mesmos intervalos de tempo.



33

4.4 ANALISE DO POSSIVEL MECANISMO DE ACAO DO TTHL

Os mecanismos pelos quais o TTHL (30 mg/kg, v.0), promove antinocicep¢ao foram
avaliados utilizando o modelo de nocicepgao induzida pelo glutamato. As doses de todas as
substancias utilizadas foram escolhidas baseadas em dados descritos na literatura (SANTOS
et al., 1999a e b; 2005; KASTER et al., 2005; MAIA et al., 2006; PIETROVSKI et al., 2006;
LUIZ et al., 2007; BACKHOUSE et al., 2008; MEOTTI et al., 2009) ou selecionadas a partir

de experimentos prévios realizados no laboratorio.

4.4.1 Envolvimento do sistema opidide

Com o objetivo de verificar a participacdo do sistema opidide na antinocicepcao
promovida pelo TTHL, os camundongos foram pré-tratados com naloxona (1 mg/kg, i.p.,
antagonista nao-seletivo de receptores opidides), CTOP (1 mg/kg, subcutaneamente [s.c.],
antagonista seletivo de receptores p-opioide), nor-binaltorfimina (1 mg/kg, i.p., antagonista
seletivo de receptores k-opidide) ou naltrindol (3 mg/kg, s.c., antagonista seletivo de
receptores O-opiodide). Apos 20 min, os animais receberam TTHL (30 mg/kg, v.0), morfina
(2,5 mg/kg, s.c) ou veiculo (10 ml/kg, v.0.). A resposta nociceptiva a injecdo de glutamato
i.pl. foi verificada 60 min apds a administragio de TTHL ou veiculo ¢ 30 min apés o
tratamento com morfina. Outros grupos de animais foram pré-tratados somente com veiculo e
20 min apds, receberam TTHL, morfina ou veiculo, 60, 30 ou 60 min antes da injecdo de
glutamato, respectivamente (CATHELINE et al., 1999; KIM et al., 2000; JINSMAA et al.,
2006; LUIZ et al., 2007).
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4.4.2 Envolvimento do sistema serotoninérgico

Para investigar o envolvimento da produgdo de serotonina enddgena no efeito
antinociceptivo do TTHL, camundongos foram pré-tratados com p-clorofenilalanina metil
éster (PCPA, 100 mg/kg, i.p., inibidor da sintese de serotonina) ou com veiculo, uma vez ao
dia, durante 4 dias consecutivos. Apds 20 min decorridos da ultima administracao de PCPA,
os animais receberam TTHL (30 mg/kg, v.0), morfina (2,5 mg/kg, s.c) ou veiculo (10 ml/kg,
p-0). A resposta nociceptiva a injecao de glutamato foi verificada 30 ou 60 min apds a injecao
de morfina, TTHL ou veiculo. Em experimentos posteriores, foi avaliada a contribui¢do dos
diferentes tipos de receptores de serotonina (5-HT). Para isso, os animais foram pré-tratados
com WAY 100635 (0,5 mg/kg, s.c., antagonista seletivo de receptor 5-HT,), cetanserina (1
mg/kg, i.p., antagonista seletivo de receptor 5-HT»), ondansetrona (0,5 mg/kg, i.p.,
antagonista seletivo de receptores 5-HT3;) ou veiculo (10 mlkg, i.p.). Apdés 20 min da
administracdo dos antagonistas, os animais foram tratados com TTHL (30 mg/kg, v.0.) ou
veiculo (10 ml/kg, v.0.) e como controles positivos foram utilizados: buspirona (5 mg/kg, i.p.,
agonista de receptor 5-HT;a), DOI (1 mg/kg, 1.p., agonista de receptor 5-HT,) ou agmatina
(3 mgkg, ip., o qual em resultados prévios de nosso laboratdrio teve seu efeito
antinociceptivo revertido pela ondansetrona (SANTOS et al., 2005; LUIZ et al., 2007). A
resposta nociceptiva ao glutamato foi avaliada 60 min apds a administragdo de TTHL ou

veiculo e 30 min depois da administragdao dos agonistas.

4.4.3 Envolvimento da via L-arginina-0xido nitrico

Os animais foram pré-tratados com L-arginina (600 mg/kg, i.p., precursor de 6xido
nitrico). Apdés 20 min os animais receberam TTHL (30 mg/kg, v.0.), L-NAME (20 mg/kg,
1.p., inibidor da 6xido nitrico sintase) ou veiculo (10 ml/kg, v.0.). Outros grupos de animais
receberam somente veiculo (10 ml/kg, i.p.) e posteriormente, TTHL (30 mg/kg, v.o0.), L-
NAME (20 mg/kg, i.p., inibidor da éxido nitrico sintase) ou veiculo (10 ml/kg, v.0.). A
resposta nociceptiva a injecao de glutamato foi avaliada 60 min ap6s a administracao de

TTHL ou veiculo e 30 min apds tratamento com L-NAME (MAIA et al., 2006).
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4.4.4 Participacao da proteina Gi

A fim de investigar o envolvimento da proteina Gi na atividade antinociceptiva do
TTHL, camundongos foram pré-tratados pela via i.t. com toxina pertussis (PTX; 0,5 pg/sitio),
um inativador da proteina Gi. O grupo controle foi pré-tratado com veiculo (5 pl/sitio) pela
via i.t. O experimento foi conduzido conforme previamente descrito por Sanchez-Blazquez e
Garzon (1991) e Meotti et al. (2007). Sete dias apos o pré-tramento dos animais com PTX, os
animais receberam veiculo (10 ml/kg, v.o.), TTHL (30 mg/kg, v.0.) ou morfina (2,5 mg/kg,
s.c.). A resposta nociceptiva a inje¢do i.pl. de glutamato foi avaliada 60 min apods a

administragdo com TTHL ou veiculo e 30 min apds administracdo de morfina.

4.45 Envolvimento dos canais de K*

O préximo passo foi investigar o envolvimento de canais K na antinocicepgdo
promovida pelo TTHL. Os animais foram pré-tratados com bloqueadores de canais de K':
tetractilamonio (TEA, 1 pg/sitio, i.t.; bloqueador de canal de K™ voltagem-dependente);
apamina (50 ng/sitio, i.t.; bloqueador de canal de K" de baixa condutancia ativado por calcio);
caribdotoxina (250 pg/sitio, i.t.; bloqueador de canal de K de alta condutancia ativado por
calcio) ou glibenclamida (80 pg/sitio, i.t.; bloqueador de canal de K dependente de ATP) e
apds 15 min eles foram tratados com TTHL (30 mg/kg, v.0.), morfina (2,5 mg/kg, s.c.) ou
veiculo (10 ml/kg, v.0.) (STRONG, 1990; ARONSON, 1992; WELCH, DUNLOW, 1993;
SANTOS et al., 1999b; MEOTTI et al., 2007). A resposta nociceptiva a inje¢do i.pl. de
glutamato foi verificada 60 min apds a administragdo de TTHL ou veiculo e 30 min apds

administracao de morfina.
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4.5 ENVOLVIMENTO DO SISTEMA GLUTAMATERGICO NO EFEITO
ANTINOCICEPTIVO DO TTHL

45.1 Nocicepgdo induzida pela injecdo intratecal (i.t) de aminoécidos excitatorios e

substancia P

Com o objetivo de evidenciar mais diretamente a participagdo do sistema
glutamatérgico no efeito antinociceptivo do TTHL em nivel central, este triterpeno foi co-
administrado com agonistas ionotropicos e metabotropicos de receptores glutamatérgicos ou
substancia P (SP) pela via i.t. O procedimento utilizado para a inje¢ao intratecal foi similar ao
descrito previamente por Hylden e Wilcox (1980). Apo6s tricotomia da pele, os animais foram
imobilizados manualmente e uma agulha conectada a uma microseringa de 25 pl foi inserida
através da pele no espaco subdural entre as vértebras espinhais L5-L6. A resposta nociceptiva
foi ocasionada pela administracdo intratecal no volume de 5 pl dos aminoacidos excitatorios e
SP diluidos em solugdo salina. Primeiramente, TTHL (6,5-218 nmol/sitio) foi co-administrado
intratecalmente com glutamato (aminoacido excitatorio, 175 nmol/5 pl). Nos experimentos
subsequentes, TTHL (65,5 nmol/sitio) foi co-injetado intratecalmente com NMDA (agonista
seletivo de receptores glutamatérgicos ionotrdpicos do subtipo NMDA, 450 pmol/sitio); trans-
ACPD (agonista nao-seletivo dos receptores glutamatérgicos metabotropicos, 10 nmol/sitio);
AMPA (agonista seletivo de receptores glutamatérgicos ionotropicos do subtipo AMPA, 135
pmol/sitio), cainato (agonista seletivo de receptores glutamatérgicos ionotrdpicos do subtipo
cainato, 110 pmol/sitio) ou substincia P (SP, agonista preferencial de receptores NK;, 100
pmol/sitio) (SCHEIDT et al., 2002; GADOTTI et al., 2006). Em outro grupo de animais, foi
administrado veiculo (5 pl/sitio) pela via i.t.. Imediatamente apos a injecdo das substancias, os
camundongos foram individualmente colocados em funis de vidro transparentes e o tempo
que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a regido inferior a injecdo (patas
posteriores, cauda e abddmen) foi cronometrado dentro do tempo padronizado para cada
substancia: glutamato 3 min; NMDA e SP 5 min; AMPA 1 min; cainato 4 min e trans-ACPD
15 min (URCA, RAIGORODSKI, 1988; SAKURADA et al., 1990; BRAMBILLA et al.,
1996; BOXALL et al., 1998; SCHEIDT et al., 2002).
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4.5.2 Injecdo i.t. de antagonistas de receptores NMDA e metabotrépicos

Posteriormente, foi investigado se antagonistas de receptores NMDA e
metabotropicos: MK-801 (antagonista seletivo ndo competitivo de receptores NMDA) e (RS)-
MCPG (antagonista ndo-seletivo de receptores metabotropicos glutamatérgicos do grupo
I/grupo II) revertem a resposta nociceptiva induzida pela inje¢do i.t. de glutamato, NMDA e
trans-ACPD. Dessa forma, ambos antagonistas, MK-801 (3 nmol/sitio) e (RS)-MCPG (100
nmol/sitio) foram co-injetados intratecalmente com glutamato (175 nmol/sitio), NMDA (450
pmol/sitio) ou trans-ACPD (10 nmol/sitio). A resposta nociceptiva (s) foi quantificada como

descrito no item anterior.

4.5.3 Injecdo i.t. de doses subativas de TTHL, antagonistas de receptores NMDA e

metabotrdpico

Com o objetivo de investigar o envolvimento de receptores NMDA e metabotropicos
no efeito antinociceptivo do TTHL, investigou-se o efeito sinérgico de doses subativas dos
antagonistas NMDA (MK-801, 1 nmol/sitio) e metabotropico (RS)-MCPG [30 nmol/sitio] +
TTHL (6,5 nmol/sitio) sobre a nocicepcao induzida pelos agonistas NMDA (450 pmol/sitio)
ou trans-ACPD (10 nmol/sitio). Para tanto, os animais receberam injegdes intratecais (cada
injecao de 2,5 ul, perfazendo o volume total de 5 pl), como descrito anteriormente. O grupo
controle recebeu inje¢do i.t. de veiculo (2,5 pl/i.t.) antes de cada agonista, NMDA ou trans-

ACPD (2,5 pl/sitio). A resposta nociceptiva (s) foi quantificada como descrito no item 4.5.1.



38

45.4 Avaliacdo da atividade locomotora

A fim de avaliar o efeito do TTHL na atividade locomotora espontanea dos animais,
os camundongos foram submetidos ao teste do campo aberto (open-field; RODRIGUES et al.,
2002). O campo aberto consiste em uma caixa de madeira medindo 40 x 60 x 50 cm. O chado
da arena foi dividido em 12 quadrados, € o nimero de cruzamentos realizados pelos animais
foi analisado durante 6 min. Quinze minutos antes do teste, os camundongos foram tratados

com TTHL (65,5 e 218 nmol/sitio, i.t.) ou veiculo (salina 5 ul/sitio, i.t.).

455 Ensaios de ligacdo especifica de [*H]-L-glutamato

4.5.5.1 Preparagdo das membranas

A preparacdo das membranas foi realizada de acordo com o protocolo previamente
descrito por Emanuelli et al. (1998). Camundongos Swiss foram sacrificados por decapitagao
e tiveram seus encéfalos (exceto cerebelo) dissecados, pesados e homogeneizados em 20
volumes (ml/g de tecido) de uma solucdo contendo sacarose (320 mM)/Tris-HCl (10
mM)/MgCl; (1 mM) e pH 7,4. O homogenato foi centrifugado a 1.000 x g durante 15 min. O
sobrenadante (S1) dessa centrifugagdo foi separado e mantido em gelo. O precipitado foi
ressuspenso no mesmo volume de tampao utilizado inicialmente e centrifugado novamente a
1.000 x g durante 15 min. O sobrenadante obtido dessa centrifugagdo foi misturado a S1 e o
precipitado foi desprezado e a mistura centrifugada a 27.000 x g durante 15 min. O
precipitado resultante foi ressuspenso em 20 volumes de tampao Tris/HCl 1 mM (pH 7,4) e
centrifugado novamente a 27.000 x g durante 15 min (SOUZA, RAMIREZ, 1991), sendo que
esse procedimento foi repetido trés vezes. O precipitado resultante da terceira lavagem foi
ressuspenso em tampao Tris/acetato 10 mM (pH 7.,4). A concentracdo de proteina foi

determinada pelo método de Bradford (1976).



