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RESUMO

Os produtos naturais sdo uma grande fonte de moléculas
bioativas, entre elas destacam-se 0s polissacarideos que
apresentam efeitos imunomoduladores, anti-inflamatdrios e
analgésicos. O polissacarideo glucomanana (GM) obtido do
liguen Heterodermia obscurata j& demonstrou ter efeito
antinociceptivo (analgésico), indicando ser uma molécula
interessante. Assim, o presente trabalho pretende avancar na
caraterizacdo do efeito antinociceptivo da GM, bem como na
compreensdo do seu mecanismo de acdo neurobiologico e
seguranca em camundongos. Neste trabalho, foi confirmado que a
administragdo sistémica da GM (100 mg/kg, ip.) é capaz de
reduzir a nocicepc¢ao espontanea de origem inflamatdria induzida
por formalina ou PGE,. Ademais, a redugdo da nocicepcao
induzida por PGE, causada pela GM (92+15%) foi semelhante a
produzida pela indometacina (93+12%), inibidora ndo seletiva da
COX. Além disso, a administracdo periférica (local, intraplantar)
da GM (10 pg/pata) também reduziu a nocicepcdo causada pela
PGE, de maneira similar a indometacina e ao KT5720 (inibidor
ndo seletivo da PKA). A GM (100 mg/kg) também reduziu
significativamente a hiperalgesia térmica ao calor, mas ndo a
alodinia mecénica causada pela injecdo intraplantar de PGE; e
CFA (Adjuvante Completo de Freund), bem como aquela
causada pela incisdo plantar (modelo de dor p6s-operatéria). Por
outro lado, a GM (10 pg/pata) promoveu reducdo da nocicepgéo
espontanea e hiperalgesia térmica ao calor induzida pela
forscolina (FSK, ativadora da adenililciclase). Quando
administrado perifericamente (intraplantar), a GM (10 pg/pata)
também reduziu a nocicepgdo esponténea induzida por FSK,
assim como o KT5720 (10 nmol/pata). Além disso, a GM (100
mg/kg) foi capaz de reduzir o aumento da fosforilacdo da PKA
(p-PKA) induzida por FSK, na pata de camundongos. A
nocicepgdo espontanea induzida pelo ativador de PKC, o 13-
acetatol2-miristato de forbol (PMA), foi completamente inibida
pela GM (100 mg/kg). Quando avaliado frente & ativacdo de
termo-receptores, a GM (30 e 100 mg/kg, ip.) reduziu a
nocicep¢do espontdnea induzida pela capsacina (agonista
TRPV1), cinamaldeido (agonista TRPAZ1), mentol (agonista



TRPMS) e pela salina acidificada (agonista ASICs). No entanto, a
administracdo periférica (local, intraplantar) da GM (30 pg/pata)
reduziu (70+4%) somente a nocicepcdo causada pelo
cinamaldeido. A nocicep¢do observada no modelo de PGE; foi
completamente dependente das fibras aferentes TRPV1+. Ainda,
a GM, na dose que promove importante efeito analgésico, ndo
causou efeitos sedativos e tampouco alterou o peso corpéreo dos
animais. Contudo, a administracdo prolongada (11 dias)
promoveu aumento do peso do baco, mas ndo alterou o peso do
coracgdo, pulmdes, figado e rins. Ademais, a GM ndo promoveu
alteracdes hematoldgicas e bioguimicas importantes. Em
conjunto, os dados deste trabalho demonstram que a GM é capaz
de reduzir a nocicepgdo (dor) aguda e persistente, principalmente
a de origem inflamatdria, por um mecanismo dependente da
inibicdo da via de sinalizagdo ativada por PGE, (AMPc/PKA) e
dos canais TRPs, principalmente 0 TRPV1 e 0 TRPAL. Assim, a
GM é uma molécula com potencialidade para o desenvolvimento
de farmacos de interesse terapéutico no controle da dor.

Palavras-chave: Polissacarideo, Glucomanana, Antinocicepcao,
Dor, PGE,, TRPV1, TRPAL, PKA, TRPs.



ABSTRACT

Natural products are a wide source of bioactive molecules, which
include the polysaccharides with analgesic, anti-inflammatory
and immunomodulatory properties. It was already demonstrated
that the polysaccharide Glucomannan (GM) obtained from the
lichen Heterodermia obscurata has antinociceptive (analgesic)
effect, making it an interesting molecule for further studies. Thus,
the present work intends to advance in the characterization of GM
antinociceptive effect, as well as in the comprehension of its
neurobiological mechanism of action in mice. In this study, it was
demonstrated that systemic administration of GM (100 mg/kg,
ip.) is able to reduce spontaneous nociception of inflammatory
origin induced by formalin or PGE,. Besides, the reduction of
PGE,-induced nociception caused by GM (93+15%) was similar
to that produced by indometacin (93+12%), a non-selective COX
inhibitor. Peripheral (intraplantar) administration of GM (10
pg/paw) also reduced PGEj-induced nociception similarly to
indometacin and KT5720 (non-selective PKA inhibitor). GM
(100 mg/kg, ip.) also reduced significantly the thermal
hyperalgesia to heat, but not the mechanical allodynia induced by
intraplantar injection of PGE, and CFA (Complete Freund’s
Adjuvant), as well as that caused by plantar incision (post
operatory model of pain). On the other hand, GM (10 pg/paw)
reduced both spontaneous nociception and thermal hyperalgesia
to heat induced by forskolin (FSK, adenylyl cyclase activator).
When peripherically administrated (intraplantar), GM (10
pg/paw) also reduced spontaneous nociception induced by FSK,
as well as KT5720 (10 nmol/paw). Moreover, GM (100 mg/kg,
ip) was able to reduce the increase on PKA phosphorylation (p-
PKA) induced by FSK in mice paw. Spontaneous nociception
induced by PKC activator phorbol-12-myristate-13-acetate
(PMA) was completely inhibited by GM (100 mg/kg, ip). When
evaluated against thermal receptor activators, intraperitoneal
administration of GM (30 and 100 mg/kg) reduced the
spontaneous nociception induced by capsaicin (TRPV1 agonist),
cinnamaldehyde (TRPA1 agonist), menthol (TRPM8 agonist) and
acidified saline (ASICs agonist). However, peripheral
(intraplantar) administration of GM (30 pg/paw) reduced only the
cinnamaldehyde-induced nociception (70+4%). The nociception



observed in PGE; model was completely dependent on TRPV1+
afferent fibers. Furthermore, at the doses that promote
antinociceptive effect, GM caused no sedative effect and did not
alter mice body weight. However, daily administration (11 days)
of GM promoted an increase in spleen weight, with no effect on
the weight of heart, lungs, liver and kidneys. Also, GM did not
promote any significant hematologic or biochemical alteration.
Together, the data presented in this study demonstrate that GM is
able to reduce acute and persistent nociception (pain), mainly of
inflammatory origin, by a mechanism that is dependent on
inhibition of signaling pathways activated by PGE, (CAMP/PKA)
and TRP channels, mainly TRPV1 and TRPAL. Thus, GM is a
molecule with great potential for further development of drugs
with therapeutic interest for pain control.

Keywords: Polysaccharide, Glucomannan, Antinociception, Pain,
PGE,, TRPV1, TRPA1L, PKA, TRPs.
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1 INTRODUCAO

A continua interacdo entre 0s organismos vivos € 0 meio
ambiente tem um papel importante na otimizacéo e evolucéo das
suas capacidades sensoriais. Ao longo dos anos, 0s animais
desenvolveram mecanismos neurais sofisticados que detectam e
discriminam mudancas ambientais. Desta maneira, adquiriram a
capacidade de diferenciar a qualidade, localizacdo, intensidade e
caracteristicas temporais de varios estimulos que atuam sobre a
superficie do corpo e nos 6rgaos internos (TERMAN; BONICA,
2003). Esses estimulos, externos ou internos, sdo detectados e
codificados por receptores sensoriais periféricos e todas as
informacGes sobre os pardmetros do estimulo so transportadas
na forma de impulso nervoso (potencial de acdo) até o Sistema
Nervoso Central (SNC). O processamento da sensacdo acontece
em varios locais nos centros superiores e € interpretado pelo
cérebro como sensagfes com caracteristicas diferentes, que
determinam as diferentes modalidades sensoriais, dentre elas as
sensacOes somaticas de temperatura, tato ou dor (BELMONTE;
VIANA, 2008). Em outras palavras, o sistema sensorial exibe
vias especificas, desde a periferia até 0 SNC, com subpopulagdes
de neurbnios que geram a seletividade para cada forma particular
de energia (estimulo) e posteriormente para a percepgdo
(BELMONTE; VIANA, 2008).

A dor é uma entre vérias sensacBes corporais que
ocorrem apo6s a estimulagdo da pele ou de tecidos subcutaneous e
é classificada fisiologicamente como uma submodalidade do
sistema  somatossensorial. Um estimulo doloroso pode
desencadear imediatamente um comportamento defensivo,
protegendo o corpo antes de ocorrerem lesGes graves. A dor
também pode promover o aprendizado de comportamentos
adaptativos, de modo a evitar situagdes que possam produzir uma
lesdo. Além disso, mesmo apds a lesdo, a dor tem papel de
restringir 0s movimentos e manter posturas especificas,
facilitando a recuperacdo (BASBAUM et al., 2009). Individuos
gue sofrem da doenca autossdmica de insensibilidade congénita a
dor sdo incapazes de detectar estimulos dolorosos/nocivos,
evidenciando que a dor é de fundamental importancia para a
sobrevivéncia. Esta evidéncia deriva do fato que a dor de um
objeto afiado, o calor de uma chama ou até mesmo o desconforto
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associado com lesdes internas, como um 0sso quebrado, ndo séo
sentidas por estes individuos. Como resultado, esses individuos
ndo exibem comportamentos adequados de protecdo contra
situagdes potencialmente nocivas, muitas das quais podem ser
fatais (DUBIN; PATAPOUTIAN, 2010). Ainda, pacientes com
perda da sensibilidade a dor devido a neuropatias hereditérias,
muitas vezes, mantém latente algumas infec¢Ges que em conjunto
levam a automutilacdo, em especial de dedos e apresentam
reducdo na expectativa de vida (AXELROD; HILZ, 2003;
DUBIN; PATAPOUTIAN, 2010). Assim, a principal funcdo
fisioldgica da experiéncia dolorosa é a de alertar para um perigo
gue pode ameacar a integridade do organismo.

A Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP)
define o termo dor como “uma experiéncia sensorial e emocional
desagradavel associada a um dano tecidual real ou potencial ou
descrita em termos de tal lesdo” (LOESER; TREEDE, 2008).
Conforme a definicdo, dor é um conjunto complexo de aspectos
emocionais e sensoriais envolvidos na percepgdo de um estimulo
potencialmente nocivo. Envolve ndo apenas a transducdo do
estimulo mas também a integracdo cognitiva e emocional pelo
encéfalo (JULIUS; BASBAUM, 2001). Os eventos neurais
envolvidos na codificacdo e processamento de estimulos nocivos
sdo chamados de nocicep¢do. Assim, para que a Ssensagao
dolorosa aconteca, um estimulo nocivo tem que ser capaz de
ativar receptores sensoriais periféricos especificos (nociceptores)
e vias neurais nociceptivas que irdo conduzir a informacéo até o
SNC. De fato, em termos fisioldgicos um evento s6 é considerado
um estimulo se fizer interacdo com um receptor sensorial. Neste
sentido, os estimulos nocivos sdo um subconjunto de eventos
nocivos que podem ser detectados por nociceptores (LOESER;
TREEDE, 2008).

E importante salientar que a dor resulta da ativacio do
componente sensorial e emocional em humanos. Estudos recentes
demonstram que a dor sentida por mamiferos (ex. ratos e
camundongos), envolve tanto o componente sensorial como o
emocional, e podem ser observados através dos diferentes
modelos experimentais de dor. Contudo, os modelos classicos de
investigacdo de dor permitem avaliar com relativa precisdo e
reprodutibilidade apenas o componente sensorial, a nocicep¢do
(BARROT, 2012). Mas, quando comparada a outras modalidades
sensoriais, uma das principais caracteristicas da dor € o aspecto
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emocional. A motivacdo, aspectos psicoldgicos, afetivos,
culturais e consequentemente, o0 comportamento relacionado com
esses sentimentos, ocorrem por uma interagdo entre varias
estruturas centrais envolvidas na sensacdo de dor, imprimindo
também o carater subjetivo ao fendmeno (CORTELLI et al.,
2013). Em um estudo de 2003, Craig concluiu que a dor é uma
“emog¢do homeostatica”. No entanto, a homeostase implica em
manter um organismo e seus sistemas em estado dinamicamente
estavel, conceito que é dificil de conciliar com alguns aspectos da
nocicepgdo e dor, como 0s aumentos acentuados na respiracao,
frequéncia cardiaca e pressao arterial. Tais alteragdes funcionais
podem ser reacdes apropriadas quando o tecido é lesado, mas
fogem do objetivo usual de homeostase (CRAIG, 2003; PERL,
2011).

A dor é um complexo fenémeno subjetivo que, mesmo
com uma vasta literatura sobre o tema, ainda apresenta lacunas no
entendimento dos seus processos basicos e patologicos. Contudo,
atualmente pode-se classificar a dor segundo algumas
caracteristicas, como o seu mecanismo de origem e sua duracdo
(LOESER; TREEDE, 2008; JULIUS; BASBAUM, 2001).
Quanto a sua origem, pode ser classificada em: Dor nociceptiva,
gerada por uma lesdo que ativa diretamente 0s nociceptores em
tecidos periféricos, tem o propdésito bioldégico/homeostatico de
protecdo e alerta; Dor neuropética, que surge como consequéncia
direta de lesdo ou doenga que afeta o sistema somatossensorial,
podendo apresentar alteracdes periféricas ou centrais; e Dor
inflamatdria, que esta associada a uma inflamagéo ativa e pode
ser classificada também como dor nociceptiva. Entretanto, na dor
inflamatdria cronica ocorrem alteracfes no sistema nociceptivo,
como a sensibilizacdo de nociceptores, 0 que a descaracteriza
como dor nociceptiva. Ainda, vem-se considerando e discutindo o
conceito de dor disfuncional, onde a sensacdo dolorosa ocorre
mesmo sem haver qualquer tipo de lesdo, alteracdo no sistema
nervoso ou presencga de inflamagdo (LOESER; TREEDE, 2008;
JULIUS; BASBAUM, 2001). Utilizando o critério de duracéo, a
dor é classificada em aguda, quando esta relacionada
temporalmente & doenca ou lesdo especifica que gera a ativagéo
direta dos nociceptores. Ap6s a recuperagdo/cura ou retirada do
estimulo nocivo, a dor desaparece. Contudo, a dor pode superar o
tempo normal de cura, persistindo por meses e até anos,
tornando-se crénica, passa a ser um estado de doenga e perde seu


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cortelli%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23695044
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papel protetor (REN; DUBNER, 2010; JULIUS; BASBAUM,
2001; PORRECA,; OSSIPOV; GEBHART, 2002).

Além da duracdo, diferencas entre a dor aguda e cronica
acabam por enfatizar o fato de que a dor ndo é gerada por um
sistema imutdvel, mas sim por uma complexa rede de moléculas e
circuitos ndo-neuronais e neuronais com grande capacidade para
plasticidade e manutengdo dos estados dolorosos (BASBAUM et
al., 2009). Neste sentido, eventos como a sensibilizacdo de
neurdnios nociceptivos periféricos e centrais parecem estar
associados a persisténcia da dor e precedem as alteragcBes na
percepcdo de estimulos periféricos, como observado na
hiperalgesia (uma resposta dolorosa aumentada a um estimulo
nociceptivo) e na alodinia (estimulos normalmente in6cuos
induzem dor) (SACHS et al.,, 2009; REN; DUBNER, 2010;
JULIUS; BASBAUM, 2001). A dor aguda e/ou crbnica ainda
representam um enorme problema de salde publica mundial.
Segundo dados da Organizacdo Mundial da Salde (OMS),
estima-se que cerca de 20% da populagdo mundial adulta sofre de
algum tipo de dor crbnica. Associada a incidéncia da dor crénica
esta a falta adequada do seu tratamento, tendo em vista que 0s
medicamentos disponiveis ndo sdo eficazes para todos os tipos de
dor e a sua utilizagdo continua leva a varios efeitos indesejados
que comprometem a ades@o dos pacientes ao tratamento. Assim,
o resultado final destes efeitos é que grande parcela de portadores
de dor acabam apresentando varias disfuncdes fisicas e
emocionais que culmina em incapacidade transitoria ou
permanente. Desta maneira, a dor tem grande impacto na
gualidade de vida e capacidade produtiva desses individuos
(DOBKIN; BOOTHROYD, 2008; HANSEN et al., 2011).

1.1 NOCICEPCAO . E MECANISMOS DE
SENSIBILIZACAO

A partir de experimentos fisiol6gicos conduzidos no
inicio do século XX, Charles Sherrington evidenciou a existéncia
de grupos de terminacfes nervosas, distribuidas pela pele, que
eram ativadas por lesdo tecidual. Também observou que um
estimulo seria nocivo quando apresentasse intensidade e
qualidade suficiente para gerar reflexo de retirada, respostas
autonébmicas e dor, processos que coletivamente chamou de
“reagdo nociceptiva”. E definiu o aparato neural responsavel por
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detectar estimulos nocivos como ‘“nervos nociceptivos” ou
nociceptores e cunhou o termo nocicepgdo (WOOLF; MA, 2007).
Neste sentido, durante os altimos 50 anos, varias provas
incontestaveis demonstraram que receptores sensoriais, presentes
em terminagdes de neurdnios sensoriais periféricos, atuam como
detectores de eventos prejudiciais aos tecidos. E, normalmente, a
ativacdo dos receptores é o evento inicial para o processamento
do estimulo nocivo e para a percep¢do da dor (PERL, 2011;
2007).