39

4.5.5.2 Ligagio especifica de ["H]-L-glutamato em membranas de encéfalo de camndongos

Os ensaios de ligagio especifica de ["H]-L-glutamato foram realizados na auséncia de
sodio, com intuito de verificar a ligagdo do glutamato aos seus receptores ou na presenca de
sodio, a fim de verificar a ligagdo do glutamato aos transportadores (os transportadores de
glutamato dependem de sdédio para exercerem atividade). O procedimento foi realizado
conforme previamente descrito (DALCIN et al., 2007). Os ensaios de ligacdo especifica
foram realizados em triplicata em um volume total de 0,5 ml contendo 50 mM de tampao
Tris—acetato (ensaio de ligagdo especifica na auséncia de Na', pH 7,4) ou 50 mM de tamp?o
Tris—acetato/120 mM NaCl (ensaio de ligacdo especifica na presenga de Na, pH 7,4); 0,1 ml
de membrana (50 pg de proteina), TTHL (0,01-1 mM) ou veiculo (etanol 0,6%). Para o
experimento de ligacdo especifica de glutamato independente de sodio, foi utilizado NMDA 1
mM como controle positivo. E para o ensaio de ligagcdo especifica dependente de sodio foi
utilizado o L-trans-2,4-dicarboxilato de pirrolidina (PDC; 50 pM), que ¢ um inibidor dos
transportadores de glutamato. Os controles ndo continham TTHL. Apds 30 min de incubagdo
a 30 °C com 40 nM de [’H]glutamato (0,3 pCi) as amostras foram filtradas a vacuo, os filtros
foram lavados com 20 ml de tampao tris/acetato 10 mM gelado, bem secos e colocados em
frascos proprios (vials) contendo 1 ml de liquido de cintilagdo para posterior determinagao da
radioatividade em cintilador beta (Packard Tri-Carb 2100TR). A radioatividade foi
determinada utilizando valores de ligagdo ndo especifica (10-20% da ligagdo total) obtidas
pela adicdo de 40 uM de glutamato ndo-radioativo ao meio em experimentos paralelos. A
ligacdo especifica foi considerada como sendo a diferenca entre a ligacao (binding) total e
ligacdo nao-especifica. Os resultados estdo expressos como porcentagem dos valores da

ligagdo especifica.
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4.6 PARTICIPACAO DE CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS

Duas citocinas destacam-se quando se trata de dor e inflamagdo: a IL-1p3 e o TNF-a..
Tanto a IL-1f quanto o TNF-a contribuem diretamente para o desenvolvimento de
hiperalgesia e alodinia (FERREIRA et al, 1988; DAVIS, PERKINS, 1994, CUNHA,
FERREIRA, 2003, COUTAUX et al, 2005). Com o objetivo de avaliar a participacao dessas
citocinas no efeito antinociceptivo do TTHL utilizou-se o modelo de nocicep¢do induzida
pela administragao intratecal de IL-1p e TNF-a.. Os animais foram tratados com TTHL pela
via oral (30 mg/kg) ou i.t. (65,5 nmol/sitio, co-administrado com as citocinas) ou com veiculo
(grupo controle — 10 ml/kg). Apds 60 min da administragdo v.0. de TTHL ou veiculo, os
animais receberam inje¢do i.t. de IL-1B (1 pg/sitio) ou TNF-a (0,1 pg/sitio). Imediatamente
apos a injeg¢ao das substancias, os camundongos foram individualmente colocados em funis de
vidro transparentes € o tempo que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a regiao

inferior a injecdo (patas posteriores, cauda e abddmen) foi cronometrado durante 15 min

(FERREIRA et al., 1999; SCHEIDT et al., 2002).

4.7 NEUROPATIA INDUZIDA PELA CONSTRICAO PARCIAL DO NERVO CIATICO

O efeito do TTHL sobre a dor neuropatica foi avaliado no modelo de neuropatia
induzida pela constricdo parcial do nervo ciatico em camundongos. Os animais foram
previamente anestesiados com inje¢do intraperitoneal contendo cetamina 100 mg/kg e
xilazina 5 mg/kg. A anestesia foi mantida com anestésico inalatério isofluorano (1-2% em
100% de O;) e apos a verificacdo da anestesia, foi realizada incisdo no membro inferior
direito para a exposi¢do do nervo cidtico, que foi dissecado das veias e dos tecidos aderentes
de acordo com o método descrito para ratos (SELTZER et al, 1990) e adaptado para
camundongos (MALMBERG, BASBAUM, 1998). Apo6s o procedimento descrito,
aproximadamente 1/2 a 2/3 do nervo ciatico foi amarrado com o auxilio do fio de sutura
(Ethicon, Cardiovascular, 7.0 Prolone) que também foi utilizado para suturar a fascia; ja a

epiderme foi suturada com o fio 4.0 (Ethicon, Cardiovascular, Ethibond). Sete dias ap6s a
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cirurgia avaliou-se o limiar nociceptivo mecanico dos animais conforme descrito no subitem
4.7.1. Apos, os animais foram tratados durante 7 dias e do dia 10 até o dia 12, duas vezes ao

dia, com veiculo (10 ml/kg, v.0.) ou com TTHL (30 mg/kg, v.0.).

4.7.1 Estimulacdo mecanica

O limiar nociceptivo dos animais foi avaliado de acordo com o método descrito por
Chaplan et al. (1994). Através da superficie da tela de metal do assoalho da camara de
observacdo, uma série de filamentos de von Frey (Semmes-Weinsntein monofilaments,
Stoelting, EUA) calibrados para produzir forgas de 0,02; 0,07; 0,4; 0,6; 1,0; 1,4; 2,0 gramas
foram aplicados perpendicularmente e em ordem crescente ou decrescente ao centro da
superficie plantar da pata traseira dos animais, por um periodo maximo de 8 s, ou até que o
animal apresentasse resposta nociceptiva de retirada da pata, seguida de lambida e/ou
chacoalhar da mesma. O teste teve inicio com o filamento de 0,4 g. Na auséncia de resposta,
filamentos de for¢a maior foram aplicados consecutivamente até que ocorresse a resposta de
retirada da pata. Caso o filamento de 0,4 g produzisse a resposta, apos intervalo de 2 minutos,
filamentos de for¢a menor foram aplicados até que ocorresse novamente a resposta de retirada
da pata. Os dados coletados utilizando este método, denominado up-and-down e proposto por
Dixon (1980), foram utilizados para calcular a forca correspondente a 50% do limiar de
retirada da pata (em gramas, g) e foi determinado antes e ap6s a realizacao dos protocolos
experimentais. Reducdes no limiar de retirada da pata caracterizam o aparecimento de

alodinia mecanica.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados estdo apresentados como média + erro padrdo da média (E.P.M.), exceto

os valores de DIsy (doses de TTHL que reduziram as respostas nociceptivas em 50% em
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relagdo ao grupo controle), as quais estdo apresentadas como médias geométricas
acompanhadas de seus respectivos limites de confianca em nivel de 95%. Os valores de DIsg
foram obtidos através do método de regressdo ndo linear (fung¢do sigmoidal com slope
variavel) utilizando-se o software Graph Pad Prism (2005, San Diego, CA) versdo 4.03. Para
os dados paramétricos, a significancia estatistica dos diferentes grupos foi determinada por
ANOVA de uma via ou duas vias, seguido pelo teste de Newman-Keuls ou Tukey HSD
(software STATISTICA/StatSoft), respectivamente, quando apropriado. Para os dados nao-
paramétricos, a significancia estatistica foi determinada por Mann-Whitney seguida pelo teste

de Kruskal Wallis.
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5 RESULTADOS

5.1 ESTUDO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA DO TTHL

5.1.1 Efeito do TTHL sobre as contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético

(0,6%) em camundongos

Os resultados apresentados na Figura 6 mostram que o TTHL (0,01-10 mg/kg),
administrado pela via oral (v.o0.), inibiu significativamente o nimero das contor¢des
abdominais induzidas pelo acido acético em camundongos, com valores de DIsy (e seus

respectivos limites de confianga de 95%) de 0,15 (0,03-0,8) mg/kg e inibi¢do de 69 + 3%.
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Figura 6 — Efeito antinociceptivo do TTHL administrado pela via oral em relacdo a nocicepg¢do induzida pela
inje¢do intraperitoneal de acido acético (0,6%) em camundongos. Cada coluna representa a média de 7 animais e
as linhas verticais indicam o erro padrdo das médias (E.P.M.) Os simbolos denotam os niveis de significancia
**P < 0,01 e ***P < 0,001 comparado ao grupo controle (C: coluna preta; animais que receberam somente
veiculo via oral [5% Tween 80/DMSO] e acido acético i.p.). ANOVA de uma via seguida pelo teste de Student
Newman-Keuls.
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5.1.2 Efeito do TTHL na nocicep¢éo induzida pela injecdo intraplantar de formalina

em camundongos

Observa-se na Figura 7 que o TTHL (10-300 mg/kg, v.o.) foi capaz de inibir tanto a
fase neurogénica (1* fase: 0-5 min) quanto a fase inflamatoria (2* fase: 15-30 min) da
nocicep¢ao induzida pela formalina. As Dlsgs calculadas foram 108 (73-163) e ~30 mg/kg e

inibig¢do de 63 £ 5% e 51 £ 9%, respectivamente para a primeira e segunda fase.
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Figura 7 — Efeito do TTHL administrado pela via oral em relagdo a primeira (A) e segunda (B) fase da
nocicepg¢do induzida pela injecdo intradérmica de formalina 2,5% em camundongos. Cada coluna representa a
média de 8 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os simbolos denotam os niveis de significancia *P <
0,05; **P < 0,01 e ***P < 0,001 comparado ao grupo controle (C: coluna preta; animais que receberam somente
inje¢@o de veiculo via oral [5% Tween 80/DMSO] e formalina i.pl.). ANOVA de uma via seguida pelo teste de
Student Newman-Keuls.

5.1.3 Efeito do TTHL na nocicepgdo induzida pela injecdo intraplantar de glutamato

em camundongos

Os resultados apresentados na Figura 8 (A, B, e C) demonstram que o TTHL
administrado sistemicamente pela via intraperitoneal (1-30 mg/kg, 1.p.), perifericamente (3-30
ug/pata, co-administrado com o glutamato intradérmica) ou centralmente pela via intratecal

(10-300 pg/i.t.), promoveu inibicdo significativa e de maneira dependente da dose a
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nocicepcao induzida pela injecdo intraplantar/intradérmica (i.pl.) de glutamato (10 pmol/pata
preparado em salina). Os valores de Dlsy foram 5 (4-8) mg/kg; 16 (12-20) pg/pata; e 107 (66-
174) pg/i.t. com inibi¢des de 78 £ 6 %, 82 £ 4% e 77 £ 8%, respectivamente (Figura 8A, B e
O).

O TTHL (3-300 mg/kg), quando administrado via oral, também promoveu reducao
significativa da nocicepg¢ao induzida pela inje¢do i.pl. de glutamato (20 umol/pata, preparado
em salina com o pH ajustado para 7,0 com NaOH) com DIsy de 19 (13-27) mg/kg ¢ inibi¢ao
de 56 £ 3% na dose de 30mg/kg (Figura 9A). Quando o glutamato foi administrado em
diferentes tempos apds o tratamento com TTHL (30mg/kg, v.0.), verificou-se que o triterpeno
apresenta pico de resposta antinociceptiva 1 h (inibicdo de 59 + 6%), resposta esta que

perdurou até 6 h (inibicao de 37 + 6%) apds o tratamento (Figura 9B).
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Figura 8 — Efeito do TTHL administrado i.p. (1-30 mg/kg, painel A), i.pl. (3-30 pg/kg, painel B) ou i.t. (10-300
pg/sitio) em relagdo a nocicepgdo induzida pela injecdo de glutamato i.pl. (C; 10 pumol/pata, preparado em
salina) em camundongos. Cada coluna representa a média de 7 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os
simbolos denotam os niveis de significancia **P < 0,01 and ***P < (0,001 comparado ao grupo controle (coluna
preta; animais que receberam somente inje¢do de veiculo via oral [5% Tween 80/DMSO] e glutamato i.pl.) .
ANOVA de uma via seguida pelo teste de Student Newman-Keuls .
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Figura 9 — Efeito do TTHL administrado via oral em relacdo & nocicep¢do induzida pela injecdo i.pl. de
glutamato (20 pmol/pata, preparado em salina e pH ajustado para 7,0 com NaOH) em camundongos. (A) Curva
dose-resposta (TTHL 3-100mg/kg, v.0). (B) Decurso temporal do efeito antinociceptivo do TTHL (30 mg/kg,
v.0.). Cada coluna representa a média de 8 animais e as linhas verticais o E.P.M. O grupo controle (C), coluna
preta ou circulo cheio, indicam os animais tratados v.o com veiculo antes do glutamato i.pl. Os simbolos
denotam os niveis de significancia *P < 0,05; **P < 0,01 e ***P < (0,001 comparado ao grupo controle (C). (A)
ANOVA de uma via seguida pelo teste de Student Newman- Keuls.