A nocicepcdo é considerada como 0 componente
sensorial da dor e envolve a codificagdo e processamento do
estimulo nocivo. Sua primeira etapa envolve a transducdo e
codificacdo de estimulos nocivos por receptores sensoriais
especificos, chamados de nociceptores (LOESER; TREEDE,
2008). Estes receptores podem ser ativados por estimulos de
origem quimica, mecanica e/ou térmica de alto limiar. E o seu
principal efeito fisiol6gico é transduzir e codificar caracteristicas
como a localizagdo, intensidade e padrdo temporal do estimulo e
converté-lo em um sinal reconhecivel para o Sistema Nervoso
(SN). Ademais, eles sdo expressos na terminacdo periférica livre
de grupos heterogéneos de neur6nios nociceptivos (DUBIN;
PATAPOUTIAN, 2010). Assim como outros neurdnios
somatossensoriais, 0s neurdnios nociceptivos periféricos sdo do
tipo pseudounipolares e apresentam um (nico processo axonal
gue se projeta do corpo celular, dividindo-se em dois ramos. Um
ramo periférico, que expressa 0s nociceptores e inerva o tecido
alvo, e um ramo central. No SNC, o ramo do neurdnio
nociceptivo faz sinapse com neurbnios de segunda ordem na
medula espinal ou no subnicleo caudal do trigémeo, no tronco
encefalico. Desta maneira a propagacdo de impulsos nervosos da
periferia para 0 SNC segue um caminho axonal direto, reduzindo
o risco de fracasso na conducdo (AMIR; DEVOR, 2003; DUBIN;
PATAPOUTIAN, 2010). O corpo celular dos neurdnios
nociceptivos periféricos podem estar no ganglio da raiz dorsal
(GRD), para estimulos do corpo ou no ganglio trigeminal, para
estimulos gerados na cabeca (DUBIN; PATAPOUTIAN, 2010).
S&o considerados neurdnios excitatorios e utilizam o glutamato
como principal neurotransmissor. Também expressam outros
componentes, incluindo neuropeptideos como a substancia P, o
peptideo relacionado ao gene da calcitonina (do inglés CGRP) e
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somatostatina que podem potencializar o sinal excitatorio
(BASBAUM et al., 2009).

As fibras aferentes primarias cutaneas que transmitem o
impulso nervoso podem ser classificadas com base na sua
sensibilidade a estimulos nocivos, seu didmetro e velocidade de
condugdo (MILLAN, 1999; BASBAUM et al, 2009). Estudos
com humanos e ndo-humanos revelaram a existéncia de classes
distintas de nociceptores ativados por estimulos nocivos como
temperatura extrema (> 40-45°C ou < 15°C), pressdo intensa ou
substancias quimicas. Neste sentido, neurbnios que respondem a
estimulos térmicos, mecéanicos e quimicos sdo chamados de
polimodais (BASBAUM et al., 2009; DUBIN; PATAPOUTIAN,
2010). Ja a velocidade com que o impulso serd propagado tem
relacéo direta com o didmetro do axdnio e se a fibra é mielinizada
ou ndo. Com relagdo aesses aspectos, podemos classificar as
fibras aferentes primarias em trés tipos (MILLAN, 1999). As
fibras C sdo neurbnios sem mielina, de pequeno didmetro (0.4 —
1.2 um) e com conducdo lenta (0,5 - 2,0 m/s). Proporcionalmente,
cerca de 70% dos aferentes primarios cutaneos sdo fibras C
amplamente distribuidas pelo corpo, o que reduz a resolucdo da
localizagdo de estimulos. A maioria dos nociceptores s&o
encontrados neste tipo de fibra, responsaveis por transmitir a dor
“secundaria/tardia”, além de estimulos indcuos. As fibras Ao
apresentam calibre médio (de 2,0 - 6,0 um), sdo mielinizadas e
com velocidade intermediaria de conducdo (12 - 30 m/s). Essas
fibras correspondem a 10% das fibras cutaneas e tem distribuicdo
mais localizada e transmitem a dor “rapida/inicial” e também as
informacGes de estimulos mecénicos indcuos (MILLAN, 1999).
As fibras Af possuem um grande calibre (maior que 10 pum), séo
mielinizadas e com conducdo rapida (3 - 100 m/s). Em
circunstancias normais, essas fibras so transmitem informagéo de
estimulos in6cuos, como um leve toque (MILLAN, 1999;
BASBAUM, 2009). Assim, a propagacdo de estimulos nocivos é
feita através de duas principais classes de aferentes nociceptivos,
as fibras C ¢ AJd.

O ramo central de aferentes que tem seu corpo celular no
GRD chega através da raiz dorsal ao corno dorsal da medula
espinal (CDME) (Figura 1). O CDME é um centro de transmissao
altamente organizado em laminas, que diferem quanto a sua
anatomia e propriedades elétricas (BASBAUM; JESSELL, 2000).
As fibras aferentes nociceptivas terminam predominantemente
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nas laminas marginais | e I, e na lamina profunda VV do CDME
(Figura 1) (PERL, 2007). Ja as fibras mielinizadas Ad projetam o
ramo central principalmente para as laminas | e V, enquanto as
fibras C projetam-se mais superficialmente, para laminas | e II.
Em contrapartida, os aferentes primarios de baixo limiar que
respondem ao toque leve, fibras AP, chegam a ldminas mais
profundas (I, IV e V) do CDME (Figura 1B e C) (MILLAN,
1999).

Figura 1 — Anatomia dos nociceptores e fibras aferentes
primarias.

Epiderme

Ganglio
trigeminal

Medula espinal
Vértebra

o
da raiz dorsal

Epiderme

Legenda: Em (A) neurbnios somatossensoriais estdo localizados em
ganglios periféricos (ganglio trigeminal e ganglios da raiz dorsal),
proximos a coluna vertebral e medula espinal. Os neurdnios aferentes
projetam centralmente para o tronco encefalico (subnucleo trigeminal
caudal; Vc) e corno dorsal da medula espinal e perifericamente para a
pele e outros 6rgdos. (B) A maioria dos nociceptores esta presente em
fibras sem mielina, com pequeno didmetro (fibras C, vermelho). Seu
ramo periférico inerva a pele (derme e/ou epiderme) e o ramo central faz
sinapse nas laminas superficiais | e 11 do corno dorsal. (C) Fibras A sdo
mielinizadas e geralmente conduzem com velocidades mais altas (azul) e
fazem projecdo central principalmente nas laminas | e V do corno
dorsal.

Fonte: Adaptado de Dubin e Patapoutian, 2010.
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O CDME funciona como uma estacdo de controle da
transmissdo nociceptiva, onde as fibras aferentes primarias fazem
sinapse com neurbnios de transmissdo e interneurdnios locais
(PERL, 2007). Um tipo diferente e bastante estudado de neurdnio
espinal de alto limiar, conhecido como neurbnio de amplo
alcance dindmico (WDR neuron), também recebe sinais de
entrada a partir de neur6nios somatossensoriais no CDME. Estes
neurbnios sdo amplamente distribuidos nas camadas mais
profundas (ldaminas V-VI) do corno dorsal. Esses neur6nios
espinais multimodais sdo pouco ativados por estimulos
mecanicos inécuos. Contudo, estimulos mecénicos e térmicos
nocivos de alta intensidade excitam fortemente os neurdnios
WDR (PERL, 2007).

A informacéo periférica nociceptiva ascende ao SNC
através de neurdnios espinais de transmissdo, que se projetam
para o bulbo, mesencéfalo e tdlamo. Estas estruturas, por sua vez,
emitem projecBes para 0 cortex somatossensorial e cortex
cingulado anterior, onde aspectos sensério-discriminativos e
cognitivo-afetivos da dor, respectivamente, serdo integrados a
informacéo periférica (PERL, 2007; KENSHALO; NAFE, 1962).
Desta maneira, a informag&do nociceptiva chega até areas corticais
por vias ascendentes, como a via espinotalamica, em que o sinal
nociceptivo é transmitido ao cortex somatossensorial através do
tdlamo, ocorrendo a percepcdo da localizacdo e intensidade do
estimulo nocivo. E a via espinoparabraquial, em que a
informacéo é transmitida ao cortex insular e cingulado através da
amigdala, contribuindo para o componente emocional da
percepcdo da dor (BASBAUM et al., 2009). Essa transmissao
ascendente também ¢é responsavel pela ativacdo de neurdnios
localizados no bulbo rostroventromedial (RVM, rostral ventral
medulla) e na substancia cinzenta periaquedutal (PAG) no
mesencéfalo, estruturas centrais que estdo relacionadas com o0s
mecanismos descendentes de controle da dor (JULIUS;
BASBAUM, 2001).

No CDME interneurfnios inibitérios e excitatérios
locais, bem como vias descendentes inibitérias e facilitadoras,
modulam a transmiss&o de sinais nociceptivos, contribuindo para
a priorizacdo da percepgdo da dor em relagdo a outras
necessidades comportamentais concorrentes e demandas
homeostéticas (DUBIN; PATAPOUTIAN, 2010).
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1.1.1 Mudancas adaptativas e mal adaptativas no limiar de
dor

Comumente, alterages nas vias envolvidas na
nocicepc¢do levam a dor e até a alteracdo na sua percepcao, como
observado em hipersensibilidades (hiperalgesia e alodinia). Tais
alteracGes podem ocorrer de tal forma que a dor supera a sua
funcédo fisiolégica de atuar como um sistema de alerta (REN;
DUBNER, 2010). Até certo ponto isto pode ser visto como uma
extensdo do processo de cicatrizagdo normal, onde o dano
tecidual ou neural provoca um aumento da sensibilidade a
estimulos, na tentativa de promover protecdo da &rea lesionada
(REN; DUBNER, 2010).

O dano tecidual muitas vezes é acompanhado pela
producdo e/ou liberacdo de fatores enddgenos que sdo liberados
por células ndo-neuronais residentes e/ou que se infiltram na area
da lesdo (incluindo mastécitos, basofilos, plaquetas, macréfagos,
neutrofilos, células endoteliais, queratindcitos e fibroblastos) e
promovem a ativacdo dos nociceptores (Figura 2) (REN;
DUBNER, 2010; KIDD; URBAN, 2001).
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Figura 2 — Eventos induzidos por lesdo tecidual relacionados a
nocicep¢do e dor.
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Legenda: O dano tecidual inicia a liberacdo de mediadores que ativam
receptores toll-like (do inglés TLRs) em queratindcitos e mastocitos
(MC) préximo ao terminal nociceptivo. Vasodilatadores séo liberados
promovendo a adesdo e transmigracdo das células imunitarias, como
células T (T), neutrofilos (N), mondcitos (MN) e recrutamento de
macréfagos (MO). Estas células, uma vez ativadas, liberam mediadores
inflamatdrios que atuam sobre receptores expressos em nociceptores
vizinhos, induzindo sensibilizagdo periférica. A Substancia P (SP) e
peptideo relacionado ao gene de calcitonina (CGRP) liberados pelo
nociceptor promovem vasodilatacdo e extravasamento de células
imunitarias. Alvos: receptores de citocina (CYTR), receptores acoplados
a proteina G (GPCR), canais operados por ligantes (LGC) e receptor
tirosina cinase de tipo 1 (TrkA).

Fonte: Adaptado de Ren e Dubner, 2010.

A maioria dos nociceptores ativadoS esta presente em
fibras C polimodais e quando estimulados, ocorre um
extravasamento de plasma com moléculas bioativas (por
exemplo, citocinas) para a regido periférica que contém os
nociceptores. Centralmente, essas fibras podem propagar
impulsos antidromicamente, causando a liberagdo de substancias
dlgicas e pro-inflamatérias nas ramificacdes periféricas
nociceptivas de &reas proximas a lesdo, que incluem peptideos
como a substancia P, CGRP e somatostatina, entre outros
(MENSE et al., 2008; DUBIN; PATAPOTUIAN, 2010).
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Esses fatores liberados no intersticio sdo coletivamente
chamados de "sopa inflamatéria” e representam uma grande
variedade de  moléculas de  sinalizagdo, incluindo
neurotransmissores, peptideos (substancia P, CGRP, bradicinina),
eicosandides e lipideos relacionados  (prostaglandinas,
tromboxanos, leucotrienos, endocanabindides), neurotrofinas,
citocinas e quimiocinas, bem como proteases extracelulares e
prétons. Ademais, estas substancias produzem varios efeitos
autocrinos e parécrinos sobre células endoteliais, epiteliais e
células imunes residentes (ex., células de Langerhans) ou
sistémicas (DUBIN; PATAPOUTUIAN, 2010; RICHARDSON;
VASKO, 2002), e promovem vasodilatacdo arteriolar (através de
CGRP) efou aumento da permeabilidade vascular com
consequente aumento da migracdo de células e maior liberacdo de
mediadores enddgenos (DUBIN; PATAPOUTUIAN, 2010;
RICHARDSON; VASKO, 2002). Notavelmente os nociceptores
expressam um ou mais receptores de superficie capazes de
reconhecer e responder a cada um destes agentes pro-
inflamatérios ou Aalgicos. Tais interagdes promovem a
excitabilidade dos aferentes primarios, aumentando sua
responsividade a estimulos, processo conhecido como
sensibilizagdo periférica (WOOLF; MA, 2007; LOESER;
TREEDE, 2008).

O termo sensibilizagdo pode ser usado tanto para reducao
guanto aumento no limiar de ativagcdo em resposta a um estimulo
supralimiar (LOESER; TREEDE, 2008). Por exemplo, apds
gueimadura promovida pela exposicdo solar, ocorre
sensibilizacdo temporéaria da éarea afetada. Como resultado,
estimulos normalmente in6cuos, como o toque, sdo percebidos
como doloroso (um fenémeno conhecido como alodinia) ou,
estimulos nocivos provocam dor de maior intensidade (referido
como hiperalgesia) (LE BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001).
Essas alteracbes na excitabilidade de neurbnios nociceptivos
também sdo frequentemente associadas a dor persistente
(patoldgica), como em neuropatias, dor crbnica inflamatoria e
artrite (PERL, 2007; LE BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001).
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12 ALVOS MOLECULARES E TERAPEUTICOS NA
NOCICEPCAO

O componente sensorial da dor, a nocicepgéo, envolve a
acdo de mediadores comuns ao processo inflamatdrio,
principalmente em casos de dor persistente (BENNETT, 2000; JI;
STRICHARTZ, 2004). Estudos pioneiros mostraram claramente
0 envolvimento de prostandides na indu¢do e manutencdo da
sensibilizacdo e dor, em especial demonstraram que a
administracdo subcutanea de prostaglandina E; (PGE,) era capaz
de causar acentuada hiperalgesia em humanos e ainda, que a
prostaglandina E, (PGE,) e prostaciclina I, (PGl,) produziam os
mesmos efeitos em ratos e cdes (FERREIRA, 1972;
ZEILHOFER, 2007). Desde entdo, foi postulado que as
prostaglandinas (PGs) tém capacidade de sensibilizar
nociceptores através dos receptores para prostandides expressos
na superficie de terminagBes periféricas. Progressivamente
descobriu-se que esses mediadores também exercem seus efeitos
pré-nociceptivos no SNC, principalmente na medula espinal
(ZEILHOFER, 2007).

Os prostandides sdo mediadores lipidicos formados a
partir do acido araquid6nico (AA), que é um produto da hidrolise
de fosfolipidios de membrana do reticulo endoplasmatico
liberado por acdo da fosfolipases A, (PLA,) (ZEILHOFER, 2007;
SAMAD; SAPIRSTEIN; WOOLF, 2002). A primeira reacdo da
via de sintese de prostandides ocorre pela acdo de
ciclooxigenases (COX; COX-1 e COX-2), que convertem o AA
no metabolito prostaglandina G, (PGG,) e em seguida em
prostaglandina H, (PGH,). A seguir, através da acdo de sintases
tecido-especificas (sintases de prostaglandinas, PG sintases)
ocorre a metabolizacdo da PGH, em isoformas de PGs
biologicamente ativas que incluem PGD,, PGF,, PGE,, e PGl, e
tromboxano A, (TXA);), coletivamente conhecidas como
prostandides (SAMAD; SAPIRSTEIN; WOOLF, 2002;
ZEILHOFER, 2007).

No final da década de 1970, Vane e colaboradores
demonstraram que o efeito farmacoldgico da aspirina (&cido
acetilsalicilico) era dependente da inibicdo da COX e esta
importante descoberta foi reconhecida em 1982, através da
concessdo do Prémio Nobel em Medicina. Atualmente, é
reconhecido que a aspirina e outros anti-inflamatérios néo
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esteroidais (AINEs), utilizados como analgésicos e anti-
inflamatorios, inibem a sintese de prostaglandinas através da
inibicdo da COX-1 e 2 (SAMAD; SAPIRSTEIN; WOOLF,
2002). A COX-1 tem expressdo geralmente constitutiva e é
encontrada na maioria das células. Ja4 a COX-2 tem baixa
expressao, que aumenta de maneira acentuada apds estimulagéo
(lesdo tecidual, inflamacdo) particularmente em células do
sistema imune (TILLEY et al., 2001). Essas enzimas participam
ativamente da sinalizacdo envolvida no processamento da
nocicepcdo, tanto perifericamente quanto em nivel central,
principalmente na medula espinal.

A PGE; é um mediador chave na sinalizacdo da dor
participando da sensibilizacdo das vias nociceptivas periféricas e
espinais, contribuindo para o surgimento de hipersensibilidades
(MORIYAMA et al., 2005; FERREIRA, 1972; SACHS et al.,
2009). A PGE; pode atuar em quatro alvos moleculares distintos,
0s receptores metabotropicos acoplados a proteina G (do inglés
GPCRs) denominados de receptor prostandide EP1, EP2, EP3 e
EP4 (RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011). Esses receptores sdo
expressos em varios tecidos e células, incluindo neur6nios
sensoriais primarios (KASSUYA et al., 2007; NARUMIYA,
2009). Os receptores EP2 e EP4 sdo acoplados a uma proteina G
estimulatdria (Gs) que ativa adenilil ciclases (ACs) e promove
aumento intracelular da concentracdo de monofosfato ciclico de
adenosina (AMPc) (Figura 3). Ja a ativacdo do receptores EP1
induz o aumento da concentracdo intracelular de ions calcio via
proteina Gq e ativagdo da fosfolipase C (PLC), enquanto o
receptor EP3 esta ligado a uma proteina G inibitdria (Gi), que
reduz a concentracdo de AMPc por inibir a ACs (NARUMIYA,
2009). Diversos estudos claramente mostram o envolvimento dos
receptores EP e suas vias de sinalizacdo na dor e hiperalgesia
induzida por PGE, (MORIYAMA et al., 2005; SACHS et al,
2009; SAMAD; SAPIRSTEIN; WOOLF, 2002). Ainda, Kassuya
e colaboradores (2007) observaram que a nocicepgao espontanea
e a ativacdo da proteina cinase A (PKA) e C (PKC) induzida pela
PGE,, foi significativamente reduzida por antagonistas dos
receptores EP3 e EP4 (L-826266 e L-161982, respectivamente).

Classicamente, no local da lesdo a sintese de PGE, e
outros mediadores que estimulam a proteina Gs ativam ACs
(PIERRE et al.,, 2009), as quais catalisam a conversdo de
trifosfato de adenosina (ATP) no segundo mensageiro AMPc. Em
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mamiferos ja foram identificadas nove isoformas de ACs ligadas
a membrana e uma isoforma soluvel. Ademais, as ACs séo
amplamente expressa em todos os tecidos, incluindo SN
(SEIFERT et al., 2012; PIERRE et al., 2009).

Figura 3 - Via de sinalizacdo da PGE, em neurdnios sensoriais.

Célula (ex. macréfago,
micrdglia, neuron)

o [AmES] —— cox ——_
= Acido
araquiddnico

%2 2

PGE2

AC Receptor PGE2 (EP2, EP4)

Canal i6nico (ex. Na, 1.8,
ATP

TRPV1, NR1, GLR3)

0
Regulatdria
o— 00
AMPc Catalitica S

Legenda: A estimulagdo de receptores EP2 e EP4 por PGE, em
neurdnios sensoriais centrais que estdo acoplados a proteina Gs pode
ativar adenilil ciclases (ACs) que catalisam a conversdo de ATP em
AMPc. O AMPc formado liga-se a subunidade reguladora da
subunidade catalitica da PKA e aumenta excitabilidade neuronal durante
a dor aguda e cronica, através da fosforilagdo dependente de PKA de
canais ibnicos (como Navl1.8, TRPV1 e NMDA, entre outros) em
neurdnios sensoriais periféricos e centrais. Também induz fosforilacéo
da proteina de resposta a0 AMPc (CREB), que medeia a expressao
génica em neurdnios sensoriais centrais. Uma das classes mais
importantes de analgésicos, os AINEs, atuam indiretamente pela
inibicdo da sintese de AMPc através da inibicdo de ciclooxigenases
(COX), que normalmente conduzem a sintese de PGs.

Fonte: Adaptado de Pierre et al., 2009.
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De fato, agentes inibidores de ACs, que portanto,
promovem a inibicdo da formacdo de AMPc, apresentam
importante efeito analgésico em varios modelos de dor aguda e
cronica em roedores (PIERRE et al., 2009). Salienta-se também
gue a resposta nociceptiva foi reduzida em camundongos
knockout para a AC, confirmando o envolvimento de ACs no
desenvolvimento de dor aguda e cronica (PIERRE et al., 2009).
Ademais, foi demonstrado que a ativacdo de todas as etapas da
cascata do segundo mensageiro AMPc sd0 necessarias para a
inducdo e manutencdo da hiperalgesia em roedores (ALEY;
LEVINE, 1999). Neste contexto, o aumento de AMPc em
neurbnios nociceptivos primarios estd associado com a ativacao
da proteina cinase A (PKA) in vivo e in vitro (SACHS et al.,
2009) e também com a hiperalgesia inflamatoria induzida por
PGE, (SACHS et al., 2009; MALMBERG et al.,1997; ALEY;
LEVINE, 1999; CUNHA et al., 1999; KASSUYA et al., 2007).

Assim como a PKA, a PKC tem papel crucial no
desenvolvimento  de  hiperalgesia e inflamagdo  por
prostaglandinas (ALEY; LEVINE, 1999). Alguns estudos tém
demonstrado que quando ativadas indiretamente por receptores
de PGE, (via receptores EP/AC/AMPc), a PKA e a PKC
promovem a fosforilagdo de receptores purinérgicos (P.X3) e
receptores de potencial transitério (TRP), como TRPV1
(vanildide 1) alterando o limiar de ativacdo desses receptores.
Desta forma, a estimulacdo persistente de receptores e canais e
consequentemente das vias de sinalizagdo presentes em
nociceptores, em especial da PKA e PKC, contribuem para o
processo de sensibilizacdo periférica e consequentemente o
surgimento de hiperalgesia (MEVES, 2006).

1.2.1 Receptores de Potencial Transitério (TRPs)

Os receptores de potencial transitorio (Transient
Receptor Potential, TRPs) pertencem a uma superfamilia de 28
canais catiénicos com diferentes fungdes, partcipando de varias
sensacdes sensoriais como a visdo, olfato, audicdo e em algumas
percepgBes somaticas como a de estimulos mecénicos, de
temperatura e da dor (CORTRIGHT; KRAUSE; BROOM,
2007). Neste sentido, os canais TRP parecem estar envolvidos em
diversos eventos além da ativacao de neurénios, como a liberagéo
de neurotransmissores, acdes ao nivel espinal e liberagdo de
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mediadores inflamatérios (CORTRIGHT; KRAUSE; BROOM,
2007).

Os TRPs séo agrupados, de acordo com a homologia na
sequéncia de proteinas, em seis familias principais: canal TRP
canbnico (TRPC), canal TRP vanil6ide (TRPV), canal TPR da
subfamilia melastatina (TRPM), canal TRP da subfamilia A
(ankyrin; TRPA), TRP da subfamilia policistina (TRPP) e canal
TRP da subfamilia mucolipina (TRPML) (MORAN et al., 2011).
Notavelmente, apesar de a maioria dos integrantes da
superfamilia de TRPs compartilhar um baixo grau de similaridade
estrutural (MORAN et al., 2011), varios membros de todas as
subfamilias sdo ativados por produtos naturais (BANDELL et al.,
2004; MCKEMY; NEUHAUSSER;JULIUS, 2002). Um
exemplo cléssico é o0 TRPV1, o primeiro canal TRP identificado
(década de 90), ativado por capsaicina e resiniferatoxina (RTX)
(STUCKY et al., 2009; CATERINA et al., 1997). Além de
receptores para produtos naturais, os TRPs sdo importantes
transdutores sensoriais, relacionados especialmente com a
deteccdo da temperatura e da dor (Figura 4). De fato, os canais da
familia TRPV estdo associados a percepcdo do calor, sendo
TRPV1 e TRPV2 ativados por calor nocivo (na faixa de 43°C e
52°C, respectivamente), enquanto TRPV3 e TRPV4 sdo ativados
por calor ndo nocivo (de 34 a 38°C e de 27°C a 34°C,
respectivamente). Ja os canais TRPA1 e TRPMB8 estdo associados
a percepgdo do frio, sendo TRPAL1 ativado por frio nocivo
(abaixo de 17°C) enquanto TRPM8 estd associado com a
sensagdo “refrescante” ocasionada por temperaturas ao redor de
23 a 26°C (CALIXTO et al, 2005; MONTELL, 2005;
CORTRIGHT; KRAUSE; BROOM, 2007).

Os canais da subfamilia TRP representam a maior parte
dos transdutores/sensores moleculares que detectam estimulos
nocivos, participando ativamente da nocicepcdo e percepcdo da
dor (MICKLE; SHEPHERD; MOHAPATRA, 2015).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925443907000786
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925443907000786
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925443907000786
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Neuhausser%20WM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11882888
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925443907000786
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925443907000786
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925443907000786

43

Figura 4 — Possivel relacdo entre ativacdo de canais TRPs,
temperatura e as sensagdes percebidas.
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Legenda: Quadro superior: Representacdo esquematica do perfil de
ativacdo termal de varios canais TRPs (quando expressos em um sistema
recombinante) expressos em neurdnios sensoriais e/ou células da pele.
Quadro intermediério: Representagdo esquematica de impulsos nervosos
em Varios receptores sensoriais cutaneos durante a estimulagdo dos seus
campos receptivos, indicados na escala termal. Quadro inferior:
Qualidades das sensacfes evocadas em humanos por aplicacdo de
diferentes temperaturas na pele.

Fonte: Adaptado de Belmonte e Viana, 2008.

Neste sentido, os canais TRPV1 e TRPA1l tém sido
descritos como moduladores importantes na transducdo de
estimulos quimicos, mecanicos e térmicos (MONTELL, 2005;
STUCKY et al., 2009; MORAN et al., 2011) e na sensibilizagao
de aferentes primarios. Além disto, eles estdo diretamente
relacionados com os estados de hipersensibilidade mecénica e
térmica  presente  nos  processos  dolorosos  crénicos
(CORTRIGHT; KRAUSE; BROOM, 2007; BASBAUM et al.,
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2009; STUCKY et al., 2009). Corroborando com essa
informacdo, estudos com roedores demonstraram que a ativacéo
de canais TRPV1 é fundamental para a hiperalgesia térmica em
condi¢des inflamatérias (CATERINA et al., 1997; DAVIS et al.,
2000). Além disso, um estudo com camundongos geneticamente
modificados (knockout) para o0 TRPV1 mostrou que 0s animais
gue ndo expressavam canais TRPV1 foram significativamente
menos sensiveis a estimulacdo aguda por calor nocivo
(CHRISTOPH et al., 2008). Os canais TRPV1 sdo expressos nos
terminais centrais e periféricos de neurbnios sensoriais de
pequeno didmetro, principalmente fibras C. S&o considerados
canais ibnicos ndo seletivos a céations, embora tenham alta
permeabilidade ao Ca*" (CATERINA et al., 1997; TOMINAGA
etal., 1998; PREMKUMAR; ABOOQOJ, 2013).

Os canais TRPV1 sdo ativados por calor acima de 42°C,
por protons, por metabolitos do acido araquidbnico e capsaicina,
entre outros. O ATP, a bradicinina, o glutamato, a histamina, a
serotonina e os fatores neurotroficos como o fator de crescimento
do nervo (NGF) e o fator neurotrofico derivado da glia (GDNF)
induzem sensibilizacdo, reduzindo seu limiar de ativacdo
(PREMKUMAR; ABOOJ, 2013).

Em estados inflamatérios ocorre a ativacdo direta desses
canais e mediadores como bradicinina e PGE, aumentam a
atividade da PLC e de proteina cinase, como PKA e a PKC. Essas
cinases, por sua vez, levam & sensibilizacdo de canais TRPV1 e
ativacdo de canais TRPAL (CORTRIGHT; KRAUSE; BROOM,
2007; AKOPIAN, 2011; PREMKUMAR; ABOQJ, 2013). Assim
os canais TRPV1, os canais da subfamilia TRPA1 sdo expressos
em neurdnios do GRD, génglio GT e ganglios nodosos, em uma
subpopulagdo especifica principalmente de fibras C e Ad que co-
expressam 0 TRPV1(DIOGENES; AKOPIAN; HARGREAVES,
2007; STORY et al., 2003). Uma grande variedade de substancias
irritantes estimulam canais TRPA1, como isotiocianato de alila
(proveniente do 6leo de mostarda), alicina (proveniente do alho),
cinamaldeido (proveniente da canela), tetrahidrocanabinol,
bradicinina (via receptor B;), produtos do estresse oxidativo
como perdxido de hidrogénio e 4-hidroxinonenal, e ainda por
prostaglandinas do tipo ciclopentenona, como a 15-deoxi-
prostaglandina J, (15d-PGJ,) (STORY et al., 2003; BANDELL et
al., 2004; BAUTISTA et al.,, 2005, MORAN et al., 2011,
PREMKUMAR; ABOOJ, 2013).
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Atualmente os canais TRPAL séo considerados sensores
que detectam frio nocivo, mas também sdo sensiveis a pressao
mecéanica intensa (CORTRIGHT; KRAUSE; BROOM, 2007).
Eles sdo considerados transdutores polimodais ndo seletivos a
cations e altamente permedaveis ao Ca* (LAING; DHAKA,
2015). Embora controverso em relacdo a sensibilidade normal ao
frio, tem-se demonstrado o envolvimento dos canais TRPAL na
hipersensibilidade mecénica e térmica ao frio em diversos
modelos comportamentais de dor (OBATA et al., 2005;
CORTRIGHT; KRAUSE; BROOM, 2007). Ainda, a expressao
de canais TRPAL ¢ induzida ap6s lesdo nervosa ou inflamatoria,
e 0 bloqueio desses canais resulta na diminui¢do da hiperalgesia
ao frio (OBATA et al., 2005).

Ainda em relagdo & deteccdo do frio nocivo, estudos
indicam que canais da subfamilia TRPM8 desempenham um
papel central e essencial na transducdo e percepgdo de
temperaturas frias (Figura 4). E também, a sensibilidade ao frio é
intensificada em determinada condicOes inflamatorias e de dor
neuropéatica, resultando no desenvolvimento de alodinia
(COLBURN et al., 2007; DHAKA et al., 2007). Entretanto, o
papel fisiopatoldgico na hiperalgesia térmica ao frio e mecanica
permanece indefinido (CORTRIGHT; KRAUSE; BROOM,
2007).

Uma vez que o processamento nociceptivo é complexo e
envolve diversas vias, mediadas por diferentes substancias,
mensageiros, receptores e canais ibnicos, potenciais alvos para
intervencao terapéutica podem ocorrer em qualquer lugar em todo
o sistema/via da dor (LAING; DHAKA, 2015). Os analgésicos
sdo farmacos usados para tratar e prevenir a dor em diversas
situacBes, como no pré e pos-operatorio, em afecces dolorosas
comuns (p. ex., cefaleia, trauma e queimaduras), em muitas
emergéncias clinicas e cirdrgicas e em doencas terminais. A
escolha e a via de administracdo dos analgésicos dependem da
natureza e da duragdo da dor e costumam ser usados de maneira
progressiva, iniciando com anti-inflamat6rios ndo esteroidais
(AINEs) suplematados inicialmente por analgésicos opioides
fracos (p. ex., codeina, dextropropoxifeno, tramadol) e depois por
opiodes fortes (p. ex., morfina, fentanila). A dor neuropética
cronica costuma ser ndo responsiva aos opioides e é tratada com
antidepressivos  triciclicos  (p. ex., amitriptilina) ou
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anticonvulsivantes (p. ex., carbamazepina, gabapentina) (RANG
etal., 2011).

Contudo a administracdo de analgésicos frequentemente
causa efeitos secundarios deletérios. Um exemplo cléssico séo os
analgésicos que atuam em receptores opioides, 0s quais
suprimem a atividade de neurbnios responsaveis por propagar a
informacdo nociceptiva, mas também podem induzir euforia,
dependéncia, sedacdo, constipacdo e depressdo respiratoria
(LAING; DHAKA, 2015). Ainda se faz necesséria a busca pela
compreensdo dos mecanismos celulares e moleculares envolvidos
na origem da dor crbnica, com o objetivo de encontrar
tratamentos mais eficazes e com baixos efeitos colaterais. De
fato, atualmente ndo existe tratamento satisfatério e nem medidas
adequadas e especificas para o controle de muitos estados de dor
cronica (WOOLF; MANNION; 1999; MENDELL; SAHENK,
2003).

1.3 PRODUTOS DE ORIGEM NATURAL E A BUSCA POR
MOLECULAS BIOATIVAS

Os primeiros registros de produtos naturais utilizados
para fins medicinais foram descritos na Mesopotamia (2600 aC),
e documentavam o uso de Oleos de Cupressus sempervirens
(Cipestre) e de espécies do género Commiphora (Mirra), que
ainda sdo usadas atualmente para tratar a tosse, resfriados e
inflamacbes. Os egipcios documentaram seus conhecimentos
farmacéuticos no Papiro de Ebers (2900 aC), onde se encontra o
registro de mais de 700 medicamentos a base de plantas que
variam entre pilulas, infusdes e pomadas (DIAS;
URBAN; ROESSNER, 2012).  Existem muitos exemplos
histéricos de como os produtos naturais foram (teis ndo somente
como produtos medicinais, mas também possibilitaram a
descoberta de novos aspectos da fisiologia. Por exemplo, um
digitalico obtido da planta popularmente conhecida como
dedaleira (Digitalis purpurea) mostrou o papel da bomba de
sodio-potassio-ATPase, enquanto a morfina extraida da papoula
(Papaver somniferrum) apontou o caminho pelo qual receptores
sdo afetados por opioides enddgenos. Substancias como a
muscarina, nicotina e tubocurarina também foram Uteis por
ajudarem a explorar os diferentes tipos de receptores para
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acetilcolina (HARVEY, 2008; DIAS; URBAN; ROESSNER,
2012).