5.2 ESTUDO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA DO TTHL

5.2.1 Envolvimento do sistema opidide no efeito antinociceptivo do TTHL

O pré-tratamento dos animais com naloxona (1 mg/kg, i.p.; antagonista ndo-seletivo de
receptores opiodide, painel A), CTOP (1 mg/kg, s.c.; antagonista seletivo de receptores pi-
opioide, painel B), nor-binaltorfimina (1 mg/kg, i.p.; antagonista seletivo de receptors K-
opiodide, painel C) ou naltrindol (3 mg/kg, s.c.; antagonistas de receptores 5-opidide, painel
D), reverteu significativamente ndo somente o efeito antinociceptivo promovido pela morfina
(2,5 mg/kg, s.c), como também o efeito antinociceptivo do TTHL (30 mg/kg, v.0.) no modelo

de nocicepcao induzida pelo glutamato (Figura 10)



48

E Salina (10 mi/kg) 33 Naloxona (1 mg/kg) E Salina (10 m/kg) 3 CTOP (1 mg/kg)
300~ 250
O 1 u #H O ]
S 2501 S 200
= =
2 200+ = 1 fidiaid )
Q2 1 o 1504
S 150 Fokk 1< 1
z 1 z 4 *kk
100
g 1004 *kk B ]
1 @ *kk
o o
50
2 501 o
) 1 8 ]
x4 X
Veiculo Morfina TTHL Veiculo Morfina TTHL
(10 mi/kg) (2,5 mg/kg) (30 mg/kg) (10 mi/kg) (2,5 mg/kg) (30 mg/kg)
El Salina (10 mi’/kg) 3 Nor-binaltorfimina (1 mg/kg) HEl Salina (10 m’/kg) 3 Naltrindol (3 mg/kg)
2501 25019
@ 0
S 200+ S 2001
= o s isid #
S 150 HH S 1504
k3] 'S
o o
Z 100 *kk Z 1001 ke
3 bt
7] 7]
dkk *kk
S 504 2 50
%] [}
Q )
ol ]
Veiculo Morfina TTHL Veiculo Morfina TTHL
(10 ml/kg) (2,5 mg/kg) (30 mg/kg) (10 mi/kg) (2,5 mg/kg) (30 mg/kg)

Figura 10 — Efeito do pré-tratamento dos animais com naloxona (1 mg/kg, i.p., A), CTOP (1 mg/kg, s.c., B), nor-
binaltorfimina (1 mg/kg, i.p., C) ou naltrindol (3 mg/kg, s.c., D) sobre o efeito antinociceptivo do TTHL (30
mg/kg, v.0.) e da morfina (2,5 mg/kg, s.c.) em relagdo a nocicep¢do induzida pela injecdo intraplantar de
glutamato (20 pmol/pata) em camundongos. Cada coluna representa a média de 9 animais e as linhas verticais
indicam o E.P.M. em auséncia (colunas pretas) ou presenca (colunas brancas) dos antagonistas opidides. Os
simbolos denotam os niveis de significancia ***P< 0.001 comparado ao grupo controle (animais injetados com
veiculo [5% Tween 80/DMSO] e glutamato i.pl.), #P < 0,05; ###P < 0,001 ¢ ##P < 0,01 comparado ao grupo
que recebeu morfina; ##P < 0,01 e ###P< 0,001 comparado ao grupo TTHL. ANOVA de duas vias seguida
pelo teste de Tukey HSD.

5.2.2 Envolvimento do sistema serotoninérgico no efeito antinociceptivo do TTHL

O pré-tratamento dos animais com PCPA (100 mg/kg, i.p., por 4 dias consecutivos)
reverteu significativamente o efeito antinociceptivo promovido pela morfina (2,5 mg/kg, s.c.)
e TTHL (30 mg/kg, v.0.) no modelo de nocicep¢do induzida pelo glutamato (Figura 11A).
Adicionalmente, o pré-tratamento dos animais com WAY 100635 (0,5 mg/kg, s.c.; antagonista
seletivo de receptores 5-HTjs) e cetanserina (0,3 mg/kg, i.p.; antagonista seletivo de
receptores 5-HT»a ), além de reverter o efeito antinociceptivo de seus respectivos agonistas,
buspirona (5 mg/kg, i.p.; agonista de receptores 5-HT;5 ) e DOI (1 mg/kg, i.p.; agonista de
receptores 5-HTz4/0c), reverteu a antinocicepgdo causada pelo TTHL (30 mg/kg, v.0.) no

modelo de nocicepgao induzida pelo glutamato (Figura 11B e C). Contudo, o pré-tratamento
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dos animais com ondansetrona (0,5 mg/kg, i.p.; antagonista seletivo de receptores 5-HT;
receptor) em dose que reverte a antinocicep¢ao causada pela agmatina (3mg/kg, i.p.;
SANTOS et al., 2005) ndo foi capaz de alterar o efeito nociceptivo promovido pelo TTHL (30
mg/kg, p.o., Figura 11D).
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Figura 11 — Efeito do pré-tratamento dos animais com PCPA (100 mg/kg, i.p., por 4 dias consecutivos, painel
A), WAY 100635 (0,5 mg/kg, s.c., painel B), cetanserina (0,3 mg/kg, i.p., painel C) e ondansetrona (0,5 mg/kg,
i.p., painel D) sobre o efeito antinociceptivo do TTHL (30 mg/kg, v.o.), morfina (2,5 mg/kg, s.c., A), buspirona
(5 mg/kg, i.p., B), DOI (1 mg/kg, i.p., C) e agmatina (30 mg/kg, i.p., D) em relagdo a nocicepg¢io induzida pela
injecdo intraplantar de glutamato (20 umol/pata) em camundongos. Cada coluna representa a média de 7 animais
e as linhas verticais indicam o E.P.M. em auséncia (colunas pretas) ou presen¢a (colunas brancas) de PCPA ou
antagonistas serotoninérgicos. Os simbolos denotam os niveis de significancia ***P< 0.001 comparado ao grupo
controle (animais injetados com veiculo [5% Tween 80/DMSO] e glutamato i.pl.), #P < 0,05; ##P < 0,01 e ###P
< 0,001 comparado ao grupo que recebeu DOI, morfina ou agmatina e buspirona, respectivamente; ##P < 0,01 e
###P< 0,001 comparado ao grupo TTHL. ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey HSD.

5.2.3 Envolvimento da via L-arginina-6xido nitrico no efeito antinociceptivo do TTHL

O pré-tratamento sistémico de camundongos com L-arginina (600 mg/kg, i.p.; pré-
cursor do 6xido nitrico), reverteu o desenvolvimento da antinocicep¢do promovida pelo L-

NAME (20 mg/kg, i.p.; inibidor da enzima 6xido nitrico sintase), porém nao alterou o efeito
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antinociceptivo promovido pelo TTHL no modelo de nocicep¢do induzida pelo glutamato
(Figura 12).
El Salina (10 mi/kg) =3 L-arginina (600 mg/kg)
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Figura 12 — Efeito do pré-tratamento dos animais com L-arginina (600 mg/kg, i.p.) sobre o efeito antinociceptivo
do TTHL (30 mg/kg, v.0.) e do L-NAME (20 mg/kg, i.p.) em relacdo a nocicep¢do induzida pela injecdo
intraplantar de glutamato (20 pmol/pata) em camundongos. Cada coluna representa a média de 8 animais e as
linhas verticais indicam o E.P.M. em auséncia (colunas pretas) ou presenca (colunas brancas) de L-arginina. Os
simbolos denotam os niveis de significancia ***P< 0.001 comparado ao grupo controle (animais injetados com
veiculo [5% Tween 80/DMSO] e glutamato i.pl.), #P < 0,05 comparado ao grupo que recebeu L-NAME.
ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey HSD.

5.2.4 Envolvimento da proteina Gi no efeito antinociceptivo do TTHL

Os resultados ilustrados na Figura 13 mostram que a inativagdo da proteina Gi,
induzida pela inje¢do i.t. de toxina pertussis (0,5 pg/sitio, 1.t., 7 dias antes), aboliu
completamente o efeito antinociceptivo promovido pela morfina (2,5 mg/kg, s.c.) e pelo
TTHL (30 mg/kg, v.0.) no modelo de nocicep¢do induzida pelo glutamato. Além disso, o pré-
tratamento com toxina pertussis nao causou efeito per se no modelo de nocicepgao induzida

pelo glutamato.
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Figura 13 — Efeito do pré-tratamento com toxina pertussis (0,5 pg/sitio, i.t., 7 dias antes) sobre o efeito
antinociceptivo do TTHL (30 mg/kg, v.0.) e morfina (2,5 mg/kg, s.c.) em relacdo a nocicep¢do induzida pela
inje¢do intraplantar de glutamato (20 pmol/pata) em camundongos. Cada coluna representa a média de 10
animais ¢ as linhas verticais indicam o E.P.M. em auséncia (colunas pretas) ou presenga (colunas brancas) de
toxina pertussis. Os simbolos denotam os niveis de significdncia ***P< (0.001 comparado ao grupo controle
(animais injetados com veiculo [5% Tween 80/DMSO] e glutamato i.pl.), ###P < 0,001 comparado ao grupo que
recebeu morfina ou TTHL. ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey HSD.

5.2.5 Envolvimento de canais de K* no efeito antinociceptivo do TTHL

Os dados representados na Figura 14 demonstram que a administragdo i.t. de
tetractilamonio (1 pg/sitio; bloqueador de canal de K™ voltagem-dependente, painel A),
caribdotoxina (250 pg/sitio; bloqueador de canal de K* de alta condutancia regulado por Ca*",
painel C) e glibenclamida (80 pg/sitio; bloqueador de canal de K dependente de ATP, painel
D) reverteram significativamente o efeito antinociceptivo promovido pelo TTHL. Por outro
lado, a apamina (50 ng/sitio, bloqueador de canal de K* de baixa condutincia regulado por
Ca®", painel B) ndo alterou a antinocicepgio promovida pelo TTHL. Adicionalmente, todos os
bloqueadores preveniram o efeito antinociceptivo da morfina (2,5 mgkg, s.c.). A
administragdo dos bloqueadores de canal de K™ ndlo afetou per se a nocicepcio induzida pela

injecdo 1.pl. de glutamato (Figura 14A, B, C e D).
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Figura 14 — Efeito do pré-tratamento com tetraetilamdnio (TEA; 1 pg/sitio, painel A), apamina (50 ng/sitio,
painel B), caribdotoxina (250 pg/sitio, painel C) e glibenclamida (80 pg/sitio, painel D) sobre o efeito
antinociceptivo do TTHL (30 mg/kg, v.0.) e da morfina (2,5 mg/kg, s.c.) em relagdo a nocicepgdo induzida pela
inje¢do intraplantar de glutamato (20 pmol/pata) em camundongos. Cada coluna representa a média de 9 animais
e as linhas verticais indicam o E.P.M. em auséncia (colunas pretas) ou presenca (colunas brancas) dos
bloqueadores de canal de K. Os simbolos denotam os niveis de significincia ***P< 0.001 comparado ao grupo
controle (animais injetados com veiculo [5% Tween 80/DMSO] e glutamato i.pl.), #P < 0,05 e ###P < 0,001
comparado ao grupo que recebeu morfina; #P < 0,05 e ###P < 0,001 comparado ao grupo que recebeu TTHL.
ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey HSD.

53 ENVOLVIMENTO DO SISTEMA GLUTAMATERGICO NO EFEITO
ANTINOCICEPTIVO DO TTHL

5.3.1 Efeito do TTHL na nocicepcdo induzida por aminoacidos excitatorios e SP

Os resultados apresentados na Figura 15 mostram que o TTHL administrado

intratecalmente  (6,5-218  nmol/sitio, co-administrado com glutamato) reduziu
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significativamente ¢ de maneira dependente da dose a nocicepgao induzida pela injecao i.t de
glutamato. O valor de DlIs calculado foi de 54,5 (51,2-57,8) nmol/sitio e inibi¢do de 51 £+ 6%

na dose de 65,5 nmol/sitio. Para a realizacdo dos experimentos subsequentes, a dose de 65,5

nmol/sitio de TTHL foi escolhida.
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Figura 15 — Efeito da administragdo i.t. de TTHL (6,5-218nmol/sitio, co-administrado) sobre a nocicepgao
induzida pelo glutamato (C, 175nmol/sitio, i.t). Cada coluna representa a média de 9 animais e as linhas verticais
indicam o E.P.M. Os simbolos denotam os niveis de significancia ***P < 0,001 comparado ao grupo controle

(C: coluna preta), #P < 0,001 comparado ao veiculo (V: coluna hachurada). ANOVA de uma via seguida do teste
de Student Newman-Keuls.

Constata-se na Figura 16 que o TTHL (65,5 nmol/sitio, co-administrado i.t. com cada
agonista) reduziu significativamente o comportamento nociceptivo induzido pelo NMDA,
trans-ACPD e SP, porém ndo alterou a resposta nociceptiva induzida pelo AMPA e cainato. A
inibi¢do observada foi de 81 + 7%; 79 + 7% e 81 + 11% para o NMDA, trans-ACPD e SP,

respectivamente.
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Figura 16 — Efeito da administragdo i.t. de TTHL (65,5 nmol/sitio, co-administrado) sobre a resposta nociceptiva
induzida pela inje¢do i.t. de NMDA (450 pmol/sitio), trans-ACPD (10 nmol/sitio), AMPA (135 pmol/sitio),
cainato (110 pmol/sitio) e SP (100 pmol/sitio) em camundongos. Cada coluna representa a média de 8 animais e
as linhas verticais indicam o E.P.M. Os simbolos denotam os niveis de significincia ***P < 0,001 comparado
aos seus respectivos controles (NMDA, trans-ACPD, AMPA, cainato e SP: coluna preta). ANOVA de uma via
seguido de teste de Student Newman-Keuls.

5.3.2 Efeito da injecdo intratecal de MK-801 e (RS)-MCPG sobre a resposta
nociceptiva induzida pelo glutamato, NMDA ou trans-ACPD

Primeiramente, avaliou-se o efeito da co-injecdo de MK-801 (antagonista seletivo e
nao-competitivo de receptores NMDA, 3 nmol/sitio) ou (RS)-MCPG (antagonista ndo seletivo
de receptores metabotropicos do grupo I/grupo II, 100 nmol/sitio) sobre a resposta nociceptiva
induzida pelo glutamato. Verificou-se que o comportamento nociceptivo induzido pelo
glutamato (175 nmol/sitio, i.t) foi reduzido significativamente por ambos antagonistas, com

inibigdes de 78 = 10% para o MK-801 e 63 £+ 15% para o (RS)-MCPG (Figura 17).
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Figura 17 — Efeito da administra¢do i.t. de (RS)-MCPG (100 nmol/sitio) ou MK-801 (3 nmol/sitio) (co-
administrado) sobre a resposta nociceptiva induzida pela injecdo i.t. de glutamato (C; 175 nmol/sitio) em
camundongos. Cada coluna representa a média de 9 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os simbolos
denotam os niveis de significancia ***P < 0,001 comparado ao grupo controle (C: coluna preta). ANOVA de
uma via seguido de teste de Student Newman-Keuls.

Os resultados ilustrados na Figura 18 demonstram os efeitos da co-administragao i.t de
MK-801 ou (RS)-MCPG com NMDA (450 pmol/sitio, Figura 18A) ou trans-ACPD (10
nmol/sitio, Figura 18B). A resposta nociceptiva induzida pelo NMDA foi inibida pela co-
injecdo i.t de MK-801 (inibi¢do de 77 + 11%), mas nao foi alterada pelo (RS)-MCPG (Figura
18A). Por outro lado, a resposta nociceptiva induzida pelo trans-ACPD foi reduzida por
ambos antagonistas (RS)-MCPG ou MK-801. A inibi¢do observada foi de 77 + 9% e 37 = 9%
para o (RS)-MCPG e MK-801, respectivamente (Figura 18B). Além disso, a injegdo de MK-
801 ou (RS)-MCPG nao foi capaz de induzir per se resposta nociceptiva quando comparado

aos animais tratados com veiculo (5 pl/sitio) (resultados ndo mostrados).



56

—~ 2004 I —
KD
< 175
2 150
Z 150
53
o 1254
(8]
© 1004
z
© 754
@ *kk
o 504
ST - @ | T
'l’l&lllllllllll'ld
g 251 i
T ol Gz
Controle (RS)-MCPG MK-801
(100 nmol/sitio) (3 nmol/sitio)
2501
—_
2 -
0
S 2004
,g ] *%
2 1507 )
o - Il"""‘ OIO"“’
o SIS
Z 100 Frk 2
g eI,
9 | a0
o IOIOO&I&II&I"IIOO
a 504 Gy
1) O
o 1 gy
o 04 RARRRRRRRRRRRAA
Controle (RS)-MCPG MK-801
(100 nmol/sitio) (3 nmol/sitio)

Figura 18 — Efeito da administracdo i.t. de (RS)-MCPG (100 nmol/sitio) ou MK-801 (3 nmol/sitio) (co-
administrado) sobre a resposta nociceptiva induzida pela inje¢do i.t de NMDA (450 pmol/sitio, painel A) ou
trans-ACPD (10 nmol/sitio, painel B) em camundongos. Cada coluna representa a média de 8 animais e as linhas
verticais indicam o E.P.M. Os simbolos denotam os niveis de significancia **P < 0,01 e ***P < 0,001
comparado aos seus respectivos controles (NMDA ou trans-ACPD: coluna preta). ANOVA de uma via seguido
de teste de Student Newman-Keuls.

5.3.3 Efeito da associacédo de doses subativas de TTHL, MK-801 e (RS)- MCPG sobre

resposta nociceptiva induzida pela injecéo i.t. de NMDA ou trans-ACPD

Os resultados apresentados na Figura 19 mostram o efeito da associacdo de doses
subativas de MK-801 (1 nmol/i.t.) e TTHL (6,5 nmol/i.t.) ou (RS)-MCPG (30 nmol/i.t.) sobre
a nocicep¢ao induzida pelo NMDA (450 pmol/i.t.) ou trans-ACPD (10 nmol/i.t.) (Figura 19A
e B). Quando administrados sozinhos em doses subativas, nem o MK-801, (RS)-MCPG e nem
o TTHL foram capazes de alterar a nocicep¢ao induzida pelo NMDA ou trans-ACPD (Figura
19A e B). Porém, a associacao de doses subativas de MK-801 (1 nmol/i.t.) e TTHL (6,5
nmol/i.t.) produziram efeito antinociceptivo sinérgico (inibi¢cao de 73 + 5%) sobre a resposta

nociceptiva induzida pelo NMDA (Figura 19A). Além disso, a associagdo de doses subativas
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de MK-801 (1 nmol/i.t.) e (RS)-MCPG (30 nmol/i.t.) ou (RS)-MCPG e TTHL reduziu em 33
+ 3 e 38 £ 4%, porém ndo significativamente, a resposta nociceptiva induzida pelo NMDA
(Figura 19A).

A associagdo de doses subativas de (RS)-MCPG (30 nmol/i.t.) com TTHL (6,5
nmol/i.t.) promoveu efeito antinociceptivo sinérgico (inibi¢ao de 78 + 7%) sobre a nocicepgao
induzida pelo trans-ACPD em camundongos (Figura 19B). Contudo, a administra¢do de doses
subativas de MK-801 (1 nmol/i.t.) com (RS)-MCPG (30 nmol/i.t.) ou MK-801 com TTHL

ndo alteraram significativamente a resposta nociceptiva induzida pelo trans-ACPD.
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Figura 19 — Efeito de doses subativas de MK-801 (1 nmol/sitio), (RS)-MCPG (30 nmol/sitio), TTHL (6,5
nmol/sitio), MK-801 (1 nmol/sitio) com TTHL (6,5 nmol/sitio), (RS)-MCPG (30 nmol/sitio) com TTHL (6,5
nmol/sitio) ou MK-801 (1 nmol/sitio) com (RS)-MCPG (30 nmol/sitio) (co-administracdo i.t.) sobre a resposta
nociceptiva induzida pela injecdo i.t de NMDA (450 pmol/sitio, painel A) ou trans-ACPD (10 nmol/sitio, painel
B) em camundongos. Cada coluna representa a média de 8 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os
simbolos denotam os niveis de significancia **P < 0,01 ¢ ***P < 0,001 e nao-significante (NS) comparado aos
seus respectivos controles (NMDA ou trans-ACPD: colunas pretas). ANOVA de uma via seguida de teste de
Student Newman-Keuls.
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5.3.4 Efeito do TTHL sobre a ligacdo especifica de [*H]-L-glutamato em membranas

de encéfalo de camundongos

Os dados apresentados na Figura 20 demonstram que o TTHL (0,01-1 mM) alterou

significativamente a ligagdo especifica do [*H]-L-glutamato em membranas de encéfalo de

camundongo, incubadas em meio sem Na  (Figura 20A) ou contendo Na' (Figura 20B),

quando comparado ao grupo veiculo (etanol 0,6%). As Clsy (concentragdo que inibe 50% do

efeito maximo) foram de 0,06 (0,04-0,09) mM e 0,07 (0,05-0,1) mM na auséncia ou presenca

+ .
de Na', respectivamente.
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Figura 20 — Efeito do TTHL sobre a unido especifica de [*H]-L-glutamato (na auséncia de Na', painel A; na
presenca de Na', painel B) em membranas de encéfalo de camundongos. Cada coluna representa a média de 3 a
4 experimentos independentes realizados em duplicata ou triplicata, e as linhas verticais representam o E.P.M.
Os simbolos denotam os niveis de significancia ***P < (0,001 e **P < 0,01 comparados ao grupo veiculo (etanol
0,6%). ANOVA de uma via seguida pelo teste de Student Newman-Keuls.
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5.4 EFEITO DO TTHL SOBRE A ATIVIDADE LOCOMOTORA

A administragdo i.t de TTHL (65,5 e 218 nmol/sitio) ndo afetou a atividade locomotora
dos camundongos no teste do campo aberto quando comparado aos animais que receberam
veiculo (5% Tween 80/DMSO). As medias + E.P.M. do nimero de cruzamentos foi de 104 +
4 para o grupo veiculo; 104 + 12 para a dose de 65,5 nmol/sitio e 95 + 7 para a dose de 218
nmol/sitio de TTHL.

5.5 EFEITO DO TTHL NA NOCICEPCAO INDUZIDA POR CITOCINAS PRO-
INFLAMATORIAS

A figura 21 (A e B) mostra que o tratamento dos animais com TTHL, tanto
administrado via i.t. (65,5 nmol/sitio, co-administrado) quanto pela v.o. (30 mg/kg) inibiu
significativamente a nocicep¢do causada pela injecdo i.t. de TNF-a e IL-1B. As inibigdes
foram de 91 + 4% e 50 + 10% para TNF-a e 80 + 11%; 42 + 10% para IL-1p, para a via i.t. e

oral, respectivamente.
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Figura 21 — Efeito do TTHL administrado i.t. (65,5 nmol/sitio, co-administrado com as citocinas, painel A) ou
administrado v.o. (30 mg/kg, painel B) na nocicepc¢do induzida pela injecdo intratecal de TNF-a ou IL-1p (0,1
pg/sitio, 1 pg/sitio, respectivamemente) em camundongos. Cada coluna representa a média de 9 animais e as
linhas verticais indicam o E.P.M. Os simbolos denotam os niveis de significancia ***P < 0,001 e **P < 0,01
comparado ao grupo controle (TNF-a ou IL-1f: colunas preta). ANOVA de uma via seguido de teste de Student
Newman-Keuls.

5.6 EFEITO DO TTHL NA DOR CRONICA INDUZIDA PELA CONSTRICAO
PARCIAL DO NERVO CIATICO

O tratamento agudo com TTHL (30 mg/kg, v.o0.) reduziu significativamente o limiar
de retirada da pata perante o estimulo mecanico (filamentos de Von-Frey) na 2* e 4* hs apos a
sua administracdo (inibicdo de 59 + 12% e 46 + 5% respectivamente) (Figura 22A). O
tratamento cronico com TTHL (30 mg/kg, v.0.) durante 7 dias (2 vezes ao dia) demonstrou
reducdo significativa do limiar de retirada da pata dos camundongos. Posteriormente, o

tratamento foi suspenso durante dois dias, onde a reversdao da dor devido ao tratamento foi
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anulada. Finalmente, retomando o tratamento, a inibicdo ¢ restabelecida (Figura 22B),

confirmando desta forma, o efeito antinociceptivo do triterpeno neste modelo de dor cronica.
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Figura 22 — Efeito do tratamento agudo (painel A) e cronico (painel B) do TTHL (30 mg/kg, v.0) no modelo de
dor neuropatica induzido pela constri¢do parcial do nervo ciatico em camundongos. O grupo Bl representa o
limiar dos animais antes de serem submetidos a cirurgia e o grupo B2 representa o limiar mensurado 7 dias ap6s
a cirurgia sem que os animais tivessem recebido tratamento. Os grupos representam a média de 9 animais ¢ as
linhas verticais o erro padrio das médias (E.P.M.). Os simbolos denotam a significincia ***P < 0,001
comparado ao grupo falso-operado (A); ***P < 0,001 quando comparado ao grupo operado (B). Anélise néo-
paramétrica Mann-Whitney seguida de teste de Kruskal-Wallis.
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6 DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho demonstram que o triterpeno pentaciclico isolado
de Combretum leprosum inibiu significativamente a nocicep¢ao induzida pelo acido acético
em camundongos. A administragdo sistémica via oral de TTHL produziu significante inibi¢ao
das fases neurogénica e inflamatoria da nocicep¢do causada pela injecao intraplantar (i.pl.) de
formalina e também inibiu a nocicep¢ao induzida pela injecdo i.pl. de glutamato, efeito este
que perdurou até a 6* h apds o tratamento.