Além da utilizacdo empirica e relevancia para o
entendimento de aspectos fisiologicos, historicamente, moléculas
encontradas em produtos naturais (plantas, microorganismos,
fungos, animais) foram a principal fonte de preparacGes
medicinais. Estima-se que até o desenvolvimento de técnicas
mais refinadas para triagem/rastreio (screening) e a era pos
gendmica, cerca de 80% dos medicamentos continham produtos
naturais ou foram inspirados em um composto ou molécula
natural (DIAS; URBAN; ROESSNER, 2012). Informacdes sobre
novos medicamentos levantadas entre o periodo de 1981 a 2007
indicaram que quase metade das drogas aprovadas antes de 1994
foram baseadas em produtos naturais (HARVEY, 2008; DIAS;
URBAN; ROESSNER, 2012), de 2005 a 2007 foram aprovadas
13 drogas baseadas em produtos naturais, que incluem compostos
de plantas (galantamina, huperzina),  microorganismos
(daptomicina) e animais (exenatida e ziconotida), e ainda,
compostos  sintéticos e semi-sintéticos (ex.: tigeciclina,
caspofugina). Além disso, uma andlise detalhada dos novos
medicamentos aprovados pela “Food and Drug Administration”
(FDA) entre 1981 e 2010 revelou que 34% dos medicamentos
foram baseados em pequenas moléculas de produtos naturais ou
de derivados diretos de produtos naturais — incluindo as estatinas,
drogas anticancer de ligacdo a tubulina e imunossupressores
(DIAS; URBAN; ROESSNER, 2012).

No entanto, 0 uso de produtos naturais diminuiu nas
Gltimas duas décadas, em parte devido a preocupagdes com a
diversidade bioldgica, tema discutido na Convencéo das Nacdes
Unidas, que visa regulamentar o acesso internacional para
produtos naturais. Isso também se deve a informacédo
contraditéria de que a busca por novos medicamentos utilizando a
abordagem de rastreio de alto rendimento (high-throughput
screenin, HTS) ndo seria possivel com produtos naturais. Aliado a
esses fatores estdo dificuldades associadas ao isolamento e sintese
de compostos de origem natural (HARVEY; EDRADA-EBEL,
QUI, 2015). Contudo, mesmo com a reducdo na utilizacdo de
produtos naturais pelas grandes empresas farmacéuticas, a busca
por moléculas com atividade bioldgica ainda se faz necessaria e
existem muitas substancias de origem natural sendo estudadas e
mostrando perfil promissor para o desenvolvimento de novas
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drogas. Como descrito por Harvey, mais de 100 novos produtos
até 2008 estiveram em desenvolvimento clinico, especialmente
agentes anti-cancer e antimicrobianos, entre outros (HARVEY,
2008).

No Brasil, o registro de novos medicamentos bioldgicos
e fitoterapicos segue critérios analogos aos adotados para 0s
medicamentos novos sintéticos e semi-sintéticos preconizados
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), que
inclui: analise farmacotécnica, analise de eficacia e analise de
seguranca. A analise farmacotécnica inclui a verificacdo de todas
as etapas da fabricacdo do medicamento desde aquisicdo dos
materiais, producdo, controle de qualidade, liberagdo, estocagem,
expedicdo de produtos terminados e os controles relacionados. As
avaliacBes de eficacia e seguranga sdo feitas por meio da analise
de estudos pré-clinicos (ou nao-clinicos) e clinicos. Na fase pré-
clinica devem ser realizados ensaios para se conhecer 0
mecanismo de acdo de uma nova molécula, determinar sua
seguranca e as doses seguras para o inicio dos testes em seres
humanos. Os dados de seguranca pré-clinicos podem ser obtidos
a partir de modelos In-silico (simulagdo computacional), sistemas
In-vitro (cultura de células), ensaios Ex-vivo (e.g. isolamento de
um 6rgdo) e modelos animais apropriados. Para a condugdo das
pesquisas clinicas — ou ensaios clinicos - primeiramente sdo
necessérias aprovacgdes regulatorias, tanto éticas como sanitérias.
Os ensaios clinicos sdo os estudos do novo medicamento
realizados em seres humanos e basicamente sdo subdivididos em
fases I, 11, 1l e, eventualmente, IV, nos casos de medicamentos ja
registrados em outros paises para 0s quais dados de
farmacovigilancia pos-mercado ja sdo disponiveis (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2016).

Uma parte consideravel de produtos naturais exibe uma
grande variedade de farmacdforos (moléculas com atomos ou
grupos quimicos num arranjo espacial conhecido ou previsto,
responsavel pela atividade biolégica especifica) e apresentam um
elevado grau de estereoquimica (organizacao espacial dos atomos
nas moléculas). Estas propriedades contribuem para as atividades
bioldgicas relacionadas a produtos naturais, como a interagdo de
proteina-proteina (HARVEY; EDARAD-EBEL; QUINN, 2015).
Quando comparados a compostos sintéticos, os produtos naturais
exibem vantagem por serem metabdlitos naturais. Assim, além de
ativos biologicamente, provavelmente também sdo substratos
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para sistemas de transportadores que permitem sua acdo
intracelular (HARVEY; EDARAD-EBEL; QUINN, 2015).

Muitos recursos relacionados a produtos de origem
natural ainda podem ser explorados considerando que existem
cerca de 200 mil metabdlitos secundéarios de plantas registrados
no Dicionéario de Produtos Naturais, incluindo 170.000 estruturas
Unicas. Ainda assim, é provavel que a grande maioria das
espécies de plantas, assim como outros produtos naturais, ndo
tenham sido sistematicamente investigados. Neste sentido, 0s
microrganismos demonstraram uma magnitude de biodiversidade
gue supera 0s eucariotos e somente menos de 1% da comunidade
microbidtica estd sendo estudada.

Ademais, 0s medicamentos tradicionais, a base de
plantas e produtos de origem natural, que estdo em uso por
diferentes culturas ainda precisam ser mais bem estudados e
explorados (HARVEY; EDARAD-EBEL; QUINN, 2015;
HARVEY, 2008).

1.3.1 Metabdlitos primarios e secundarios de produtos
naturais

A Dbiossintese e degradacdo de proteinas, lipideos,
carboidratos e 4cidos nucleicos, essenciais para todos o0s
organismos vivos, é conhecido como o metabolismo primario e
cada um dos intermediaries destas vias metabdlicas sdo chamados
de "metabolitos primarios" (DIAS; URBAN; ROESSNER, 2012).
Ja as caracteristicas de individualidade de uma espécie estio
associadas a biossintese de metabdlitos secundarios, compostos
frequentemente encontrados exclusivamente em um organismo,
oriundos do metabolismo secundario (DIAS; URBAN;
ROESSNER, 2012).

Os metabolitos secundarios geralmente ndo sao
essenciais para o crescimento, desenvolvimento ou reproducéo de
um organismo e sdo produzidos, como resultado da adaptacdo ao
ambiente ou para agir como um possivel mecanismo de defesa
contra predadores, ajudando na sobrevivéncia do organismo
(DEWICK, 2002; COLEGATE; MOLYNEUX, 2008). A
biossintese de metabolitos secundarios deriva dos processos
fundamentais da fotossintese, glicélise e o ciclo de Krebs, para se
obter intermediarios biossintéticos que, em Ultima instancia,
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resultam na formacdo de metabolitos secundarios (DEWICK,
2002; DIAS; URBAN; ROESSNER, 2012).

1.4 FUNGOS LIQUENIZADOS

A utilizacdo de fungos liquenizados (liquens) data das
primeiras civilizacbes Chinesas e Egipcias, onde servia como
matéria prima para perfumes, cosméticos e para a medicina
(PURVIS, 2000; DIAS; URBAN; ROESSNER, 2012). Ao longo
dos anos, 0 uso medicinal de formulacBes contendo liquens vem
sendo descrito, como por exemplo, o liquen Usnea dillenius ex
Adanson. Tradicionalmente foi usado para curar doencas do
couro cabeludo e ainda é vendido em farméacias como ingrediente
de Xxampus anti-caspa (PURVIS, 2000;
DIAS; URBAN; ROESSNER, 2012). O liquen Parmelia
omphalodes (Linnaeus) Acharius, abundante nas llhas Britanicas,
além de ser usado como corante era tradicionalmente borrifado
sobre as meias no come¢o de uma viagem para prevenir a
inflamac&o nos pés (CAMERON, 1990) e na Irlanda foi utilizada
na cura de feridas, queimaduras e cortes (ALLEN; HATFIELD,
2004; DIAS; URBAN; ROESSNER, 2012). Outro exemplo sdo
as espécies Lethariella cashmerianae e L. sernanderi, utilizadas
na medicina tradicional tibetana e chinesa no preparo de chas
medicinais, possuindo a propriedade de reduzir a pressao arterial
e a inflamacdo (GORIN et al., 1993). Na medicina popular, a
espécie Cetraria islandica é descrita como medicamento para a
tuberculose pulmonar e irritagdo na garganta, Usnea barbata no
tratamento de doencas da pele e U. longissima como expectorante
(GORIN et al., 1993).

Liquens sdo organismos simbidticos de crescimento
lento, compostos por um fungo e um ou mais parceiros
fotossintéticos, que pode ser uma alga verde ou uma
cianobactéria (OLAFSDOTTIR; INGOLFSDOTTIR, 2001;
NASH 111, 1996). Segundo Honenegger (1996), como organismos
heter6trofos, os liquens desenvolveram vérias estratégias
nutricionais para adquirir carbono fixado, sendo uma delas a
liquenizacdo, que consiste da aquisicdo do carbono fixado de uma
populacdo de algas verdes e/ou cianobactérias (HONEGGER,
1996). A simbiose é benéfica para ambos os organismos e
contribui para a sobrevivéncia em ambientes com condigdes
variadas e adversas. Com essas carateristicas, os liquens possuem
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distribuicdo cosmopolita, sendo encontrados desde os trépicos até
as regides polares, onde frequentemente é a vegetacdo
predominante. Eles s&o observados em todos os tipos de
substratos, climas, altitudes e latitudes (GORIN et al., 1993;
OLAFSDOTTIR; INGOLFSDOTTIR, 2001). Somente um terco
das 13.500 espécies de liquens descritas até o ano de 2000 foram
investigadas quanto ao conteldo de compostos de baixo peso
molecular. Entretanto, obteve-se 200 produtos diferentes de
metabolitos secundarios, muitos destes apresentando atividade
bioldgica (OLAFSDOTTIR; INGOLFSDOTTIR, 2001).

Os liquens sdo constituidos por produtos do metabolismo
do fungo (metabdlitos secundarios), como acidos alifaticos, meta-
e para-depsideos, depsidonas, ésteres benzilicos, dibenzofuranos,
xantonas, antraquinonas, acido Usnico, terpenos e derivados do
acido pulvinico (correspondendo de 0,1-10% em relagdo ao peso
seco do talo) (GORIN et al., 1993). A parede celular de fungos é
composta por carboidratos que podem ser divididos em
carboidratos de baixa (monossacarideos, poliois e
oligassocarideos) ou alta massa molecular (polissacarideos)
(GORIN et al., 1993). Em torno de 75% dos carboidratos
encontrados em liquens sdo polissacarideos, principalmente
glucanas, galactomananas e galactoglucomananas. Contudo, a
composicdo da parede pode variar marcadamente entre as
espécies de fungos (CARBONERO, 2005; KARUNARATNE;
JAYALAL; KARUNARATNE, 2012). Além disso, nas ultimas
décadas vem se descobrindo alguns heteropolissacarideos
complexos adicionais encontrados em liquens, como
ramnogalactofuranana (OLAFSDOTTIR, 1999),
galactomanoglucana (CARBONERO et al., 2002b), glucomanana
(PEREIRA, 2010) e tamnolana (CARBONERO et al., 2005).
Ainda, estudos realizados por Cordeiro e colaboradores (2005),
revelaram que a alga Trebouxia sp, como parceiro simbidtico,
também contém alguns carboidratos como o heteropolissacarideo
B-galactofuranana (CORDEIRO et al., 2005).

Os polissacarideos de liquens também podem ser usados
como uma ferramenta taxondmica adicional a classificacdo
geralmente baseada na morfologia do organismo. Os
heteropolissacarideos e suas estruturas quimicas sdo Unicos em
determinados grupos de liquens, permitindo diferenciar as
espécies (KARUNARATNE; JAYALAL; KARUNARATNE,
2012). Muitos liquens sdo conhecidos por exibir propriedades
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imunomoduladoras, potentes efeitos antibi6ticos, antitumorais e
antiviral, bem como propriedades antioxidantes. Salienta-se que
muitos destes efeitos sdo atribuidos a presenca de produtos
naturais, como metabélitos secundarios (MALHOTRA et al.,
2008; BEHERA et al., 2007). Por outro lado, apesar do vasto uso
do liquens na medicina popular, ainda hoje, ndo existe nenhum
medicamento oficial aprovado no mercado (MULLER, 2000;
DIAS; URBAN; ROESSNER, 2012).

Apesar de ser utilizados para fins ecoldgicos, medicinais
e outros fins econdémicos ha mais de 100 anos, os liquens
possuem efeitos benéficos que tém sido correlacionados com
metabolitos secundarios e, até certo ponto, com o conteldo de
polissacarideo. Entre os liquens identificados at¢ o momento,
somente em 100 espécies ja foi estudado a composicdo e 0s
polissacarideos (KARUNARATNE; JAYALAL;
KARUNARATNE, 2012; CORDEIRO et al., 2005). Todos 0s
liguens investigados produzem consideravel quantidade de
polissacarideos, podendo chegar em até 57% da biomassa do talo
liquénico (OLAFSDOTTIR; INGOLFSDOTTIR, 2001).

1.5 POLISSACARIDEOS DE ORIGEM NATURAL

A primeira fracdo com um polissacarideo isolado de um
liquen foi uma mistura de liquenana e isoliquenana isoladas por
Berzelius em 1983, a partir do Cetraria islandica. Tal espécie
que inclusive foi usada na medicina tradicional desde tempos
antigos para o tratamento de varias doencas (OLAFSDOTTIR;
INGOLFSDOTTIR, 2001). Nas dltimas décadas, o0s
polissacarideos isolados a partir de fontes naturais (cogumelos,
algas, liquens e plantas superiores) tem atraido atencdo da area
biomédica pelo seu amplo espectro de propriedades terapéuticas e
toxicidade relativamente baixa (SCHEPETKIN; QUINN, 2006).
Ademais, muitos polissacarideos derivados de plantas superiores
exibem baixa toxicidade e boa seguranga, apresentando vantagens
sobre compostos sintéticos e polissacarideos imunomoduladores
obtidos de bactérias (SCHEPETKIN; QUINN, 2006).

Vérios estudos demonstraram que 0s polissacarideos
derivados de plantas e cogumelos exibem propriedades
terapéuticas, incluindo imunoestimulante, anti-tumoral, de
cicatrizacdo de feridas, hematopoiético, radioprotetora,
gastroprotetora anti-ulcera, anti-inflamatéria, antinociceptiva,
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hipoglicémica e antiviral, entre outras (OLAFSDOTTIR;
INGOLFSDOTTIR, 2001; SCHEPETKIN; QUINN, 2006;
BAGGIO et al., 2010). O mecanismo béasico proposto para 0s
principais efeitos terapéuticos creditados aos polissacarideos de
origem natural parece estar associado, principalmente, a
estimulacdo de macrofagos e também a modulacdo do sistema de
complemento (SCHEPETKIN; QUINN, 2006). Estes compostos
tém a capacidade de estimular a funcdo de macréfagos e sua
atividade citotdxica contra células tumorais e microrganismos,
aumentando a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
oxido nitrico (NO) e a secrecdo citocinas e quimiocinas como
TNF-a e vérias interleucinas (IL-1pB, IL-6, IL-8) (SCHEPETKIN;
QUINN, 2006). A bioatividade de polissacarideos de plantas
parece envolver a participagdo de receptores do tipo CD4, de alta
afinidade para lipopolissacarideos de microorganismos (sigla do
inglés LPS) e o receptor para complemento (CR3b), o qual
reconhece particulas opsonizadas e B-glucanas, entre outros. Os
receptores CR3 possuem especificidade para polissacarideos
contendo manose ou N-acetil-D-glucosamina mais glucose
(SCHEPETKIN; QUINN, 2006).

Assim como os polissacarideos derivados de plantas, os
obtidos de cogumelos e de liquens tem a¢do imunomoduladora,
levando ao aumento ou ativacdo da resposta de defesa do
organismo. Como exemplo, as B-glucanas estimulam uma vasta
gama de respostas imunitarias, tais como a secrecao de citocinas,
geracdo de ROS, geracdo de NO e liberacdo de metabolitos do
acido  araquidénico  (SCHEPETKIN; QUINN, 2006).
Aparentemente, polissacarideos de fontes naturais se ligam em
receptores de superficie comuns e por isso induzem respostas
semelhantes em macréfagos. Desta maneira, pode-se pensar que
uma estrutura principal (primordial), evolutivamente conservada
nos polissacarideos pode ser compartilhada entre diversos grupos
destes organismos (SCHEPETKIN; QUINN, 2006). A atividade
funcional dos polissacarideos depende do peso molecular, grau de
ramificacdes, solubilidade na &gua, estrutura e configuracao
(BOHN; BEMILLER, 1995; KARUNARATNE; JAYALAL;
KARUNARATNE, 2012).
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1.5.1 Bioatividade de glucomananas de origem natural

As glucomananas extraidas de produtos naturais possuem
caracteristicas funcionais, nutricionais e fisioldgicas bastante
interessantes e promissoras. Entre os papéis nutricionais podem
ser destacados: fonte de fibra dietética; aplicacGes para a perda de
peso/saciedade; agdo pré-bidtica, restringindo o crescimento de
patégenos no intestino; controle do colesterol e da absorcdo de
glucose (TESTER; AL-GHAZZEWI, 2015). Também possuem
um papel relevante na medicina tradicional oriental (CHUA et
al., 2010; AKESOWAN, 2002). Um exemplo bem relatado na
literatura ¢ a utilizagdo da glucomanana “konjac”, extraida do
Amorphophallus konjac que tem como caracteristicas principais
uma alta viscosidade e gelatinizagdo, que contribui para seu uso
pela industria de alimentos. E fonte para espessante de xarope,
geléia, pelicula comestivel (edible film) e macarrdo (VAZQUEZ-
VELASCO et al., 2015; CHUA et al., 2010). Na medicina
tradicional chinesa (MTC), um gel preparado a partir da farinha
de A. konjac foi usado para a desintoxicacdo e supressdo de
tumores. E por mais de 2000 anos tem sido consumida pelos
povos indigenas da China para o tratamento de asma, tosse,
hérnia, dor no peito, queimaduras, bem como alteracdes
hematoldgicas e de pele. Ainda, estudos clinicos demonstraram
gue a suplementacdo da dieta com uma farinha de glucomanana
“konjac” reduziu significativamente o colesterol plasmatico,
induziu melhora do metabolismo de carboidratos, da
movimentacao intestinal e da microbiota do colon (CHUA et al.,
2010).

Embora a fontes de polissacarideos variem bastante,
apenas a glucomanana (konjac) extraida de Amorphophallus
konjac ja foi estudada largamente e seu consumo aprovado. Foi
considerado como um aditivo alimentar geralmente seguro (do
inglés GRAS) pela “FDA” nos EUA, pela Health Canada, no
Canadd e também na Unido Europeia (TESTER; AL-
GHAZZEWI, 2015). Na Indonésia, tubérculos da planta
conhecida localmente como “porang” (Amorphophallus
oncophyllus) exibem uma grande quantidade de glucomanana. A
planta participa da economia local, apesar do baixo valor, sendo
exportada para a China e Japdo. Adicionada como suplemento na
dieta de ratos, a glucomanana “porang” mostrou agdo
antioxidante e inibiu o crescimento de Escherichia coli
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(VAZQUEZ-VELASCO et al., 2015). Quando comparada a
glucomanana “konjac”, mostrou ser relativamente mais solivel e
apresentou maior grau de acetilacdo, ja a viscosidade foi menor
(HARMAYANI; APRILIA; MARSOONO, 2014). Por outro
lado, é importante salientar que os efeitos bioldgicos dependem
das caracteristicas e diferencas dos polissacarideos.

Os polissacarideos glucomananas, possuem um peso
molecular que varia naturalmente de 200.000 para 2.000.000
Daltons e podem ser hidrolisados em moléculas de baixo peso
molecular por acidos ou enzimas, como celulases ou mananases.
A hidrolise &cida tende a ser aleatdria, enquanto as enzimas sao
focadas em monossacarideos especificos (TESTER; AL-
GHAZZEWI, 2015). As mananases (-mananases) hidrolisam
qualquer residuo de manose com ligagdo B-(1-4), enquanto
celulases (B-glucanases) hidrolisam residuos de glucose com
ligagdo B-(1-4). Assim, os hidrolisados formados a partir da acéo
destas enzimas possuem a capacidade de funcionar como fonte
prebiotica (carbono) para as bactérias probidticas, contribuindo
para alguns dos seus efeitos benéficos (TESTER; AL-
GHAZZEWI, 2015). Atualmente ja se tem conhecimento que as
glucomananas sdo formadas por unidades de manose e glucose
gue podem ser reconhecidas por receptores de diferentes células.
Por exemplo, a interacdo com o receptor de manose de
macréfagos (MMR ou CD206) (MATTHIJSEN et al., 2009;
TAYLOR; DRICKAMER, 1993), ou entre B-glucanas e o
receptor dectina-1 (GOODRIDGE et al., 2011).

De maneira interessante, os polissacarideos sdo faceis de
conjugar com outras moléculas, fornecendo muitas possibilidades
para modificacdo. Atualmente, tecnologias para definir as
propriedades quimicas por modificacdo, bem como para controlar
com precisdo o tamanho das moléculas estdo em alta (WANG et
al., 2015b).

15.1.1 Glucomanana (GM) obtida do liquen Heterodermia
obscurata

Entre os estudos de polissacarideos obtidos a partir de
liguens é importante ressaltar os resultados obtidos no trabalho
publicado pelo grupo do Prof. Marcello lacomini (PEREIRA et
al., 2010). Através de sucessivas extragdes alcalinas do liquen
Heterodermia obscurata obteve-se uma fracdo altamente



56

ramificada de uma glucomanana ndo usual (GM). Além disso, o
polissacarideo  GM  administrado  sistemicamente  (via
intraperitoneal, ip.) em camundongos, demonstrou acentuado
efeito antinociceptivo, inibindo contor¢des abdominais induzidas
por acido acético. Ainda, foi possivel observar um efeito anti-
inflamatdrio, com a reducdo da migracdo de leucécitos para a
cavidade peritoneal dos camundongos (PEREIRA et al., 2010).

O fungo Heterodermia obscurata (figura 5) pertence a
classe dos Ascomicetos, ordem Lecanorales, subordem
Lecanorineae, familia Physciaceae (TEHLER, 1996). Apresenta
morfologia do talo do tipo folioso e faz simbiose com a alga
verde Trebouxia sp., o fotobionte.

Figura 5 - Foto do fungo liquenizado Heterodermia obscurata.

Legenda: O liquen Heterodermia obscurata foi coletado em troncos de
arvores na cidade de Curitiba-Pr, pela Profa. Sionara Eliasaro do
Departamento de Botanica da Universidade Federal do Parand (UFPR).
Fonte: Pereira, 2007.

Organismos do género Heterodermia tém distribuicdo
tropical e subtropical, crescem em troncos de &rvores e rochas,
em local de maior umidade (NASH et al., 2001). Este género
consiste de aproximadamente 80 espécies, sendo que 42 destas
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sd0 descritas no Brasil. Somente no estado do Paranid séo
encontradas seis delas (MARCELLI, 2006).

Além da glucomanana GM, foram encontrados também
metabdlitos secundarios no cortex do H. obscurata, como
atranorina e cloroatranorina. Na zona de medula estdo presentes
atranorina, zeroina, um terpeno nao identificado e um pigmento
marrom oxidado (NASH et al, 2001). Um polissacarideo com
estrutura similar a encontrada no estudo de Pereira et al. 2010,
uma glucomanana altamente ramificada e ndo usual, foi descrita
no estudo com o liqguen Tornabenia intricata (TEIXEIRA;
IACOMINI; GORIN, 1992). Apesar das semelhancas e de
pertencerem a mesma familia, os polissacarideos apresentaram
algumas diferencas na sua estrutura. A glucomanana de T.
intricata possui menor percentual de glucose (T. intricata: 7% e
H. obscurata: 18,3%), além de unidades de Manp 2,4-di-O-
substituidas (14%), as quais ndo foram observadas em H.
obscurata. (TEIXEIRA; IACOMINI; GORIN, 1992).

A glucomanana (GM) obtida do liquen H. obscurata
apresentou uma cadeia principal composta por unidades de a-D-
Manp ligadas-(1—6), sendo a maioria substituida em O-2, por
unidades terminais ndo redutoras de a- D -Glcp, a- D -Manp e,
possivelmente, por cadeias laterais constituidas por unidades de
a- D -Manp 4-O-substituidas. A glucomanana encontrada é um
polissacarideo tipico da familia Physciaceae, desta forma, 0s
dados obtidos com a GM também reforcam a utilizagdo de
polissacarideos como uma ferramenta adicional para os estudos
de quimiotaxonomia (PEREIRA et al., 2010). Recentemente,
demonstrou-se que a GM tem um importante efeito
antinociceptivo em modelos comportamentais de dor aguda e
crénica. A administracdo sistémica de GM reduziu a alodinia
mecanica e os niveis de interleucina 1p (IL-1B) na medula espinal
e nervo isquiatico, no modelo de ligadura parcial do nervo
isquidtico. Além disso, a administracdo sisttmica com GM
reduziu a nocicepgao induzida por injeccdo intraplantar (ipl.) de
glutamato e por injeccédo intratecal de agonistas glutamatérgicos
N-metil-D-acido  aspartico (NMDA) e é&cido (¥)-1-
aminociclopentano-trans-1,3-dicarboxilico (trans-ACPD).
Também reduziu o comportamento nociceptivo induzido pela
injecdo intratecal de TNF-a e IL-1p (CORDOVA et al., 2013).
Assim, estes dados demonstram que a GM possui importante
efeito antinociceptivo em modelos animais de dor aguda e
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cronica, sendo sua agdo analgésica dependente da inibicdo de
citocinas pro-inflamatorias e da sinaliza¢do glutamatérgica.

De fato, alguns estudos tém demonstrado que
polissacarideos de origem natural possuem efeito analgésico e
anti-inflamatorio em modelos de nocicep¢do aguda e crénica
(PEREIRA et al., 2010; BAGGIO et al., 2010; SMIDERLE et al.,
2008a,b).
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2 JUSTIFICATIVA

Ao longo das altimas décadas, o estudo dos mecanismos
envolvidos na nocicepgéo e a determinagéo de alvos para terapias
especificas contra a dor tornaram-se prioridade nas organizagdes
relacionadas a saude, bem como das industrias farmacéuticas
(LUO, 2004). A terapia convencional para o controle da dor,
principalmente no que diz respeito ao controle dos processos
cronicos, se baseia no uso de analgésicos opidides, anti-
inflamatérios  ndo-esteroidais, antidepressivos triciclicos e
anticonvulsivantes, sendo que uma grande parcela dos pacientes
portadores de dor cronica é refrataria a qualquer tratamento.
Esses medicamentos possuem, ainda, efeitos colaterais
indesejaveis, o que oferece obstaculos a utilizacdo dos mesmos na
terapéutica (ATTAL et al., 2010).

Assim, a busca por novas estratégias terapéuticas que
sejam eficazes e seguras é incessante. E, atualmente, vai além do
uso de medicamentos, procurando em terapias integrativas e
complementares um aliado ao combate a dor por exemplo, 0s
produtos naturais. No entanto, os medicamentos continuam a ser
a principal ferramenta usada no controle dos estados dolorosos, e
os produtos obtidos de fontes naturais representam uma enorme
fonte de substdncias para a pesquisa de novos produtos
analgésicos.

Neste sentido, metabdlitos primarios e secundarios de
produtos naturais sdo importantes moléculas bioativas, com
diversos efeitos benéficos. Os polissacarideos (metabdlitos
primarios) de origem natural apresentam interessantes efeitos
bioldgicos, desde acdo imunomoduladora, antinociceptiva e anti-
inflamatdria, entre outras. Aliado a acdo biol6gica benéfica, os
polissacarideos exibem baixa toxicidade e apresentam
carateristicas que permitem modificagcdes estruturais, visando
potencializar o efeito terapéutico. Diante disso, a glucomanana
obtida do liquen H. obscurata ja apresentou potencial analgésico
em modelos de dor aguda e crbnica e pode representar uma
estratégia farmacologica interessante para o alivio da dor, sendo
pertinente o desenvolvimento de pesquisas que visem investigar
esse possivel efeito e seu mecanismo.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito antinociceptivo e a seuran¢a do uso da
glucomanana GM obtida do liquen Heterodermia obscurata em
modelos experimentais de dor aguda e crénica em camundongos,
bem como o seu possivel mecanismo de acéo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito antinociceptivo e anti-inflamatério da
GM na nocicepcdo espontanea, hiperalgesia térmica e alodinia
mecanica;

Investigar a participagdo da sinalizacdo mediada por
PGE; no efeito analgésico da GM;

Avaliar o efeito da GM na nocicepcdo mediada pela
ativacdo das via dependentes de PKA e PKC;

Avaliar o efeito da GM na nocicepcdo espontanea
causada por agonistas de canais TRPs;

Investigar o envolvimento de fibras TRPV1+ no efeito
antinociceptivo da GM;

Avaliar o efeito antinociceptivo e o decurso temporal da
acdo analgésica da GM na inflamagdo persistente e dor pés-
operatoria;

Verificar a seguranca da administracéo diaria da GM, por
meio de indicadores como ganho de peso corporal, peso de
Orgaos vitais, parametros hematoldgicos e bioquimicos e também
efeitos inespecificos como sedacao.
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4  MATERIAL E METODOS

41 EXTRACAO E IDENTIFICACAO DO
POLISSACARIDEO

O polissacarideo GM foi extraido e caracterizado
estruturalmente no laboratério do prof. Dr. Marcello lacomini,
UFPR, Curitiba, como descrito anteriormente (PEREIRA et al.,
2010). O talo seco do liquen Heterodermia obscurata foi
triturado e submetido a maceracdo com acetona (2 x), gerando
uma fracdo solUvel (extrato acetdnico) e o residuo. O residuo foi
posteriormente macerado com etanol (2 x), originando o extrato
etandlico, constituido de carboidratos de baixa massa molar.
Apds, os extratos obtidos foram entdo submetidos a sucessivas
maceragdes em solucdo aquosa e alcalina (solu¢do aquosa de
hidréxido de potassio, KOH a 2% e 10%) com a finalidade de
extrair os polissacarideos. Os polissacarideos presentes na frago
aquosa e/ou alcalina foram recuperados por precipitagdo com
etanol e posteriormente dialisados contra dgua corrente.

As fracOes brutas obtidas a partir da maceracdo aquosa
(W) e alcalina (K2 e K10) foram submetidas ao processo de
congelamento e descongelamento suave (4 °C) (GORIN;
IACOMINI, 1984), gerando as fragdes sollveis SW, SK2 e SK10
e polissacarideos insoliveis (JONES; STOODLEY, 1965). Os
sobrenadantes obtidos das fracbes ap6s o processo de gelo/degelo
foram submetidas a purificacdo por precipitacdo com solucdo de
Fehling (2 x), resultando no precipitado e sobrenadante de
Fehling. Os precipitados de Fehlings (PFW, PFK2 e PFK10)
obtidos a partir das extracGes aquosa e alcalina (KOH a 2% e
10% com boroidreto de sodio; NaBH,;) de H. obscurata
mostraram-se similares e a fragdo PFK2 apresentou maior
rendimento, sendo esta fracdo caracterizada quimicamente
através de andlises complementares. Assim, a fracdo FPK2 foi
caracterizada como uma glucomanana (GM) altamente
ramificada através da sua caracterizacdo estrutural com base na
composicdo de monossacarideos, metilacdo, hidrdlise parcial
acida e analise por espectroscopia de RMN (PEREIRA et al.,
2010).

A glucomanana encontrada (Figura 6) possui uma cadeia
principal composta por unidades de a-D-Manp ligadas-(1—6),
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sendo a maioria substituidas em O-2, principalmente, por
unidades terminais ndo redutoras de a-D-Glcp, a-D-Manp e,
possivelmente, por cadeias laterais constituidas por unidades de
a-D-Manp 4-O-substituidas, apresentando peso molecular de 17,2
x10° g/mol (PEREIRA et al., 2010).

Figura 6 - Estrutura proposta para glucomanana obtida do liquen
H. obscurata.

A B
o-D-Manp
1

A
2

-0o-D-Manp-(1—6)- o-D-Manp-(1-6)-

C  a-D-Glep
1
1

2
-o-D-Manp-(1—-6)-

Legenda: A GM é uma glucomanana altamente ramificada com cadeia
principal composta por unidades de a-D-Manp ligadas-(1—6) (A), sendo
a maioria substituidas em O-2 por unidades terminais néo redutoras de
a-D-Glcp (C), a-D-Manp (B).

Fonte: Pereira, 2007.

4.2 ANIMAIS

Foram utilizados 638 camundongos Swiss machos (Mus
musculus), com aproximadamente dois meses de idade e pesando
entre 25-35 g, provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal de Santa Catarina - Campus Reitor Jodo David Ferreira
Lima, Floriandpolis, SC. Uma vez recebidos do Biotério Central,
o0s animais foram mantidos no biotério setorial do Laboratério de
Neurobiologia da Dor e Inflamagdo (LANDI), Departamento de
Ciéncias Fisiol6gicas/CCB, em camaras isoladas contendo no
maximo 6 animais por caixa (12x30x18 cm), com ventilacdo, sob
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condicdes controladas de temperatura (20 + 2°C) e umidade (60%
- 80%) em ciclos de 12 horas claro-escuro (6 as 18 horas), além
de livre acesso a agua e racdo (Bio Base Alimentacdo animal).
Para a realizacdo dos estudos comportamentais, 0s camundongos
foram distribuidos homogeneamente entre 0s grupos e mantidos
no laboratério para ambientacdo por pelo menos 1 hora antes da
realizacdo dos experimentos. Todos os protocolos experimentais
utilizados neste estudo foram aprovados pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC) (protocolos PP00682 e PP00745, Anexo 1) e 0s
experimentos foram conduzidos de acordo com as diretrizes para
0 cuidado de animais de laboratorio e as diretrizes éticas para a
investigagdo de dor experimental em animais conscientes
(ZIMMERMANN, 1983).