Viarios estudos demonstraram que o acido acético promove a liberagdo de substancias
endogenas (cininas, prostanoides, 6xido nitrico, substancia P, TNF-a, IL-1B e IL-8) pelos
mastocitos e macrofagos residentes na cavidade peritoneal, os quais estimulam os neuronios
sensoriais primarios e induzem a resposta comportamental tipica caracterizada pela contor¢do
abdominal dos animais (COLLIER et al., 1968; VINEGAR et al., 1979; RIBEIRO et al.,
2000; IKEDA et al., 2001). Feng et al. (2003) demonstraram que a inje¢do intraperitoneal
(i.p.) de acido acético induz aumento da concentracdo de glutamato e aspartato no liquido
cerebroespinhal. Dessa forma, os dados obtidos e descritos até entdo, sugerem que o efeito
antinociceptivo do TTHL possa estar relacionado a inibi¢do da producdo de mediadores pro-
inflamatorios ou, ainda, por inibir a posterior ativacdo do sistema glutamatérgico induzidos
pelo acido acético.

Como o modelo de contor¢des abdominais induzidas pelo 4cido acético ¢ considerado
um teste de baixa especificidade, confirmou-se também o efeito antinociceptivo do TTHL em
outros modelos de nocicepgao.

Posteriormente, utilizou-se o modelo de nocicep¢do induzida pela inje¢do i.pl. de
formalina. Este modelo apresenta duas fases: a 1* fase ou fase neurogénica e a 2* fase ou fase
inflamatoria. A nocicepc¢do neurogénica ¢ causada pela ativacdo direta dos terminais nervosos
e a nocicep¢do inflamatoria ¢ mediada pela combinacdo da sensibilizacdo periférica e da
medula espinhal (TJOLSEN et al., 1992). No presente estudo, demonstrou-se que o TTHL
inibiu significativamente tanto a fase neurogénica quanto a inflamatoria induzida pela inje¢ao
1.pl. de formalina em camundongos.

Demonstrou-se também que a administracdo via oral de TTHL produziu inibi¢ao
significativa da resposta nociceptiva induzida pela injecdo i.pl. de glutamato. Estudos

realizados tanto em humanos (NORDLIND et al.,, 1993; WARNCKE et al., 1997,
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GAZERANI et al.,, 2006) quanto em animais de laboratério (DAVIDSON et al., 1997;
CAIRNS et al., 1998; DAVIDSON, CARLTON, 1998) tém demonstrado que aminoacidos
excitatdrios, como o glutamato, contribuem para o desenvolvimento e/ou manutencao da dor.
Carlton et al. (1995) demonstraram que a inje¢do i.pl. de L-glutamato induz hiperalgesia em
ratos. Adicionalmente, a inje¢ao i.pl. de agonistas especificos dos receptores glutamatérgicos,
NMDA, AMPA, cainato ou DHPG (agonista de receptores glutamatérgicos metabotropicos)
promovem hiperalgesia mecanica e térmica passivel de ser bloqueada pelos seus respectivos
antagonistas (BHAVE et al., 2001; ZHOU et al., 1996; 2001). Beirith et al. (2002) verificaram
que a nocicepg¢ao causada pelo glutamato parece envolver locais de agdo periférica, espinhal e
supra-espinhal sendo mediada tanto por receptores NMDA quanto receptores nao-NMDA,
bem como por via dependente de 6xido nitrico (NO). Além disso, varios estudos tém
demonstrado que receptores de aminoacidos excitatorios, como NMDA, estdo envolvidos na
transmissdo nociceptiva, auxiliando tanto no desenvolvimento quanto na manutencdo do
quadro doloroso (FERREIRA et al., 1999). Entao, os dados obtidos no presente estudo, assim
como os dados da literatura, sugerem que a inibicdo causada pelo TTHL da nocicepgao
induzida por glutamato pode estar relacionada a sua interagdo com o sistema glutamatérgico
ou inibi¢do da produ¢do de NO.

Com o objetivo de investigar alguns dos mecanismos envolvidos na resposta
antinociceptiva produzida pela administragdo sist€émica, via oral, de TTHL, utilizou-se o
modelo de nocicep¢do induzida pelo glutamato uma vez que este triterpeno promove
antinocicepgao significativa e com boa reprodutibilidade.

Apesar de varios estudos demonstrarem a relagdo entre o glutamato e a via do NO
(GARTHWAITE, 1991; MELLER, GEBHART, 1993; MELLER et al., 1996; SANTOS et
al., 2005), a via L-arginina/NO ndo parece estar envolvida no efeito antinociceptivo do TTHL.
Esta afirmacdo deriva do fato de que o pré-tratamento com o substrato da enzima 6xido
nitrico sintase (NOS), L-arginina, em dose que nao produz efeito significativo na nocicepgao
induzida pelo glutamato, reverteu significativamente a antinocicepcao causada pelo L-NAME
(inibidor da enzima 6xido nitrico sintase), porém nao afetou a antinocicep¢ao promovida pelo
TTHL.

Sabe-se que a sensacdo dolorosa ¢ modificada por sistemas endogenos descendentes
inibitérios, como o sistema serotoninérgico € o opioidérgico, por meio da liberacdo de
serotonina (5-HT) e opidides enddgenos (B-endorfina, encefalina, dinorfina), respectivamente.

Estas substancias podem agir tanto em neurdnios sensoriais de primeira ou de segunda ordem,
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promovendo reducao da resposta nociceptiva (MILLAN, 2002; YOSHIMURA, FURUE,
2006).

Com relacdo ao sistema opioidérgico, os receptores opiodides estdo amplamente
distribuidos em varios tecidos periféricos (WITTERT et al., 1996) e nervos cutaneos (STEIN
et al,, 1990; STANDER et al,, 2002), bem como no sistema nervoso central (SNC),
principalmente em vias envolvidas na transmissao dolorosa como o corno dorsal da medula
espinhal (LAMOTTE et al., 1976; NINKOVIC et al., 1982; LAO et al., 2008) e células do
ganglio da raiz dorsal (GRD) (BOTTICHELLI et al., 1981). Tem sido demonstrada a
existéncia de trés tipos de receptores opiodides: p, k e 8. Eles pertencem a classe dos
receptores acoplados a proteina G e a subfamilia dos receptores de rodopsina. A sinalizagdo
intracelular promovida pela ativagdo destes receptores promove acoplamento a proteina G
inibitoria (Gi), com consequente inibicdo da adenilato ciclase (AC), bloqueio de canais de
calcio e abertura de canais de potassio. E desta forma, atenuam a propagacdo dos potenciais
de acdo, a excitabilidade dos nociceptores, ¢ liberacao de neuropeptideos excitatdrios como: o
glutamato, substancia P e peptideo relacionado ao gene da calcitonina, resultando em
antinocicep¢do ou analgesia (STEIN, SCHAFER, MACHELSKA, 2003). Dados da literatura
demonstram que os trés receptores opidides podem mediar a analgesia espinhal, sendo
responsaveis por agdes antinociceptivas diretas e indiretas dos agonistas opidides (RUSSELL
et al., 1987; TAKEMORI, PORTOGHESE, 1993; BUDAI, FIELDS, 1998; MILLAN, 1999;
2002; CHEN, PAN, 2006; CHEN et al., 2007).

No presente estudo demonstrou-se que o sistema opidide parece estar envolvido no
efeito antinociceptivo promovido pelo TTHL. Esta observacao tem sua base no fato de que a
naloxona, antagonista ndo-seletivo de receptores opidides, o CTOP (antagonista seletivo de
receptores ), a nor-binaltorfimina (antagonista seletivo de receptores k) e o naltrindol
(antagonista seletivo de receptores 8) ndo somente antagonizaram o efeito antinociceptivo da
morfina (agonista ndo-seletivo de receptores opidides), como também reverteram o efeito
antinociceptivo induzido pelo TTHL. A partir destes resultados, sugere-se que o TTHL pode
causar antinocicep¢ao por promover a liberacao de opidides endogenos, os quais irdo interagir
com seus receptores especificos; ou por interagir diretamente com receptores opioides.
Entretanto, experimentos adicionais sdo necessarios para melhor evidenciar este fato.

Esta bem estabelecido que as vias serotoninérgicas dentro do SNC se originam de uma
série de nucleos localizados na linha média do tronco encefalico, denominados de nucleos da

rafe. Estes ntcleos representam vasta fonte de serotonina neuronal sintetizada no encéfalo de
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mamiferos (FIELDS et al., 1991). O nucleo magno da rafe (NMR) ¢ provavelmente o nicleo
serotoninérgico mais importante em modular o controle descendente da transmissao da dor
(BASBAUM, FIELDS, 1984; MILLAN, 2002). O sistema serotoninérgico rafe-espinhal se
projeta do bulbo ventromedial rostral, incluindo o NMR, para o corno dorsal da medula
espinhal por meio do funiculo dorsolateral e de fibras ndo-mielinizadas, modulando sensac¢des
dolorosas (OLESON et al., 1978; AZAMI et al., 1982; BRODIE, PROUDFIT, 1984; LIGHT
et al., 1986; BASBAUM et al., 1988; MILLAN, 2002). Entretanto, o papel exercido pela 5-
HT nos mecanismos de processamento nociceptivo na medula espinhal ¢ controverso. Estudos
de auto-radiografia revelaram a existéncia de receptores 5-HT;a, 5-HT g, 5-HTp ¢ 5-HT3 na
medula espinhal. Também foi demonstrado que a ativagdo de alguns subtipos de receptores
serotoninérgicos, como 5-HT;a, 5-HT, e 5-HTj;, produzem antinocicep¢do (BARDIN et al.,
2000; MILLAN, 2002). Os resultados apresentados na presente pesquisa sugerem o
envolvimento do sistema serotoninérgico no efeito antinociceptivo do TTHL, uma vez que a
deplecdo de serotonina enddgena com PCPA (inbidor da enzima triptofano hidroxilase) aboliu
o efeito antinociceptivo promovido pelo TTHL, nas mesmas condi¢cdes que reverteu a
antinocicep¢ao causada pela morfina. Além disso, o pré-tratamento dos camundongos com
antagonistas seletivos de receptores 5-HT;4 WAY 100635 e 5-HT;anc cetanserina, mas nao
com antagonista 5-HT3; ondansetrona, reverteram significativamente a antinocicep¢ao causada
pelo TTHL administrado via oral.

Dados da literatura demonstram a possivel interagdo entre os sistemas opioidérgico e
serotoninérgico. Ha evidéncias de que neurdnios serotoninérgicos estdo envolvidos na
antinocicepg¢do causada por agonistas opidides. Desta forma, foi demonstrado que a injegao de
morfina na substancia cinzenta periaquedutal (PAG) promove aumento na liberacdo de
serotonina (5-HT) na medula espinhal de ratos e que significativa propor¢do de neurdnios
serotoninérgicos que se projetam para a medula espinhal expressam receptores | e 6-opidides
(HAUBRICH et al., 1984; HAMON et al., 1991; FURST, 1999). Além disso, tem sido
descrito que a deple¢do de 5-HT em nivel espinhal por meio da utilizagdo de neurotoxina 5,7-
diidroxitriptamina atenua os efeitos antinociceptivos da morfina (VASKO et al., 1984).
Evidenciou-se também que a destruicdo seletiva de neurdnios sertoninérgicos do NMR reduz
significativamente a antinocicep¢ao causada pela morfina (MOHRLAND, GEBHART, 1980).
Estes dados sugerem que a analgesia causada por opidides pode ser mediada, em parte, pela
ativacdo de neurdnios serotoninérgicos do NMR culminando na sintese espinhal de 5-HT

(DICKENSON et al., 1981; GUIRIMAND et al., 1995).
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Uma vez que, os sistemas opioidérgico e serotoninérgico estdo envolvidos no efeito
antinociceptivo do TTHL; e que a sinalizacdo intracelular promovida pela ativacao dos
receptores opioides e serotoninérgicos, sdo acoplados a proteina Gi e, entre outros efeitos,
promovem a abertura de canais de potassio; levantou-se a hipotése de que a proteina Gi bem
como os canais de potassio participa do efeito antinociceptivo do TTHL.

Assim, observou-se no presente estudo que a inativacdo da proteina Gi, por meio do
tratamento dos animais com toxina pertussis, além de reverter o efeito antinociceptivo da
morfina, reverteu a antinocicep¢do causada pelo TTHL. A toxina pertussis inativa a Gi por
ribosilagdo da sua subunidade catalitica (subunidade o) (WEN et al., 2003) e a inativacao
desta proteina contribui para a ativagdo de receptores excitatérios, como o receptor NMDA
(AGHAJANIAN, WANG, 1986; JEONG et al., 2001).