421 AVALIAGCAO DO EFEITO ANTINOCICEPTIVO
DA GM E ESCOLHA DA DOSE

4.2.2  Nocicepc¢ao induzida por formalina

O modelo da formalina permite avaliar dois tipos
distintos de nocicep¢do: a de origem neurogénica, decorrente da
estimulacdo direta das fibras nociceptivas e a de origem
inflamatdria, caracterizada principalmente pela liberacdo de
mediadores inflamatorios e sensibilizacdo central (MCNAMARA
et al,, 2007; BARROT, 2012; TONUSSI; FERREIRA, 1994;
ORTIZ et al., 2008).

Assim, 0 modelo da formalina foi escolhido para avaliar
o efeito antinociceptivo da GM bem como determinar a melhor
dose a ser usada nos préximos experimentos. Inicialmente, os
animais foram tratados pela via intraperitoneal (ip.) com a GM
(10-100 mg/kg) ou salina (C: salina, 10 mL/kg). Trinta minutos
depois, 20 pL de solugdo de formalina 2,5% (0,92% formaldeido)
foi injetada via ipl. na superficie ventral da pata posterior direita
do animal. Imediatamente apds, os animais foram colocados
individualmente em acrilicos transparentes (13x13x9 cm) e foi
cronometrado o tempo que eles permaneceram lambendo ou
mordendo a pata injetada com formalina de 0-5 min (fase
neurogénica ou primeira fase) e de 15-30 min (fase inflamatoria
ou segunda fase), sendo esse tempo considerado como indicativo



66

de nocicepcdo. A metodologia utilizada foi essencialmente a
mesma descrita por Santos e Calixto (1997).

43 AVALIACAO DO ENVOLVIMENTO DA VIA DA
PGE,/PKA NO EFEITO ANTINOCICEPTIVO DA GM

4.3.1 Nocicepg¢ao induzida por PGE,

A nocicepdo causada pela formalina depende da
liberacdo de varios mediadores algicos enddgenos, entre eles a
prostaglandina E; (KAWABATA, 2011). Para avaliar o possivel
envolvimento da PGE, no efeito antinociceptivo da GM, os
camundongos foram submetidos a um teste de nocicepcdo
induzida por este algogénico, como descrito anteriormente
(KASSUYA et al., 2007). Para isto, os animais foram tratados
com solucdo salina (C; 10 mL/kg, ip.), GM (100 mg/kg, ip.) ou
indometacina (Indo: 10 mg/kg, ip., utilizada como controle
positivo) 30 min antes da injecdo ipl. de 20 puL de PGE; (3
nmol/pata) na superficie wventral da pata traseira direita.
Imediatamente ap6s, 0s camundongos foram colocados
individualmente em cémaras acrilicas transparentes (13x13x9
cm) e o tempo que o animal permaneceu lambendo e/ou
mordendo a pata injetada foi cronometrado pelo periodo de 15
min e considerado como indicativo de resposta nociceptiva
(tempo de reacéo).

Em outro grupo controle experimental 0s animais
receberam somente uma inje¢do ipl. de solucdo salina (S; NaCl
0,9 %/20 pL) e foram avaliados como descrito anteriormente.

4.3.2  Avaliacdo da hiperalgesia térmica ao calor

A laténcia de retirada da pata ao estimulo de calor
radiante  foi  avaliada como  previamente  descrito
(HARGREAVES et al., 1988), com pequenas modificacBes. Os
animais foram colocados em caixas de acrilico sobre uma
superficie de vidro, por um periodo de 1,5 — 2 h antes para
habituacéo ao aparato. O feixe de luz infravermelha (intensidade:
40 1; aparelho Ugo Basile plantar Stoelting, Wood Dale, IL) foi
aplicado perpendicularmente a superficie ventral da pata traseira
direita por um periodo de até 20 segundos (tempo de corte; de
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modo a evitar um possivel dano tecidual), ou até o animal retirar
a pata do feixe de luz. O teste foi repetido trés vezes com um
intervalo de 5 minutos entre cada estimulagdo. O limiar térmico
dos animais foi verificado 24 h antes da injecdo dos algogénicos,
sendo considerados como resposta basal e representados nos
graficos como B.

Para inducgdo da hiperalgesia, os animais receberam uma
injecdo ipl. de PGE, (0,85 nmol/pata) em um volume de 20 pL na
superficie ventral da pata posterior direita (KASSUYA et al.,
2007). Trinta minutos antes, os animais foram tratados com GM
(100 mg/kg, ip.) ou salina (C; 10 mL/Kkg, ip.) e entdo foi avaliado
0 decurso temporal de acdo da GM nos tempos de 60, 90, 150 e
210 min (Figura 7).

4.3.3 Avaliagdo da alodinia mecéanica

Para avaliar a alodinia mecénica os animais foram
ambientados durante 1 h em caixas de acrilico (9x7x11 cm) numa
plataforma elevada de malha de arame a fim de acessar a
superficie ventral da pata para aplicacdo dos estimulos. Foram
utilizados oito filamentos de von Frey (forca de 0,02 a 4,0 g),
aplicados perpendicularmente em ordem crescente ou decrescente
(comegando com filamento 0,4 g) no centro de superficie plantar
da pata direita, por um periodo maximo de cinco segundos, ou até
uma resposta positiva (retirada da pata). Na auséncia de resposta,
filamentos de forca crescente foram aplicados consecutivamente.
Assim, a resposta foi caracterizada como a forga correspondente a
50% do limiar de retirada da pata (em gramas) conforme o
método de up-down de Dixon, adaptado por Chaplan e
colaboradores (1994). O limiar mecanico dos animais foi
verificado 24 h antes da injecdo dos algogénicos, sendo
considerado como resposta basal e representado nos graficos
como B.

A alodinia mecénica foi induzida conforme metodologia
descrita por Kassuya e colaboradores (2007). Os animais
receberam uma injecdo ipl. de PGE, (0,10 nmol/pata) em um
volume de 20 pL na superficie ventral da pata posterior direita.
Trinta minutos antes, os animais foram tratados com GM (100
mg/kg, ip.) ou salina (C; 10 mL/kg, ip.) e entdo foi avaliado o
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decurso temporal de acdo da GM nos tempos de 45, 60 e 120 min
(Figura 7).

434 Efeito periférico (local) da GM na nocicepcao
induzida por PGE,

Inicialmente, foi avaliado se a GM poderia exercer um
possivel efeito per se quando administrada perifericamente
(local). Para isso, os animas receberam uma injecao ipl. de 10 pL
de GM (1-300 pg/pata) ou salina (S: NaCl 0,9%/pata) e
imediatamente apds foi cronometrado o tempo que o animal
permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada com GM ou
salina por 30 min, sendo esse tempo considerado como indicativo
de nocicepgéo.

Em outro experimento, foi avaliado se a administracéo
periférica da GM era capaz de reduzir a nocicep¢do induzida por
PGE,. Para isto, 0s animais receberam injecéo ipl. de 10 uL de
solucdo salina (C: NaCl 0,9%/pata), GM (10 pg/pata),
indometacina (Indo: 1 pg/pata) ou KT5720 (10 nmol/pata;
inibidor de PKA) e 5 min depois, receberam outra injecéo ipl. de
20 pL de PGE; (3 nmol/pata) na mesma pata.

Um grupo de animais controle recebeu duas injeces ipl.
de solucdo salina (S: NaCl 0,9%/pata), a primeira injecdo de 10
pL e 5 minutos apds, a segunda injecdo ipl. de 20 pL e foram
avaliadas como descrito anteriormente.

Imediatamente ap6s a injecdo de PGE, a resposta
nociceptiva foi avaliada durante 15 min, sendo contabilizado o
tempo que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata
injetada (tempo de reacdo).
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Figura 7 — Esquema de administracdo da PGE, e GM e das
avaliacbes de dor espontanea, hiperalgesia térmica e alodinia

mecanica.
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Legenda: A dor espontanea foi induzida por uma injecdo ipl. de PGE, (3
nmol/pata) e avaliada durante 15 min, sendo contabilizado o tempo que
o0 animal permaneceu lambendo ou mordendo a para injetada. Os
animais receberam GM sistémico (100 mg/kg, ip.) ou local (10 ug/pata),
30 ou 5 minutos antes da injecdo de PGE,, respectivamente. A
hiperalgesia térmica ao calor foi induzida com uma inje¢do ipl. PGE,
(0,85 nmol/pata), trinta minutos apds a administracdo sistémica de GM
(100 mg/kg, ip.) e foi avaliada pelo método de Hargreaves nos tempos
60, 90, 120 e 180 minutos apés a GM. Para inducdo da alodinia
mecéanica a PGE, (0,1 nmol/pata) foi injetada trinta minutos depois da
administracdo sistémica de GM (100 mg/kg, ip.) e foi avaliada
utilizando monofilamentos de von Frey (método up-down), nos tempos
45, 60 e 120 minutos apds a GM.

4.3.5 Nocicepc¢ao induzida por forscolina (FSK)

4.35.1 Efeito sisttmico da GM

Nesta etapa experimental, foi investigado o possivel
efeito sisttmico da GM na via de sinalizacdo da PGE,/PKA
através da nocicepcao induzida pelo ativador de ACs, a forscolina
(FSK). Para isto, os animais foram tratados com solucdo salina
(C; 10 mL/kg, ip.) ou GM (100 mg/kg, ip.) 30 min antes da
injecdo ipl. de FSK (50 nmol/pata). A concentracdo de forscolina
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utilizada foi baseada em experimentos anteriores do nosso
laboratério (dados ndo mostrados). Outro grupo de animais
recebeu apenas injecdo ipl. de 20 pL de solugdo salina (S: NaCl
0,9 %/pata).

Imediatamente ap6s a injecdo ipl. de forscolina, os
animais foram colocados em camaras acrilicas transparentes
individuais (13x13x9 cm) e foi cronometrado o tempo que o
animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada por 10
min, sendo esse tempo considerado como indicativo de
nocicepgéo.

Ao final do periodo de observagdo os animais foram
eutanasiados por decapitacdo e rapidamente foi removida a
medula espinal (regido lombar) e a pele da superficie plantar da
pata injetada para posterior avaliacio da fosforilagcdo da PKA por
western blot.

4.35.2 Efeito periférico (local) da GM

Em outro experimento foi avaliado se a administragédo
periférica da GM promove reducdo da nocicepcdo induzida pelo
forscolina (FSK). Para isto, os animais receberam injecéo ipl. de
10 pL de solugdo salina (C; NaCl 0,9%/pata), GM (10 pg/pata)
ou KT5720 (10 nmol/pata, inibidor de PKA) e 5 minutos depois,
outra injecdo ipl. de 20 pL de FSK (50 nmol/pata). Neste
experimento um grupo de animais controle (S) recebeu duas
injecOes ipl. de solucéo salina (0,9%), sendo a primeira injecdo de
10 uL e 5 minutos apds a segunda de 20 pL por pata e foram
avaliadas como descrito no item anterior.

Ap6s injecdo a ultima injecdo ipl., os animais foram
colocados em camaras acrilicas transparentes individuais
(13x13x9 cm) e foi cronometrado o tempo que o animal
permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada por 10 min,
sendo esse tempo considerado como indicativo de nocicepcao.

4.3.6  Hiperalgesia ao calor induzida por FSK

A hiperalgesia ao calor foi induzida pela injecdo ipl. de
20 pL de FSK (10 nmol/pata) na pata direita dos animais, de
acordo com a metodologia adaptada de Nascimento et al. (2010).
A avaliagdo da hiperalgesia térmica ao calor foi realizada
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conforme descrito no item 4.3.2, pelo método de Hargreaves
(HARGREAVES et al., 1988).

A fim de avaliar o efeito da GM neste modelo e
confirmar os dados anteriores, mostrando a via AC/PKA no efeito
da GM no modelo de PGE,, os animais receberam uma injecao
ipl. de 10 pL de GM (10 pg/pata) cinco minutos antes da
aplicacédo ipl. de FSK. O decurso temporal de agdo da GM foi
avaliado nos tempos 30, 60, 120 e 180 minutos apds sua
aplicacéo local (Figura 8).

4.3.7 Preparacdo de tecidos para ensaio de Western Blot

As amostras de tecido (pata e medula espinal) foram
homogeneizadas individualmente em tampéo de lise (CLB, Cell
Signaling Technology) e centrifugadas a 14.000 RPM durante 40
minutos a 4 °C. O sobrenadante foi recolhido e o teor de proteina
foi determinado pelo método colorimétrico (reagente de
Bradford, Bio-RadLaboratories) de acordo com as
recomendacbes do fabricante. Em seguida, as amostras de
proteina foram estabilizadas pela adicdo de 20%de tampdo de
amostra (300 mM Tris, contendo 10% de SDS, 25% de
mercaptoetanol, 50% de glicerol e 0,2 % de azul de bromofenol)
e fervidas (100°C) durante 5 minutos. Uma vez estabilizadas, as
amostras foram mantidas a -80 °C até a sua utiliza¢&o.

4.3.8 Andlise do conteido de proteinas por Western
Blotting na pata e medula

A fim de avaliar o efeito da GM na ativacdo da PKA
induzida por FSK foi feita a analise de Western blot para PKA
ativada/fosforilada (p—PKA) na pata e medula. Para realizar o
ensaio de transferéncia de western, cada amostra foi utilizada em
um volume que continha 40 pg de proteinas, as quais foram
separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida a 10%. Em
seguida, as proteinas separadas no gel foram transferidas também
por eletroforese para membranas de nitrocelulose, que foram
incubadas durante duas horas com solucdo de blogqueio (TBS-T
contendo 3% de albumina sérica bovina, BSA) para bloquear os
sitios de ligacdo de anticorpos ndo especificos. Apos, as
membranas foram lavadas com TBS-T, e incubadas durante a
noite sob agitacdo e refrigeragdo com anticorpo primario para
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subunidades cataliticas fosforiladas de PKA (anti-p-PKA/cat,
Santa Cruz Biotechnology), ou com o anticorpo primario para a-
actina (Santa Cruz Biotechnology), utilizado como controle,
ambos diluidos 1:1000 em solucdo de TBS-T contendo 1,5 % de
BSA. Ap6s incubacdo, as membranas foram lavadas novamente
com TBS-T e, em seguida, incubou-se durante duas horas com
anticorpo secundario conjugado com peroxidase especifico. A
visualizacdo das bandas imunorreativas foi feita usando
quimiluminescéncia (ECL) em filme radiogréfico.

Figura 8 — Esquema de administragdo da FSK e GM e as
avaliacBes de dor espontanea e hiperalgesia ao calor.

DOR HIPERALGESIA
3 TERMICA AO CALOR
ESPONTANEA ;
50 nmol/pata 10 nmol/pata
v GM i Y GM
100 mg/kg, ip —+— Pata/Medula 10 pg/10 pl, ipl
10 pg/10 pl, ipl -PKA-BLOT
0 " 0 ML P » Decurso temporal do efeito do GM
v" Tempo de In :: 3!.-, 5',, l!a 1
i i 5 180 min
i lamblda,f{nordlda A '
i 10 min GM  FSK Avaliagdes
Il _____________________ Hargreaves

Legenda: A dor espontanea foi induzida por injecdo ipl. de FSK (50
nmol/pata) e avaliada durante 10 min, sendo contabilizado o tempo que
0 animal permaneceu lambendo ou mordendo a para injetada. Para
avaliar o efeito da GM, os animais receberam GM sistémico (100 mg/kg,
ip.) ou local (10 pg/pata) 30 e 5 minutos antes da injecdo de FSK,
respectivamente. A hiperalgesia térmica ao calor foi induzida com uma
injecdo ipl. FSK (10 nmol/pata), cinco minutos ap6s a administragdo
local de GM (10 pg/pata) e foi avaliada pelo método de Hargreaves nos
tempos 30, 60, 120 e 180 minutos ap6s a GM.
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44  PARTICIPACAO DA PROTEINA CINASE C (PKC),
RECEPTORES DE POTENCIAL TRANSITORIO (TRP)
E CANAIS IONICOS SENSIVEIS AO ACIDO (ASIC)
NO EFEITO ANTINOCICEPTIVO DA GM

4.4.1 Nocicepg¢do induzida pela injecdo intraplantar de 13-
acetato-12-miristato de forbol (PMA)

Para avaliar o possivel efeito da GM sobre a inibicdo da
ativacdo da proteina quinase C (PKC), utilizou se 0 modelo de
nocicep¢do induzida pela injecéo ipl. de PMA (ativador de PKC)
(FERREIRA et al., 2005). Primeiramente os animais foram
tratados com salina (C: salina, 10 mL/kg, ip.) ou GM (100 mg/kg,
ip.) e trinta minutos apo6s foi injetado ipl. 20 uL de PMA ipl. (50
mpl/pata). Imediatamente apds, os animais foram colocados em
acrilicos individuais e foi cronometrado o tempo de lambida e
mordida da pata injetada no periodo de 15 a 45 minutos, sendo
considerado como indicativo de resposta nociceptiva (tempo de
reacao).