Os resultados apresentados neste trabalho também demonstraram que a ativagdao dos
canais de potassio dependentes de ATP, e dos canais de K dependentes de voltagem e de alta
conduténcia ativados por célcio, mas nio aqueles canais K de baixa condutincia ativados por
calcio, estdo envolvidos na antinocicep¢ao causada pelo TTHL. Isto porque o pré-tratamento
dos animais com glibenclamida, caribdotoxina ou TEA reverteu o efeito antinociceptivo
causado pelo TTHL no modelo de nocicep¢do induzida pelo glutamato. Entretanto, a
apamina, bloqueador de canais de K* de baixa condutancia ativados por calcio, ndo preveniu a
acdo antinociceptiva do TTHL. Estes dados estdo de acordo com a hipotese anteriomente
formulada de que a antinocicep¢do promovida pelo TTHL depende da interagdo com a
proteina Gi e a abertura de canais de K". Ha dados na literatura que evidenciam que a
ativacdo da proteina Gi além de inibir a atividade da AC promove a abertura de dois
diferentes tipos de canais de potassio retificadores de corrente: canais de potdssio dependentes
de ATP e os canais de potassio com retificagdo em influxo regulados por proteina G (GIRK)
(CHILDERS, DEADWYLER, 1996; OCANA et al., 2004).

Adicionalmente, o TTHL administrado por outras vias que ndo a oral, como
perifericamente via intraplantar ou centralmente via intratecal, inibiu de maneira significativa
a nocicepg¢ao induzida pela inje¢do i.pl. de glutamato (dados do presente trabalho e LONGHI-
BALBINOT et al., 2009). Levando em consideracio que o TTHL exerce -efeito
antinociceptivo tanto administrado sistemicamente ou centralmente sobre a nocicepgao
induzida pela injecdo intradérmica de glutamato, sugere-se que este efeito decorra da
interagdo com neuronios glutamatérgicos presentes na medula espinhal.

Desta forma, postulou-se a hipdtese de que o TTHL age sobre o sistema

glutamatérgico, reduzindo a transmissao nociceptiva glutamatérgica em nivel espinhal. Neste
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sentido, foi demonstrado no presente estudo que a inje¢ao intratecal (i.t.) de TTHL foi capaz
de inibir de maneira dependente da dose a nocicep¢ao induzida pela injecao i.t. de glutamato.
Como mencionado anteriormente, o glutamato ¢ encontrado primariamente em fibras
sensoriais do tipo C e estdo envolvidos na transmissao da informagao nociceptiva da periferia
até regides supra-espinhais (BEIRITH et al., 2002; BEIRITH et al., 2003). Os receptores para
o glutamato (GluRs) sdo os responsaveis por mediar a maior parte da neurotransmissao
excitatoria no SNC de mamiferos. GluRs estdo divididos em duas classes principais,
receptores ionotropicos e metabotropicos. Os receptores ionotropicos (iGluRs) incluem canais
10nicos permeaveis a cations e sao subdivididos em trés grupos: AMPA, cainato e NMDA
(NAKANISHI et al., 1992; OZAWA et al., 1998). J4, os receptores metabotropicos (mGluRs)
sao acoplados a proteina G e modulam a ativagao de segundos mensageiros, principalmente o
1,4,5 fosfato de inositol (IP3), diacilglicerol (DAG) ou alteram a atividade de canais i6nicos
através da interacdo das subunidades intracelulares da proteina G (HUDSPITH, 1997;
OZAWA et al., 1998; para revisao ver BLEAKMAN et al., 2006). A classificagdao ¢ baseada
na homologia entre as sequéncias de aminodcidos, farmacologia e a qual sistema efetor
intracelular o receptor estd acoplado. S@o descritos até o presente momento oito tipos de
receptores  glutamatérgicos metabotropicos (mGIluRs1-8). Esses receptores foram
classificados em grupo I (mGluR1 e 5), grupo II (mGluR2 e 3) e grupo III (mGluR4, 6, 7 ¢ 8)
(CONN, PIN, 1997; para revisao ver BLEAKMAM et al., 2006).

Neste estudo foi demonstrado que a injec¢do i.t. de 65,5 nmol/sitio de TTHL, dose esta
que reduz significativamente a nocicep¢do induzida pela inje¢cdo i.t de glutamato, reduziu
significativamente a resposta nociceptiva induzida pela injecdo i.t. de agonistas de receptor
ionotropico e metabotropico, NMDA e trans-ACPD. Entretanto, o TTHL nio inibiu a resposta
nociceptiva induzida pela injecdo i.t. de AMPA e cainato. Dessa forma, estes resultados
corroboram a hipétese anteriormente formulada, de que o sistema glutamatérgico espinhal
esta envolvido no efeito antinociceptivo central do TTHL, possivelmente por meio da
interagdo com receptores glutamatérgicos ionotropicos (NMDA) e metabotropicos (Figura
23).

Com base nos resultados obtidos, a nossa proxima pergunta foi: Sera que o TTHL
possui efeito similar aos antagonistas de receptores NMDA e metabotrépico em inibir a
resposta nociceptiva induzida pela injegdo i.t. de glutamato, NMDA e trans-ACPD? Para
responder a esta questdo antagonistas de receptores NMDA, MK-801 e metabotropico, (RS)-
MCPG foram injetados i.t., € posteriormente os animais receberam inje¢ao i.t. de glutamato,

NMDA e trans-ACPD. Foi demonstrado que o MK-801, em dose que reduz 77 £11% o
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comportamento nociceptivo induzido pelo NMDA, reduziu parcialmente (37 + 9%) a resposta
nociceptiva induzida pelo trans-ACPD, agonista ndo-seletivo de receptores glutamatérgicos
metabotropicos. Além disso, demonstrou-se que o (RS)-MCPG ndo foi capaz de inibir
significativamente a nocicep¢do induzida pelo NMDA. Entretanto, este antagonista inibiu a
resposta nociceptiva induzida pela inje¢ao i.t de trans-ACPD em camundongos.

E importante salientar que no presente estudo o TTHL foi efetivo em inibir a resposta
nociceptiva induzida pela injecdo i.t. de NMDA e trans-ACPD tanto quanto o MK-801.
Adicionalmente, o antagonista do receptor metabotropico (RS)-MCPG ndo alterou a
nocicep¢ao induzida pelo NMDA, mas o antagonista de receptores NMDA, MK-801 atenuou
a nocicepcao induzida pelo trans-ACPD, o que sugere interagdo entre receptores NMDA e
metabotropicos em induzir nocicepgao. Estes resultados fortalecem a hipdtese levantada
anteriormente que o TTHL possui efeito semelhante aos antagonistas de receptores NMDA
(ionotropico) e metabotropico em inibir a resposta nociceptiva induzida pela injecdo i.t. de
glutamato, NMDA e trans-ACPD.

Dados da literatura t€ém demonstrado interagdo sinérgica pds-sinaptica entre receptores
glutamatérgicos NMDA e metabotropico em neurdnios do corno dorsal da medula espinhal
(BLEAKMANN et al., 1992; CERNE, RANDIC, 1992; BOND, LODGE, 1995; JONES,
HEADLEY, 1995; ZHONG et al., 2000). De acordo com esses dados, foi verificado por
varios pesquisadores que os receptores glutamatérgicos metabotrépicos do grupo I (mGluR1 e
5) localizados na medula espinhal potencializam as respostas ao NMDA e estdo envolvidos na
transmissdo nociceptiva (NEUGBAUER et al, 1994; FISHER, CODERRE, 1996;
FUNDYTUS et al., 2001; ZANCHET et al., 2004). Além disso, os mGluRs 1 ¢ 5 da medula
espinhal contribuem para a regulacdo da neurotransmissdo mediada pelos aminoacidos
excitatorios em neurdnios aferentes primarios. Assim, quando ativados, promovem a liberagao
de glutamato e consequente aumento na atividade de receptores NMDA no corno dorsal da
medula espinhal (CERNE, RANDIC, 1992; NEUGEBAUER et al., 1994; URBAN et al.,
1994; UGOLINI et al., 1997; SEVOSTIANOVA, DANYSZ, 2006).

Evidéncias sugerem que a ativagao dos mGluRs 1 e 5 estimulam a fosfolipase C3, por
meio da proteina Gg/11, convertendo o fosfatidil-inositol bifosfato (PIP,) em DAG e IP;. O
DAG, por sua vez, ativa isoformas de proteina quinase C (PKC) - dependentes e
independentes de Ca*" os quais podem fosforilar sitios de serina/treonina do receptor NMDA
(SANCHEZ-PEREZ, FELIPO, 2005). Assim, uma possivel consequéncia funcional da
ativacdo de receptores metabotrdpicos do grupo I € sensibilizar os receptores NMDA e entdo

promover a hiperexcitabilidade neuronal (GUO et al., 2004; GABRA et al., 2007).
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Frente as evidéncias supracitadas e aos resultados encontrados no presente estudo,
perguntou-se qual o possivel envolvimento de receptores NMDA e metabotropicos (ou a
interagdo entre eles) no efeito antinociceptivo do TTHL. Para responder esta questdo, doses
subativas de (RS)-MCPG e TTHL ou MK-801 e TTHL foram associadas (administradas i.t.) e
avaliadas na nocicepcao induzida pela inje¢do i.t de NMDA e trans-ACPD. E apartir deste
esquema de tratamento foi observado que a associacao de dose subativas de (RS)-MCPG e
TTHL ou MK-801 e TTHL promoveu efeito antinociceptivo sinérgico sobre a nocicep¢ao
induzida pelo trans-ACPD e NMDA, respectivamente. Ao contrario, doses subativas de (RS)-
MCPG e TTHL ou MK-801 e TTHL nao afetaram a resposta nociceptiva induzida pelo
NMDA e trans-ACPD, respectivamente. Juntos, esses dados sugerem que o efeito
antinociceptivo do TTHL pode estar relacionado a interagdo com vias intracelulares
glutamatérgicas em comum como PKC, aumento intracelular de Ca**, MAPKs (ERK)
(MELLER et al., 1996; YANG et al., 2004; WEI et al., 2006) ou ainda devido a interagdo
direta com receptores glutamatérgicos NMDA e metabotropico.

Para comprovar a hipotese de que a agdo promovida pelo TTHL poderia envolver os
receptores glutamatérgicos, foram realizados experimentos de ligagdo especifica com [*H]-L-
glutamato em membranas de encéfalo de camundongos. Pode-se observar a partir dos
resultados que a ligacdo do glutamato, tanto na auséncia quanto na presenca de Na', ¢é
reduzida pelo TTHL. Isto sugere que o TTHL interage diretamente com receptores de
glutamato bem como, com sitios de ligacdo em sistemas de transporte deste aminoacido
excitatério, uma vez que os experimentos realizados em meio contendo ou ndo Na'
identificam a ligagdo do composto com transportadores de glutamato e sua interagdo com
receptores glutamatérgicos, respectivamente. Adicionalmente, o efeito do TTHL em deslocar
o glutamato tanto de seus receptores quanto do sitio de ligagdo no transportador ndo se deve a
acdo inespecifica deste composto, uma vez que, quando testado nas mesmas concentragdes
em outro modelo, a fim de verificar in vitro a atividade da enzima monoamina oxidase-A
(MAO-A), o TTHL nao inibiu a atividade desta enzima (Apéndice; figura 24).

A concentragdo de glutamato na fenda sinaptica determina a extensao da estimulagdo
do receptor e da transmissao sinaptica excitatéria. A remog¢ao do glutamato da fenda sinaptica
¢ principalmente dependente de Na' e transportadores de glutamato neuronal. Atualmente
cinco isoformas de transportadores de glutamato foram identificados: transportador de
glutamato/aspartato, GLAST-1; transportador de glutamato 1, GLT-1; carreador de
aminoacido excitatorio, EAAC; transportador de aminoacido excitatorio 4 ¢ 5, EAAT-4 e

EAAT-5. Os homodlogos humanos dos trés principais transportadores de glutamato (GLAST,
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GLT-1 e EAAC-1) sao denominados de transportadores de glutamato, EAATI, EAAT?2,
EAAT3, respectivamente (DANBOLT, 2001). Estudos tém demonstrado a expressao de
transportadores de glutamato, GLAST, GLT-1 e EAAC-1, no corno dorsal da medula espinhal
de ratos e camundongos. GLT-1 e GLAST estdo distribuidos em células gliais na camada
superficial do corno dorsal da medula espinhal. Enquanto que o EAAC-1, além da medula
espinhal, também se encontra expresso em neuronios do GRD (TAO et al.,, 2004). A
expressdo e o padrdo de distribuicdo dos transportadores de glutamato, neuronal e glial, na
superficie do corno dorsal da medula espinhal sugerem que estes contribuem
significativamente para o transporte de glutamato e assim para a transmissao nociceptiva em
nivel espinhal (TAO et al., 2005).

Estudos tém demonstrado que a inibi¢do do transportador espinhal de glutamato induz
efeitos pro-nociceptivos em condigdes normais. Liaw et al. (2005) mostraram que a inje¢ao
i.t. de bloqueadores do transportador de glutamato como o DL-threo-B-benziloxiaspartato
(TBOA) e o diidrocainato (DHK) produziram respostas nociceptivas significantes e
dependente da dose, de modo semelhante as respostas nociceptivas induzidas pela inje¢ao i.t
de agonistas dos receptores glutamatérgicos, como o glutamato, NMDA e AMPA
(AANONSEN, WILCOX, 1987; BRAMBILLA et al., 1996; KONTINEN, MEERT, 2002).
Além disso, verificou-se que as respostas nociceptivas induzidas pelo TBOA sao inibidas
significativamente pela injecdo i.t. de MK-801, AP-5 (antagonistas do receptor NMDA) e de
CNQX (antagonista de receptores ndo-NMDA) (LIAW et al., 2005). Esses dados indicam que
a reduzida remog¢do do glutamato da fenda sindptica em nivel espinhal acarreta em aciumulo
excessivo de glutamato que, por sua vez, resulta em superativagdo dos receptores de
glutamato o que promoverd inducdo de respostas nociceptivas espontineas e
hiperexcitabilidade sensorial (TAO et al., 2005).

Por outro lado, tem sido demonstrado que em estados patoldgicos de dor a inibi¢do do
transportador de glutamato produz efeitos antinociceptivos. Por exemplo, a hiperalgesia
induzida pelas prostaglandinas E e F,, (PGE, e PGF,,) e NMDA sdo atenuadas por inibidores
do transportador de glutamato (MINAMI et al., 2001). Niederberger et al. (2003) verificaram
que a inibi¢do ou a supressdo transitoria do GLT-1 na medula espinhal de ratos resulta em
significativa reducdo da resposta nociceptiva induzida pela formalina. Adicionalmente, Tao et
al. (2003) demonstraram que trés diferentes inibidores do transportador de glutamato (TBOA,
DHK e threo-3-hidroxiaspartato) reduzem a resposta nociceptiva induzida pela formalina bem

como a hiperalgesia térmica induzida pelo adjuvante completo de Freund (CFA) em ratos.
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E importante salientar que ainda necessita ser esclarecido como e porque inibidores do
transportador de glutamato promovem efeitos antinociceptivos em condigdes patoldgicas que
se opdem aos seus efeitos pro-nociceptivos em condi¢des normais. No entanto, varios
mecanismos podem contribuir para os efeitos antinociceptivos dos inibidores do transportador
de glutamato sob condi¢des patoldgicas. Um dos mecanismos seria que, sob condigdes
patologicas, a antinocicepc¢ao causada por inibidores do transportador de glutamato poderia
ser devida a reducdo na liberagdo pré-sindptica de glutamato via ativagdo de receptores
metabotrdpicos glutamatérgicos inibitorios nos aferentes primarios e/ou via dessensibilizacao
de receptores glutamatérgicos em neurdnios do corno dorsal da medula espinhal (MAKI et al.,
1994; SCANZIANI et al., 1997; DUBE, MARSHALL, 2000; TAO et al., 2005).

Outra possibilidade, e a mais aceita no meio cientifico, reside no fato de que em
condicdes patologicas, a exemplo do que ocorre na isquemia cerebral, ha um distirbio no
metabolismo energético (reducdo de ATP), resultando na inversdo da operagdo realizada pelo
transportador de glutamato espinhal e consequente liberacao de glutamato. Entdo, ¢ possivel
que o bloqueio da liberagdo de glutamato causado pela inibi¢do do transporte reverso deste
aminoacido excitatorio resulte na antinocicep¢do observada apdés a administragdo de
inibidores do transportador de glutamato (SCHADRAK et al., 1999; PHILLIS et al., 2000;
DANBOLT, 2001; VIKMAN et al., 2003; TAO et al., 2005). Assim sendo, sugere-se que o
TTHL exerce seu efeito antinociceptivo por inibir o transporte de glutamato e/ou interagir
diretamente com os receptores glutamatérgicos, NMDA e/ou metabotrdpicos, antagonizando
os efeitos pro-nociceptivos decorrentes da ativagao destes receptores (Figura 23).

Interagdes entre os receptores NMDA e opidides e entre receptores NMDA e
serotoninérgicos, tém sido demonstradas no SNC (MAO, 1999); interagdes estas que
contribuem para a inibi¢do da transmissdo nociceptiva. Em rela¢do ao sistema opidide, tém
sido observadas interagdes antinociceptivas sinérgicas entre agonistas opidides ¢ antagonistas
de receptores NMDA em varios modelos de dor (NISHIYAMA et al., 1998; BOSSARD et al.,
2002; MANSIKKA et al., 2002; SNIJDELAAR et al., 2005; YOSHIKAWA et al., 2007;
ZHANG et al., 2009). Parece que esta interacdo se deve a associacdo do efeito dos agonistas
opidides, agindo pré-sinapticamente nos terminais das fibras C, e antagonistas de receptores
NMDA agindo na pos-sinapse, no neurénio de segunda ordem, promovendo redugdo na
libera¢do de neurotransmissores. Outra hipotese ¢ que antagonistas de receptores NMDA, por
impedirem a ativagdo da proteina quinase C (PKC) (mediada pela ativagdo destes receptores)
e a consequente dessensibilizagdo de receptores opiodides, podem restabelecer ou ainda

aumentar o efeito dos opidides em inibir a resposta nociceptiva (MESTEK et al., 1995;
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ALEY, LEVINE, 1997; ZHANG et al., 2009). Em se tratando da interagdo entre receptores
NMDA e serotoninérgicos, ha dados na literatura demonstrando que antagonistas de
receptores NMDA promovem a ativagdo da enzima triptofano hidroxilase e
consequentemente aumento na liberacdo de serotonina (JOHNSON et al., 1989; TAO,
AUERBACH, 1996; CALLADO et al., 2000; SMITH, WHITTON, 2000; SEGIETH et al.,
2001).

Baseado nestes fatos e nos resultados obtidos no presente estudo aventa-se a hipotese
de que o TTHL pode ocasionar a liberagdo central de opidides enddgenos e que por modular
negativamente o sistema glutamatérgico, principalmente via receptores NMDA promove (1)
aumento do efeito antinociceptivo dos opidides endogenos; e/ou (2) aumento na liberagcdo de
serotonina, a qual por meio da interagdo com receptores 5-HT;4 e 5-HT; inibe a transmissao
nociceptiva.

No que diz respeito a substancia P, varios estudos mostram que a injecdo i.t. desse
peptideo ativa receptores para neurocinina 1 (NK1) e desencadeia a liberagao de glutamato no
corno dorsal da medula espinhal. Desta forma, transmite o sinal nociceptivo para areas supra-
espinhais do sistema nervoso central (BATTAGLIA, RUSTIONI, 1988; BIASI, RUSTIONI,
1988; MILLAN, 1999; LIMA-JUNIOR et al., 2007). Assim, hipotetizou-se que a substancia P
poderia estar envolvida no efeito antinociceptivo do TTHL, visto sua interagdo com o sistema
glutamatérgico. No presente estudo, observou-se que a co-administragdo de TTHL inibiu
significativamente a resposta nociceptiva induzida pela inje¢do i.t. de substancia P. Esses
resultados, junto com os dados da inibicdo da nocicepcdo induzida pelo NMDA e trans-
ACPD, refor¢am a inibi¢ao da transmissao glutamatérgica pelo TTHL.

Evidéncias na literatura demonstram que a modulacdo de receptores glutamatérgicos,
em varias espécies de mamiferos incluindo humanos, promove efeito antinociceptivo
(LUFTY et al, 1997, WIECH et al., 2004). Sendo assim, moduladores de receptores
glutamatérgicos apresentam potencial atividade terap€utica para o tratamento da dor.
Contudo, o emprego na clinica destas substancias como analgésicos ¢ limitado devido aos
efeitos indesejaveis que elas promovem (MILLAN, 1999). Tem sido demonstrado que varias
substancias que antagonizam os receptores NMDA (PARSONS, 2001) ou receptores
metabotropicos glutamatérgicos do grupo I (TAKAHASHI, AFFORD, 2002; PIETRASZECK
et al., 2007) produzem alteracdes significativas na atividade locomotora. Embora o efeito do
TTHL pareca depender da modulagdo negativa de receptores glutamatérgicos (NMDA e

metabotropico), ¢ importante salientar que os resultados obtidos no presente estudo
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demonstraram que a antinocicep¢do causada pelo TTHL ndo estd associada a efeitos
inespecificos como alteragdes na atividade locomotora dos camundongos.

Tem sido demonstrado que o glutamato e a SP sdo capazes de ativar células gliais
promovendo a subsequente liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, como o TNF-a e a IL-1f3
(para revisao ver WIESELER-FRANK et al., 2004). Além disso, a capacidade das citocinas,
como o TNF-a e a IL-1PB, em induzir respostas nociceptivas quando administradas
intratecalmente, tem sido atribuida a liberacdo de glutamato e SP de terminais aferentes
primarios (TADANO et al., 1999; CHOI et al., 2003). Evidéncias demonstram que a liberacao
de TNF-a e IL-1P por astrocitos (que sdo as células gliais mais abundantes no SNC)
aumentam a excitabilidade neuronal e a forga sinaptica por aumentar a condutividade dos
receptores glutamatérgicos AMPA e NMDA, bem como por aumentar o numero destes
receptores na membrana dos neurénios (STELLWAGEN, MALENKA, 2006). Em adigdo,
verificou-se que a IL-1p aumenta o influxo de fons Ca*" por meio de receptores NMDA em
neuronios da medula espinhal (VIVIANI et al., 2003). Recentemente, Zhang et al. (2008)
demonstraram que a IL-1p promove fosforilacdo da subunidade NR-1 do receptor NMDA,
causando assim a sua ativacdo. Baseado nestes achados, o préximo passo do presente estudo
foi avaliar se o TNF-a e a IL-1P estdo envolvidos no efeito antinociceptivo do TTHL. De
fato, foi verificado que o TTHL, administrado v.o e i.t., promoveu significativa inibicdo das
respostas nociceptivas induzidas pela inje¢ao i.t. de TNF-a e IL-1p. Desta forma, a partir
destes resultados pode-se sugerir que o TTHL exerce seu efeito antinociceptivo tanto por
impedir a liberagdo de glutamato e SP pelas citocinas proé-inflamatorias ou por inibir a
ativagdo de neuronios de proje¢ao pelo glutamato, via inibi¢ao dos receptores NMDA.

Alguns estudos tém demonstrado importante envolvimento de receptores
glutamatérgicos, principalmente receptores NMDA em processos de dor neuropatica (MAO et
al., 1992; DICKENSON et al., 1997; YOSHIMURA, YONEHARA, 2006). Além disso,
estudos recentes demonstraram que as células gliais, como astrocitos e microglias, participam
ativamente dos processos nociceptivos cronicos por apresentarem varios receptores relevantes
e sintetizarem varios mediadores importantes na transmissao da dor, os quais podem modular
a fun¢do sinaptica e a excitabilidade neuronal por diferentes mecanismos (HAYDON, 2001;
GUO, SCHLUSENER, 2007; HALASSA et al., 2007; POCOCK, KETTENMANN, 2007;
MILLIGAN et al., 2009). Os astrécitos sdo as células gliais mais abundantes no SNC. A
proximidade destas células com os neurdnios permite a ativagdo astrocitaria por diversos

neurotransmissores, além disso, os astrocitos expressam varios receptores de membrana
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(PORTER, McCARTHY, 1997). Entre estes se destacam os receptores glutamatérgicos
ionotropicos NMDA e nao-NMDA, bem como receptores purinérgicos e receptores para a SP.
Durante condi¢des neuropaticas, os astrocitos permanecem ativados em resposta aos
mediadores pro-inflamatorios derivados das microglias ativadas inicialmente (JI, SUTER,
2007). Geralmente as microglias atuam como a primeira linha de defesa contra invasdo de
algum patogeno, reconhecendo, sequestrando e processando antigenos. Entretanto, as
microglias (tanto perivascular como as residentes) expressam diversos neurotransmissores que
também sdo encontrados em astrocitos e neurénios (POCOK, KETTENMANN, 2007).
Assim, a ativacao de células microgliais produz liberacao de diversas substincias, como por
exemplo, glutamato, TNF-a, IL-1B e IL-6, e subsequente ativacdo de astrdcitos e neurdnios
vizinhos envolvidos no inicio e manuten¢do da dor neuropatica (WATKINS, MILLIGAN,
2001; MARCHAND et al., 2005; McMAHON et al., 2005; MILLIGAN, WATKINS, 2009).
Tem sido demonstrado que a dor cronica difere da dor aguda nao somente no que se refere ao
tempo de persisténcia, mas também em relacdo as mudangas adaptativas, tais como
neuroplasticidade, a qual tem sido descrita em varios niveis do sistema nervoso (BESSON,
1999). A dor cronica é uma das principais causas de incapacidade e afastamento do trabalho,
perda de funcionalidade e da qualidade de vida. Apesar dos avancos nas diversas areas de
conhecimento relacionadas a dor, como epidemiologia, fisiopatologia e terapéutica, os
resultados dos tratamentos como prevencdo das recorréncias ainda ndo sdo satisfatorios
(YENG, TEIXEIRA, 2004). Sabe-se que a dor cronica ¢ causada por multiplos fatores,
incluindo lesdao de nervos. Uma das hipodteses da transmissao da dor prévia a lesdo neuronal €
a ativacdo espontanea e persistente de neurdnios lesionados do GRD. Esta ativagdo promove a
liberacdo de mediadores nociceptivos e citocinas pro-inflamatorias, as quais sensibilizam
neurdnios nao lesados que participam do processo de perpetuagdo da dor (CUI et al., 2000). A
sensibilizacdo das fibras neuronais aferentes primdrias por citocinas pro-inflamatorias, como
TNF-a e IL-1B, ou ainda pelo glutamato apds lesdao neuronal periférica parece ser mediada
por cascata de sinalizacdo complexa que envolve a produ¢do de inimeros outros mediadores
como NO, bradicinina ¢ PGE, (SOMMER, KRESS, 2004).