4.4.2 Nocicepcdo induzida pela injecdo intraplantar de
capsaicina

Para investigar se a antinocicep¢do da GM depende da
inibicdo da ativacdo dos canais TRPV1, utilizou-se 0 modelo de
nocicepgdo induzida pela injecdo de capsaicina (agonista de
receptor TRPV1). Para isto, os animais foram tratados com
solucdo salina (C; 10 mL/kg, ip.), GM (3-100 mg/kg, ip) ou
vermelho de ruténio (VR; antagonista TRP ndo seletivo, 3 mg/kg,
ip.), 30 min antes da injecdo ipl. de 20 puL de capsaicina (1,6
pg/pata) na pata posterior direita. Imediatamente apds, foi
cronometrado o tempo que o animal permaneceu lambendo ou
mordendo a pata injetada durante 5 min, sendo este tempo
considerado como indice de nocicep¢do (tempo de reacao)
(SANTOS; CALIXTO, 1997).

Em outra série de experimento, foi investigado o efeito
periférico (local) da GM na nocicepgéo causada pela capsaicina.
Nesta etapa, foi administrado 10 pL de GM (1-30 ug/pata) ou
solucdo salina (S; NaCl 0,9 %/pata) cinco minutos antes da
injecdo de 20 pL de capsaicina (1,6 pg/pata) na pata posterior
direita e a resposta nociceptiva foi cronometrado o tempo que o
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animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada
durante 5 min, sendo este tempo considerado como indice de
nocicepgéo (tempo de reacdo) determinada como descrito acima.

443 4.5.3 Nocicepcdo induzida pela injecdo intraplantar
de cinamaldeido

Com o objetivo de avaliar o envolvimento dos canais
TRPAL na antinocicep¢do promovida pela GM h4, utilizou se o
modelo de nocicepgdo induzida pela injecdo de cinamaldeido
(agonista de receptor TRPA1). Para isto, os animais foram
tratados com solucéo salina (10 mL/Kkg, ip.), GM (3-100 mg/kg,
ip.) ou canfora (CAN, antagonista TRPAL; 7,6 mg/kg, sc.), 30
min antes da injecdo ipl. de 20 pL da solucdo de cinamaldeido
(10 nmol/pata) na pata posterior direita. O tempo que o animal
permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada com
cinamaldeido foi cronometrado por um periodo de 5 min e
considerado como indice de nocicep¢do (ANDRADE et al.,
2008). Além disto, foi também investigado o efeito periférico da
GM em outro grupo experimental, através da administracdo de 10
pL de GM (3- 30 pg/pata) ou solucdo salina (S; NaCl 0,9%/pata)
na pata posterior direita dos animais, cinco minutos antes da
injecdo de 20 pL de cinamaldeido (10 nmol/pata). Imediatamente
apos, a resposta nociceptiva (tempo de reacdo) foi avaliada como
mencionado acima.

444 Nocicepcdo induzida pela injecdo intraplantar de
mentol

A fim de avaliar se a antinocicep¢do da GM depende da
inibicdo dos canais TRPMS, utilizou se 0 modelo de nocicepgéo
induzida pela injecdo de mentol (agonista de receptor TRPMS),
conforme descrito por Baggio e colaboradores (2012). Os animais
foram tratados com solucéo salina (V; 10 mL/kg, ip.) ou GM (1-
10 mg/kg, ip.), 30 min antes da injecdo ipl. de 20 uL da solucéao
de mentol (1,2 pmol/pata) na pata posterior direita. O tempo que
o0 animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada com
mentol foi cronometrado por um periodo de 20 min e considerado
como resposta nociceptiva (tempo de reacéo).

Em outra série de experimento, foi investigado o efeito
periférico (local) da GM na nocicepgdo induzida pela injecéo de
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mentol. Para isto, os animais receberam 10 pL de GM (1-30
pg/pata, ipl.) ou solucdo salina (S; NaCl 0,9%f/pata) na pata
posterior direita 5 minutos antes da injecdo ipl. de 20 pL de
mentol (1,2 umol/pata). Imediatamente apds, a resposta
nociceptiva (tempo de reagdo) foi avaliada conforme descrito
acima.

4.45 Nocicep¢do induzida pela injecdo intraplantar de
salina acidificada

Para induzir a nocicepcao espontanea, foi aplicado 20 pL
de uma solugdo de salina acidificada (ativador de receptor
TRPV1 e ASIC) na pata posterior direita dos animais. Para
avaliar se no efeito antinociceptivo da GM ocorre a participagdo
dos canais ASIC, foram realizados experimentos de nocicepgao
induzida pela injecdo de salina acidificada (&cido acético 2%, pH
5,0/pata). A fim de avaliar o efeito da GM, os animais foram
tratados com salina (C; 10 mL/kg, ip.), GM (0,1-10 mg/kg, ip.)
ou amilorida (AML, 100 mg/kg, ip.), 30 min antes da injecéo ipl.
de 20 pL da solucdo de salina &cida (Acido acético 2%, pH
5,0/pata) na pata posterior direita. Imediatamente apds, a resposta
nociceptiva (tempo de reacdo) foi avaliada como mencionado
anteriormente (MEOTTI; COELHO; SANTOS, 2010).

Em outro grupo experimental, a GM (1-30 pg/pata) foi
aplicado intraplantarmente num volume de 10 pL na pata
posterior direita, cinco minutos antes da injecdo de 20 pL de
salina cida (acido acético 2%, pH 5,0/pata), imediatamente apds,
a resposta nociceptiva foi determinada como mencionado acima.

45 PARTICIPACAO DE FIBRAS TRPV1+ NO EFEITO
ANTINOCICEPTIVO DA GM

45.1 Injecdo intratecal de capsaicina

A ablacdo dos terminais centrais de neur6nios aferentes
que expressam TRPV1 foi realizada em camundongos Swiss
adultos (dois meses de idade), conforme descrito por Cavanaugh
e colaboradores (2009). Os animais foram anestesiados com 1,5 —
2% de isoflurano e em seguida foi feita a uma injecédo intratecal
(it.), no nivel da regido lombar, de 5 pL de capsaicina (10
pg/sitio) ou veiculo (V; Salina+10% de etanol 10% de Tween 80)
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com uma agulha calibre 30 acoplada a uma seringa Hamilton
(HYLDEN; WILCOX, 1980).

Neste modelo, os terminais centrais TRPV1 positivos sdo
destruidos em 24 horas ap6s a injecdo it. de capsaicina e a
insensibilidade ao calor (caracteristica que confirma que a
ablacdo foi bem sucedida) pode durar por até oito semanas.

4.5.2 Placa quente

Para a confirmacdo da destruicdo dos terminais centrais
TRPV1 positivos, os animais foram aclimatados ao aparato de
teste (Placa quente) por dois dias consecutivos. O teste foi
realizado 24 horas apds a injecdo intratecal de capsaicina ou
veiculo e consistiu em expor os camundongos a placa quente a
uma temperatura de 55 °C por um periodo de 30 segundos (tempo
de corte). Foi considerada como resposta positiva a retirada,
sacudida ou mordida de qualquer uma das patas posteriores
durante o periodo avaliado.

45.3 Nocicepg¢ao induzida por PGE,

Constatada a ablagéo, foi avaliado o envolvimento das
fibras que expressam TRPV1 na nocicepc¢do induzida por PGE; e
no efeito da GM.

Para tal, os camundongos foram submetidos ao teste de
nocicep¢do aguda induzida por PGE,, como descrito
anteriormente (KASSUYA et al., 2007). Um grupo de animais
recebeu solucdo salina (C; 10 mL/kg, ip.) ou GM (100 mg/kg, ip.)
30 min antes de receber uma injecéo ipl. de 20 pL de PGE, (3
nmol/pata) na superficie plantar da pata traseira direita.
Imediatamente ap6s, 0s camundongos foram colocados
individualmente em camaras acrilicas transparentes (13x13x9
cm) e o tempo que o animal permaneceu lambendo e/ou
mordendo a pata injetada foi cronometrado pelo periodo de 15
min e considerado indicativo de resposta nociceptiva (tempo de
reacao).
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Figura 9 — Esquema da ablacédo de fibras que expressam TRPV1,
do envolvimento dessas fibras na nocicepg¢do induzida por PGE,
e no efeito da GM.

Fibras TRPV1 +

INJECAO
INTRATECAL (5 pL)
¥" Veiculo
¥ Capsaicina 10 pg/sitio

........... o

24 horas ap6s |

" PLACA QUENTE NOCICEPCAO
e ESPONTANEA
> 55°C

» PGE;, -3 nmol

v" Laténcia para
retirada, mordida ou
lambida

30 segundos

v' GM 100 mg/kg, ip

v Tempo de
lambida/mordida
15 min

Legenda: A destruicdo dos terminais centrais de fibras que expressam
TRPV1 foi realizada com a injecdo intratecal de 5 pL de capsaicina (10
pg/sitio) ou veiculo (Salina+10% etanol+10% Tween 80). A ablagéo foi
confirmada 24 horas ap6s, observando-se a laténcia para retirada da pata
no teste da placa quente na temperatura de 55 °C, durante 30 segundos.
Em seguida foi avaliada a participagdo das fibras TRPV1+ na
nocicepcdo induzida por PGE, A dor espontanea foi induzida por uma
injecdo ipl. de 20 pL de PGE, (3 nmol/pata) e o tempo de reagdo
(mordida ou lambida da pata injetada) foi avaliado durante 15 min. Para
avaliar se o efeito da GM neste modelo, os animais receberam GM
sistémico (100 mg/kg, ip.) ou solucdo salina (10 mL/kg, ip.) 30 antes da
injecdo de PGE,.

4.6 AVALIA(;A~O DO EFEITO DA GM NO MODELO DE
NOCICEPCAO  INFLAMATORIA  PERSISTENTE
INDUZIDA POR CFA

4.6.1 Adjuvante Completo de Freund (CFA)
Para induzir o modelo de dor inflamatéria persistente os

animais foram levemente anestesiados com isoflurano (1-2% em
100% de O,) e receberam uma injecao ipl. de 20 pL. de Adjuvante
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Completo de Freund (suspensdo autoclavada de Mycobacterium
tuberculosis em O6leo mineral) diluido a 80% e outro grupo
recebeu injecao ipl. de veiculo (V; solucdo de salina 0,9% +1%
de Tween 80) conforme descrito por Ferreira e colaboradores
(2001), com pequenas modificaces.

Apobs 24 e 48 horas da injecdo de CFA, foi avaliado o
limiar térmico ao calor e mecanico, respectivamente (como
descrito nos itens 4.3.2 e 4.3.3). Constatada a hiperalgesia e
alodinia, foi avaliado o decurso temporal de acdo da GM. Para
isso, 0s animais receberam GM (100 mg/kg, ip.) ou solugdo
salina (controle, C; 10 mL/kg, ip.) trinta minutos antes das
avaliacBes de hiperalesia térmica o calor e alodinia mecénica
(itens 4.3.2 € 4.3.3) (Figura 10).

Foi avaliado também o efeito da administragdo
prolongada de GM em testes realizados em dias alternados apos a
injecdo ipl. de CFA (dia impar avaliada a alodinia mecanica, dia
par avaliada a hiperalgesia térmica). As avaliacGes diarias foram
realizadas sempre 60 minutos apds administragdo de GM, o
tempo escolhido a partir dos resultados obtidos no decurso
temporal.
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Figura 10 - Esquema de administragdo do CFA 80% e GM e as
avaliacBes de alodinia mecénica e hiperalgesia térmica.
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Legenda: Para a indugdo da alodinia mecénica e hiperalgesia térmica ao
calor foi usado CFA 80%, injetado ipl. na pata direita dos animais. As
avaliacBes da alodinia mecéanica foram feitas com monofilamentos de
von Frey ipsilateral a inje¢do, iniciando 24h ap6s o CFA. Verificada a
alodinia (tempo 0), foi entéo realizado o decurso temporal de efeito da
GM (100 mg/kg, ip.), 30, 60 e 120 minutos apds sua administracdo. As
avaliacOes diarias foram feitas no 1°, 3°. 5° e 7° dias apds o CFA ipl.,
sempre 60 minutos ap0s a aplicagdo sistémica de GM (100 mg/kg, ip.).
Para avaliar a hiperalgesia térmica ao calor induzida por CFA 80% foi
utilizado o método de Hargreaves, iniciando 48h ap6s o CFA. Foi
realizado o decurso temporal de efeito da GM (100 mg/kg, ip.), 30, 60 e
120 minutos apds sua administracdo. As avalia¢fes diarias foram feitas
no 2° 4° 6° e 8° dias ap6s o CFA ipl., sempre 60 minutos apés a
aplicagdo sistémica de GM (100 mg/kg, ip.).

4.7 AVALIACAO DO EFEITO DA GM NO MODELO DE
DOR POS-OPERATORIA

4.7.1 Incisdo plantar e avaliacdo da hiperalgesia ao calor
O modelo de dor pdés-operatdria induzida por incisao

plantar foi realizado conforme descrito por Pogatzki e Raja
(2003), com pequenas modificagBes. Inicialmente o0s
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camundongos foram anestesiados com 1,5-2% de isoflurano e
apos preparacdo anti-séptica da pata posterior direita, uma incisao
longitudinal de 5 mm foi feita através pele e fascia da superficie
plantar com lamina de bisturi nimero 10. A incisdo teve inicio a
2 mm do calcanhar e estendeu-se até os dedos. O musculo
subjacente foi elevado com uma pinga curva, deixando sua
origem e insercdo intactas. Em seguida, a pele foi suturada com
fio de nylon 7.0 e animal foi observado até sua recuperacdo da
anestesia.

Dois grupos de animais controle passaram pelo mesmo
procedimento, mas ndo tiveram a incisdo feita na pata e foram
chamados de grupo Sham. Assim, o experimento teve quatro
grupos: i) Sham + Salina ip., ii) Sham + GM ip., iii) Operados +
Salina ip. e iv) Operados + GM ip. Desta forma avaliamos o
efeito da GM frente & nocicepcdo pds-incisdo e também um
possivel efeito per se.

A hiperalgesia térmica ao calor foi avaliada neste modelo
48h apds o procedimento cirdrgico, conforme metodologia
descrita no item 4.3.2. Para avaliar o efeito da GM, foi realizado
um decurso temporal de a¢do nos tempos 30, 60 e 120 minutos
apos a aplicacdo de GM (100 mg/kg, ip.) ou solucéo salina (10
mL/kg, ip.). A hiperalgesia térmica foi novamente avaliada no 4°
dia ap0s incisdo, trinta minutos ap6s a administracdo de GM (10
mg/kg, ip.) ou solugdo salina (10 mL/kg, ip.).

48 AVALIACAO DE POSSIVEIS EFEITOS
INESPECIFICOS E TOXICOS DA GM:
GANHO/PERDA DE PESO CORPORAL, PESO DE
ORGAOS VITAIS E COLETA DE SANGUE

A fim de reduzir o nimero de animais e otimizar os
experimentos, os dados obtidos nesta secdo sdo dos mesmos
animais do experimento de nocicepcdo inflamatéria persistente
induzida por CFA (item 4.6.1). Os dois grupos utilizados foram
0s que receberam Salina ip ou GM ip. e ndo foram submetidos a
injecdo com CFA. Desta maneira obtivemos dados do efeito per
se da administracdo diaria repetida da GM.
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4.8.1 Peso dos animais

Primeiramente foi realizada a medida do peso basal (B)
dos animais, ja separados e homogeneizados nos grupos citados
apos as medidas basais do limiar térmico ao calor. As medidas
foram feitas usando balanga (Bioprecisa, modelo BS300000A)
em gramas. Nos dias impares seguintes a injecdo primeira
admisntragdo, todos os animais foram pesados no final dos testes
sensoriais, até o 11° dia. Neste dia os animais foram pesados e
eutanaziados para coleta de amostras, permancenedo em jejum de
agua e comida por 12h.

4.8.2 Coleta de 6rgaos vitais e sangue

No 11° dia os animais foram anestesiados com cetamina
(50 mg/kg, ip.) e xilazina (10 mg/kg, ip.) para a coleta de 1 mL de
sangue. Em seguida, foram eutanasiados e os drgdos — coracao,
pulmdes, figado, baco e rins — foram retirados e pesados. As
amostras de sangue colhidas foram separadas em tubos contendo
EDTA (300 mmol/L e 22 mg/L de alaranjado de metila), para
avaliacdo de pardmetros hematoldgicos. Também foi coletado
amostras em tubos secos, que foram coaguladas e centrifugadas a
3.500 rpm por 10 minutos a 4°C. O soro coletado foi utilizado
para as dosagens bioquimicas de: aspartato aminotransferase
(AST), uréia, creatinina, colesterol total, HD, LDL, triglicerideos,
alanina aminotransferase (ALT) e gama-glutamil transferase (y-
GT), dosadas com Kits bioquimicos de acordo com as instrugdes
do fabricante.
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Figura 11 — Esquema de administracdo da GM, avaliacdo de
efeitos inespecificos e coleta de amostras.
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Legenda: Para avaliagdo de efeitos inespecificos e toxicos da GM, 0s
camundongos foram tratados com GM (100 mg/kg, ip.) ou Salina (10
mL/kg, ip.) por 11 dias consecutivos. O peso basal (B) dos animais foi
medido 24h antes do inicio do experimento e em todos os dias impares
seguintes. No 11° dia os camundongos foram anestesiados para coleta de
sangue (avaliagdo de pardmetros hematoldgicos e bioquimicos) e logo
em seguida eutanaziados para coleta de 6rgdos (coragdo, pulmdes, rins,
baco e figado).