O proximo passo do presente estudo foi entdo analisar o possivel efeito
antinociceptivo do TTHL no modelo de dor cronica neuropatica causada pela constricao
parcial do nervo ciatico, tendo em vista que ela envolve tanto o sistema glutamatérgico como
citocinas pro-inflamatorias (MAO, 1992; DICKENSON et al., 1997; CUI et al., 2000;
YOSHIMURA, YONEHARA, 2006; POCOCK, KETTENMANN, 2007; MILLIGAN,

WATKINS, 2009). De fato, os resultados do presente estudo mostraram que o tratamento
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sist€tmico (v.0.) agudo ou prolongado dos camundongos com TTHL, reduziu
significativamente a alodinia mecanica induzida pela constri¢dao parcial do nervo ciatico. Este
efeito foi evidente durante todo o tratamento. Contudo, quando o tratamento foi interrompido
por dois dias, a alodinia mecanica foi restabelecida. Apos esse intervalo, o tratamento dos
animais com TTHL foi reiniciado e observou-se que o mesmo foi capaz de reduzir a alodinia
mecanica de forma semelhante ao tratamento agudo, indicando que o TTHL parece nao
apresentar efeito cumulativo nem induzir tolerancia.

Ha evidéncias que demonstram que a ativagdo de receptores NMDA apresenta
importante papel nos mecanismos envolvidos na reduzida eficacia de receptores opidides em
estados cronicos de dor neuropatica. Por exemplo, o efeito antinociceptivo da morfina ¢
reduzido em ratos com lesdo no nervo periférico na auséncia do tratamento cronico (diério),
sendo, porém, revertido ap6s a administragao de MK-801 (MAO et al., 1995). Entdo, levando
em consideracdo a eficacia de antagonistas de receptores NMDA no tratamento da dor
cronica, uma possivel acdo terapéutica benéfica poderia ser o uso combinado de antagonistas
de receptores NMDA e opidides no tratamento da dor cronica. A partir dos resultados obtidos
pode-se inferir que o TTHL, por inibir a ativagdo de receptores NMDA, inibe o
desenvolvimento de tolerancia induzida pelos analgésicos opidides. Portanto, por terem seu
efeito antinociceptivo potencializado sao eficazes no tratamento da dor cronica neuropatica.

Desta forma, em conjunto os resultados do presente trabalho sugerem que o TTHL
exerce seu efeito antinociceptivo, tanto em modelos de dor aguda quanto cronica, por
antagonizar o efeito excitatorio induzido pelo sistema glutamatérgico, principalmente inibindo
a ativagdo de receptores NMDA e metabotropicos. Neste sentido, o TTHL e seus derivados
podem se tornar moléculas uteis para o desenvolvimento de farmacos de interesse terapéutico
para o tratamento de dor aguda e crdnica, tendo em vista que a ativacdo do sistema
glutamatérgico ¢ preponderante nestas situagdes. Os provaveis sitios para a agdo do TTHL sdo

apresentados na figura 23.
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Figura 23 — Provéaveis mecanismos envolvidos no efeito antinociceptivo do TTHL. O presente estudo demonstra
que o efeito antinociceptivo promovido pelo TTHL deve-se a: inibigdo de receptores glutamatérgicos NMDA e
metabotropico (mGluR); inibi¢do do transportador de glutamato (EAAT), liberagdo de opidides enddgenos
(PAG-substancia cinzenta periquedutal) os quais ativam neurdnios serotoninérgicos do nicleo magno da rafe
(NMR) e estimulam a sintese de 5-HT na medula espinhal. O TTHL também pode promover a liberacdo de
opioides endogenos e 5-HT por meio de neurdnios descendentes inibitorios no corno dorsal da medula espinhal
os quais podem ativar seus receptores especificos acoplados a proteina G inibitdria (Gi), resultando em abertura
de canais de K+ e inibi¢@o da transmissdo nociceptiva. Ou ainda o TTHL por antagonizar os receptores NMDA,
podera: 1) promover a sintese de serotonina; 2) aumentar o efeito antinociceptivo dos opidides enddgenos.
Fonte: adaptado de WATKINS, MAIER, 2003; e autora.
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7 CONCLUSAO

De acordo com os resultados apresentados no presente estudo, pode-se concluir que:

. A administragdo sistémica (v.0.) de TTHL promoveu antinocicepgao significativa no
modelo de nocicepg¢do induzida pelo acido acetico e na nocicepgdo neurogénica e inflamatdria

induzida pela formalina;

. O TTHL administrado sistemicamente (via oral e intraperitoneal), centralmente (via
intratecal) e/ou perifericamente (via intraplantar) inibiu significativamente a nocicep¢ao

induzida pela injecdo de glutamato;

. Quando o glutamato foi administrado em diferentes tempos apos o tratamento com
TTHL (v.0.), verificou-se que o triterpeno apresenta pico de resposta antinociceptiva de 1 h,

resposta esta que perdurou até 6 h ap6s sua administragao;

. O efeito antinociceptivo do TTHL, administrado por via oral, parece envolver a
ativacdo do sistema opioidérgico (por meio dos receptores U, K € 0) € serotoninérgico (via
receptores 5-HT A e 5-HT>), e consequente ativacdo da proteina Gi e abertura de canais de K"

dependente de ATP, dependente de voltagem e canais de K' de alta condutancia operados por

2+
Ca™’;

o O TTHL, co-administrado com o glutamato, NMDA e trans-ACPD, pela via
intratecal, inibiu significativamente a resposta nociceptiva induzida por estes agonistas

glutamatérgicos;

o O TTHL ¢ capaz de deslocar o glutamato de seus receptores e de seus sitios de ligagao
nos transportadores, verificado no ensaio de ligagdo especifica (“binding”) com [*H]-L-
glutamato, tanto na auséncia quanto presenca de Na' em membranas de encéfalo de

camundongos;
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o O triterpeno, administrado v.o. ou i.t., reduziu a resposta nociceptiva induzida pela

injecdo i.t. de TNF-a e IL-1;

o O TTHL administrado i.t. ndo altera significativamente a atividade locomotora de

camundongos, verificado no teste de campo aberto (open field);

o O tratamento sistémico (v.0.) agudo ou prolongado dos camundongos com TTHL
reverteu significativamente a alodinia mecanica induzida pela constri¢do parcial do nervo

ciatico;

Enfim, estes dados confirmam que o TTHL possui importante efeito antinociceptivo
em varios modelos de dor aguda e cronica, sugerindo que o mesmo pode constituir-se numa
molécula interessante para o desenvolvimento de farmaco terapéuticamente 1til no controle da
dor aguda e cronica. No entanto, estudos adicionais de toxicidade e clinicos sdo ainda

necessarios para confirmar a importancia terapéutica desta molécula na clinica.
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APENDICE- Protocolo para verificacdo da atividade da monoaminaoxidase-A (MAO A)
in vitro

Foram utilizados homogenatos de membranas de encéfalo de camundongos e
quinuramina como substrato e a andlise foi realizada por meio de método fluorimétrico
conforme previamente descrito (MATSUMOTO et al., 1985; SANT’ANNA et al., 2009). Os
ensaios foram realizados em duplicata em volume final de 500 pL contendo 0,25 (0,5 mg/mL)
mg de proteina incubada a 37 °C por 30 min. A atividade da isoforma A foi mensurada na
presenca de selegilina (250 nM, inibidor seletivo da MAO-B). A mistura reacional (contendo
as fracdes de homogenato, TTHL e inibidor da MAO-B) foi pré-incubada a 37 °C por 5 min e
a reacao fluorimétrica foi iniciada pela adi¢do de 50 uL de quinuramina (60 pM). O TTHL foi
testado nas concentragdes de 0,1 e 1 mM. Os valores estdo expressos como nmol/min/mg de

proteina.

0,1 1
[TTHL] (mM)

Figura 24 — Efeito do TTHL (0,1-1 mM) na atividade da isoforma A da enzima MAQ. As colunas representam 1
experimento em duplicata e as linhas verticais o E.P.M. ANOVA de uma via. O TTHL nio alterou a atividade da
MAO-A.
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intraperitoneal (i.p, 2.1-655 umol kg, intraplantar (ipl, 6.5-63.5 nmol/paw) or intrathecal (i, 218-
655 nmol/site) routes, produced dose-dependent inhibition of glutamare-induced nociception with 1Ds
values of 12pmol/kg; 342 nmoljpaw; 233.8 nmol/site and inhibitions of 7846; 8244 and 77 48%,
respectively. L. injection of TTHL (6.5-218 nmolfsite, co-administered] also caused significant and dose-

ﬁr[::g; dependent reduction of nociceptive response induced by i, injection of glutamate (175 nmol site), with 1Ds
Antinociception value of 54.5 nmalsite and inhibition of 51 4+ 6% Moreover, TTHL (65.5 nmol/site] co-injected by it. route
lonotropic glutamate receptor with agonist caused marked reduction of nociceptive responses induced by N-methyl-n-aspartate (NMDA,
Metabotropic ghutamate receptor 450 pmolfsite), (4)-1-aminocyclopentane-trans-13 dicarboxylic acid (trans-ACPD, 10 nmol/site) and

substance P (100 pmol/sice), with inhibitions of 8147; 7947 814112, respectively. Conversely, TTHL
had no effect on a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA, 135 pmol/site) and kainic
acid ( kainate, 110 pmol/site)-induced nociception. Moreaver, the assodation of sub-effective doses of TTHL
(65 nmolfsite, i.t) and MK-B01(1 nmolfsite, iL.; non-competitive NMDA antagonist) or (RS]-MCPG
(30 nmolsite, it; non-selective group I/group Il metabotropic glutamate receptor antagonist) produced a
synergic antinociceptive effect in the nociception induced by NMDA or trans-ACPD, respectively. Together,
these results provide experimental evidence for the involvement of the glutamatergic system (NMDA and
metabotropic glutamate receptors) in the antinociceptve action caused by TTHL in mice.

© 2009 Elsevier BY. All rights reserved.
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Abstract: The present study investigated the mechanisms involved in the antinociception produced by
the triterpene 3, 63, 16p-trihydroxylup-20(29)-ene (TTHL) in mice. Oral administration of TTHL
inhibited glutamate-induced nociception with an ID50 of 19.0 (13.2-27.5) mg/kg and an inhibition of
56 + 3 %. This action started 60 min (inhibition of 59 + 6%) after p.o. administration and remained
significant up to 6 h (inhibition of 37 + 6%). The antinociception of TTHL was reversed by the pre-
treatment of mice with naloxone (1 mg/kg; non-selective opioid receptor antagonist), D-Phe-Cys-Tyr-
D-Trp-Orn-Thr-Pen-Thr-NH2 (CTOP, 1 mg/kg; selective p-opioid receptor antagonist), nor-
binaltorfimine (1 mg/kg; selective k-opioid receptor antagonist), naltrindel (3 mg/kg; selective &-
opioid receptor antagonist), p-chlorophenylalanine methyl ester (PCPA, 100 mg/kg for 4 consecutive
days; inhibitor of serotonin synthesis), WAY100635 (0.5 mg/kg; selective 5-HT 1A receptor antagonist)
and ketanserin (0.3 mg/kg; selective 5-HT2A receptor antagonist) but not by L-arginine (600 mg/kg;
nitric oxide precursor) or ondansetron (0.5 mg/kg; 5-HT3 receptor antagonist). Furthermore, the
TTHL antinociceptive effect was prevented by intrathecal (i.t.) pre-treatment with pertussis toxin (0.5
ng/site; inactivator of Gi/o protein), charybdotoxin (250 pg/site; blocker of large-conductance
calcium-gated K+ channels), tetraethylammonium (1 pg/site; blocker of voltage-gated K+ channels)
and glibenclamide (80 pg/site; blocker of ATP-gated K+ channels) but not by apamin (50 ng/site;
blocker of small-conductance calcium-gated K+ channels). These results showed that the TTHL
antinociceptive effect is dependent on opioid and serotonergic systems, Gifo protein activation and the
opening of specific K+ channels. Thus, TTHL could represent an important compound for the treatment
of pain.