4.8.3  Avaliagdo do possivel efeito sedativo

Para avaliar se o efeito antinociceptivo observado
poderia estar relacionado a uma acdo sedativa da GM, utilizou-se
um modelo previamente descrito por HAJHASHEMI et al.
(2010), onde avalia-se a potencializacdo da sedagdo induzida por
cetamina. Os animais foram pré-tratados com veiculo (10 mL/kg,
ip.), GM (100 mg/kg, ip.) ou com o controle positivo diazepam (3
mg/kg, v.0.), 30 minutos antes da injecdo intraperitoneal de
cetamina (100 mg/kg). O intervalo de tempo entre a
administracdo da cetamina e a perda do reflexo de endireitamento
foi contabilizado como o tempo de indu¢do da sedacédo, enquanto
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0 intervalo entre a perda e a recuperagdo do reflexo foi
contabilizado como o tempo de duracdo da sedacao.

4.8.4 Drogas e Reagentes

As substéncias utilizadas, sua origem e eventuais
caracteristicas sdo listadas a seguir: Acido acético e formalina
(Merck, Darmstadt, Germany); diazepam solucdo injetavel
(Cristalia, SP, Brasil); CFA, cinamaldeido, mentol, cénfora,
KT5720, prostaglandina E; e PMA (Sigma-Aldrich, MO, EUA);
capsaicina, forscolina e vermelho de ruténio (Tocris Bioscience,
Missouri, EUA); cloridrato de cetamina solugdo injetavel e
cloridrato de xilazina solucéo injetavel (Syntec, SP, Brasil);

A GM foi dissolvida em salina (NaCl 0,9%), canfora foi
dissolvida em salina com 1% de etanol e 5% de Tween 80,
KT5720 foi dissolvido em salina com 10% de metanol,
capsaicina foi diluida com salina e 10% de etanol+10% de Tween
80. As demais drogas foram dissolvidas em salina ou salina com
5% de Tween 80. As concentraces finais de Tween 80 nédo
ultrapassaram 5% e ndo causaram nenhum efeito per se.

4.8.5 Analise estatistica

Os resultados sdo apresentados como a média + E.P.M. e
os dados foram analisados por analise de variancia de uma via
(ANOVA), seguida pelo teste post hoc de Student-Newman-
Keuls, exceto na hiperalgesia térmica e mecanica, analisadas por
ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc de Bonferroni.
Os dados de peso relativo de oOrgdos e dos parametros
bioguimicos e hematoldgicos foram analisados por teste t de
Student. O valor da Dlsy (dose capaz de reduzir a resposta
nociceptiva em 50% em relacdo ao valor de controle) foi
determinado por analise de regressdo ndo linear e apresentada
como média geométrica com limites de confianca de 95%. Todas
as analises estatisticas foram realizadas utilizando Graph Pad
Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA) e valores de p
menores que 0,05 foram considerados significativos.
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5 RESULTADOS

5.1  EFEITO DA GM NA NOCICEPGAO INDUZIDA PELA
INJECAO INTRAPLANTAR DE FORMALINA

O teste de formalina foi utilizado inicialmente para avaliar
o efeito antinociceptivo da GM e também para determinar a
melhor dose a ser usada no nosso estudo. De acordo com o0s
dados apresentados na Figura 12A, a injecdo ipl. de formalina
induziu nocicepgdo, aumentando o tempo de reagdo quando
comparado ao grupo que recebeu salina ipl. (S). A GM, quando
administrado sistemicamente (ip.), foi capaz de reduzir a
nocicepcdo de origem inflamatéria (2° fase) induzida pela
formalina, com inibi¢do de 62 + 12% e Dls, de 71,01 (47,33 -
109.6) mg/kg. No entanto, ndo foi observado efeito
antinociceptivo da administragdo da GM na primeira fase (fase
neurogénica) em nenhuma das doses testadas (Figura 12B).

A partir desse experimento a dose de 100 mg/kg da GM foi
escolhida para a realizacdo dos experimentos posteriores.

Figura 12 - Efeito sisttmico da GM na nocicepcdo espontanea
induzida por formalina 2,5%.
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Legenda: Efeito da GM (100 mg/kg, ip.) na nocicep¢do induzida pela
injecdo ipl. de formalina 2,5%. A nocicep¢éo foi avaliada na primeira
fase (0-5 min, painel A) e na segunda fase (15-30 min, painel B). Os
resultados estdo expressos como médias + E.P.M., n = 6. A comparagao
entre os grupos foi realizada através teste one-way ANOVA seguido de
pos hoc de Student-Newman-Keuls. O simbolo denota o nivel de
significancia **p < 0,01 comparado ao grupo C (Controle; animais que
receberam injecéo de salina ip. e formalina ipl.).



86

52 EFEITO  ANTINOCICEPTIVO DA GM NA
NOCICEPCAO CAUSADA POR PGE,

5.2.1 Efeito da administracéo sistémica GM

A PGE; é capaz de induzir nocicepcdo espontanea por
estimulacdo direta de nociceptores (KASSUYA et al., 2007).
Como observado na Figura 13A, a injecdo ipl. de PGE, (3
nmol/pata; C) induziu o comportamento nociceptivo,
aumentando o tempo de reacdo quando comparado ao grupo que
recebeu salina intraplantar (S) (Figura 12) (p<0,01). A GM (100
mg/kg, ip.) foi capaz de reduzir o tempo de reacdo nociceptiva
induzido por PGE, com inibicdo de 92 + 15% (p<0,001), esse
efeito foi semelhante ao observado para o controle positivo
indometacina (Indo), que reduziu 93 £12% a resposta nociceptiva
dos animais (Figura 13).

Figura 13 — Efeito sisttmico da GM na nocicepgdo espontanea
induzida por PGE,.
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Legenda: Efeito da GM (100 mg/kg, ip.) e indometacina (10 mg/kg, ip.)
na nocicepcao induzida pela inje¢do ipl. de PGE, (3 nmol/pata). As
barras representam a média + E.P.M., n= 8 -10 animais. A comparagdo
entre os grupos foi realizada através teste one-way ANOVA seguido de
pos hoc de Student-Newman-Keuls. Os niveis de significancia sdo
indicados por **p<0,01 e ***p<0,001 em relacdo ao grupo C (Salina ip.
+ PGE, ipl.) e *p<0,01 quando comparado com o grupo S (salina ip. +
salina ipl.).
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5.2.2 Efeito da administracdo sisttmica da GM na
hiperalgesia térmica ao calor e alodinia mecéanica
induzidas por PGE2

A hiperalegia térmica ao calor induzida pela injecéo ipl.
de PGE; (0,85 nmol/pata; C) foi evidente 30 min apds a sua
administracdo e perdurou por um periodo de 2 horas, observado
pela diminuicdo da laténcia de retirada da pata ao estimulo quente
guando comparado com o grupo controle S (Figura 14). O
tratamento sistémico com GM (100 mg/kg, ip.) restabeleceu o
limiar térmico sensorial proximo ao grupo controle (S), e este
efeito permaneceu por até 1,5 horas apds o tratamento, onde
observou-se uma reversao de 100% da hipersensibilidade térmica,
como observado na figura 14A. No entanto, 0 GM (100 mg/kg,
ip.) ndo foi capaz de reduzir a alodinia mecénica induzida pela
PGE, (0,10 nmol/pata) em nenhum dos periodos observados
(Figura 14B).

Figura 14 — Efeito sisttmico da GM na hiperalgesia térmica ao
calor e alodinia mecénica induzidas por PGE,.
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Legenda: Efeito da GM (100 mg/kg, ip.) na hiperalgesia térmica ao calor
(A) e alodinia mecéanica (B) induzidas por PGE,. Cada ponto representa
a média + erro padrdo da média de 6-8 animais. Os niveis de
significancia sdo indicados ** p<0,01; *** p<0,001 quando comparados
ao grupo PGE,; ipl. e * p<0,05; ** p<0,001 quando comparados ao grupo
Salina ipl. (teste two-way ANOVA seguido de pos hoc de Bonferroni).
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5.2.3 Efeito periférico (local) da GM na nocicepcao
induzida por PGE,

Inicialmente, foi analisado se a administracdo periferica
da GM era capaz de causar nocicepcao per se. Como observado
na Figura 15, a administracdo das doses de 30 e 300 pg/pata, mas
ndo de 1 a 10 pg/pata, de GM foi capaz de induzir aumento
significativo no tempo de lambidas e mordidas da pata dos
animais, quando comparado ou grupo Salina, a partir de 10
minutos apos aplicagdo, sendo que esta resposta foi observada por
até trinta minutos. A partir destes resultados, a dose de 10 pg/pata
de GM foi escolhida para realizagdo de experimentos posteriores.

Figura 15 — Efeito nociceptivo per se da administracdo local de
GM.
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Legenda: Avaliagdo da nocicep¢do espontanea induzida por GM (1-300
pg/pata). Cada ponto representa a média média + E.P.M., n= 8 animais.
Os niveis de significancia sdo indicados *p <0,05, ** p<0,01 e ***
p<0,001 quando comparados ao grupo Salina (teste two-way ANOVA
seguido de pos hoc de Bonferroni).

Considerando que o GM aplicado sistemicamente
reduziu a hiperalgesia ao calor e a nocicep¢do espontanea
induzida pela PGE,, 0 proximo passo foi investigar se 0 GM teria
efeito periférico (local). Assim, a aplicacdo periferica (local e/ou
co-injecdo) de substancias é uma maneira indireta de estudar a
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possivel interacdo destas com seus alvos (ex. receptores, canais
ibnicos). Como apresentado na Figura 16, a administragdo da GM
(10 pg/pata), 5 minutos antes de PGE, reduziu 65 £ 9% o
comportamento nociceptivo (p<0,001) quando comparado ao
grupo C, esse efeito foi semelhante ao encontrado com 0s grupos
KT5720 (inibir da PKA) e indometacina (inibidor ndo seletivo da
COX-1e 2), que reduziram o tempo de reagcdo em 66 = 17% e 56
+ 13%, respectivamente (Figura 16).

Figura 16 - Efeito local da aplicagdo de GM, inibidor de COX
(indometacina) e inibidor ndo seletivo de PKA (KT5720) na
nocicepcdo induzida pela PGE,.
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Legenda: Avaliacéo do efeito local de GM (10 pg/pata), Indometacina
(1 pg/pata) e KT5720 (10 nmol/pata) na nocicepgao espontanea induzida
por PGE; (3 nmol/pata). As barras representam a média + E.P.M., n = 6-
8 animais. A comparagdo entre os grupos foi realizada atraveés teste one-
way ANOVA seguido de pos hoc de Student-Newman-Keuls. Os niveis
de significancia sdo indicados por **p<0,01 e ***p<0,001 em relagéo ao
grupo C (Salina ip. + PGE; ipl.).
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53 PARTICIPACAO DA PKA NO EFEITO
ANTINOCICEPTIVO DA GM

5.3.1 Efeito da GM na nocicepc¢do induzida por FSK

Considerando o resultado do efeito da administracdo
periférica da GM, o proximo passo foi investigar a participacio
da cascata “downstream” aos receptores de prostaglandina, EP,
usando o ativador de ACs, FSK, administrado na pata dos
animais. Notavelmente, 0 GM administrado sistemicamente
reduziu em 100% (p<0,001) a nocicepg¢do espontanea (tempo de
reacdo) induzida pelo FSK (Figura 17A). Estes dados sugerem o
envolvimento da ACs no efeito da GM. Como mostrado
anteriormente, 0 GM (10 pg/pata) administrado perifericamente
(ipl.), foi capaz de reduzir 28 + 8% (p<0,05) a nocicepgdo
induzida pelo FSK, em comparagdo ao grupo C (Figura 17B). O
inibidor de PKA, KT5720, aplicado ipl., também reduziu 58 +
9% (p<0,001) a resposta nociceptiva induzida por FSK (Figura
17B).

Figura 17- Efeito sistémico e periférico da GM na nocicepcao
induzida por FSK.
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Legenda: Avaliacdo da nocicepgdo induzida por forscolina (50
nmol/pata) e (Painel A) o efeito sistémico (100 mg/kg, ip.) e (Painel B)
periférico da GM (10 pg/pata) e do KT5720 (10 nmol/pata). As barras
representam a média + E.P.M., n= 10-16 animais e a comparagao entre
os grupos foi realizada através teste one-way ANOVA seguido de pos
hoc de Student-Newman-Keuls. Os niveis de significancia sao indicados
por *p<0,05 e ***p<0,001 em rela¢do ao grupo C (Salina ip. + FSK,
ipl.) ** p<0,001 em relago ao grupo S (Salina ip. + salina ipl.).
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5.3.2 Efeito da GM na hiperalgesia ao calor induzida por
FSK

Como observado na figura 18A, o0s animais que
receberam injecdo ipl. de FSK tiveram uma reducdo do limiar
sensorial caracterizado pela diminuigdo do tempo para retirada da
pata, iniciando em trinta minutos e perdurando por até 120 min,
em relacdo ao grupo que recebeu salina. A administracdo
periférica da GM (10 pg/pata) reestabeleceu o limiar sensorial
dos animais o que permitiu aumento (p<0,01) no tempo de
retirada da pata quando comparado com o grupo controle. Além
disso, é importante salientar que a resposta da GM nao foi
diferente quando comparado com o grupo salina (Figura 18B).

Figura 18 - Efeito da administracdo periférica de GM na
hiperalgesia ao calor induzida por FSK.
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Legenda: Avaliacdo da hiperalgesia térmica ao calor induzida por
forscolina (10 nmol/pata) e do decurso temporal de agdo da GM (10
pg/pata) (Painel A) e o seu efeito no tempo de sessenta minutos apos sua
aplicacéo (Painel B). Cada ponto representa a média + E.P.M , n= 6- 8
animais. Os niveis de significancia sdo indicados ** p<0,01, *** p<0,01
quando comparado o grupo que recebeu FSK ipl. + GM ipl. ao grupo
que recebeu FSK ipl. e #p<0,01 ** p<0,001 quando comparado o grupo
que recebeu FSK ipl. (C) ao grupo que recebeu salina ipl. (S) (teste two-
way ANOVA seguido de pos hoc de Bonferroni para painel A e one-way
ANOVA seguido de pos hoc de Student-Newman-Keuls para painel B).
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5.3.3 Efeito da GM na fosforilacdo da PKA na pata e
medula espinal dos animais

Finalmente, a fim de confirmar o envolvimento da via
PGE,/PKA no efeito da GM, realizamos western blot para p-PKA
na pata e na medula espinal dez minutos apds a injecdo ipl. de
FSK (C) ou salina (S).

Os dados apresentados na figura 19 mostram que a
injecdo ipl. de forscolina induziu um aumento significativo da
forma fosforilada de PKA de peso 53 kDa (PKA f) e da p-PKA
total (PKA B, a e y), mas ndo da p-PKA o/y, na pata (Figura 19A
e C) dos animais. Por outro lado, pode-se observar que a
administragdo sistémica da GM (100 mg/kg, ip.) preveniu a
fosforilacdo da PKA B induzida por FSK e consequentemente da
PKA total, com redu¢do da quantidade de p-PKA de 82 + 2% e
total: 66 £ 13%, respectivamente (Figura 19A e C). O efeito da
GM na medula espinal ndo foi verificado, uma vez que a injecdo
ipl. de FSK ndo alterou a p-PKA espinal (Figura 19D, E e F).
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Figura 19 - Efeito da GM no conteido de p- PKA ativada por
FSK na pata e medula.
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Legenda: Avaliacdo do efeito da GM na p-PKA (B/a/y) ativadas por
FSK na pata (Painel A, B e C) e na medula espinal (Painel D, E e F). As
barras representam a média + E.P.M., n= 3-6 animais. A comparagdo
entre 0s grupos foi realizada através teste one-way ANOVA seguido de
pos hoc de Student-Newman-Keuls. **p<0,01, ***p<0,001 em relac¢do
ao grupo C e p<0,01, ¥p<0,001 quando comparado ao grupo S.

54  EFEITO DA GM NA NOCICEPCAO INDUZIDA PELA
INJECAO INTRAPLANTAR DE 13-ACETATO 12-
MIRISTATO DE FORBOL (PMA)

Neste modelo, a injecdo de PMA causou nocicepgéo,
conforme observado quando comparado o tempo de reacdo do
grupo S (salina ipl.) ao do grupo C (PMA ipl.). A administracéo
sisttmica da GM (100 mg/kg, ip.) produziu uma redugdo no
tempo de reacdo, considerado como resposta nociceptiva, apés
aplicacdo de PMA (50 pmol/pata), com um inibicdo de 97 + 6%
(Fig. 20).
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Figura 20 — Efeito da GM na nocicepc¢éo induzida por ativador de
PKC.
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Legenda: Efeito da GM (100 mg/kg, ip.) sobre a nocicepgdo induzida
PMA (50 pmol/pata). As barras representam a média + E.P.M., n= 6-8
animais. A comparagao entre os grupos foi realizada através teste one-
way ANOVA seguido de pos hoc de Student-Newman-Keuls. Os niveis
de significancia sdo indicados por ***p<0,001 em relagdo ao grupo C
(Salina ip. + PMA ipl.) e *p<0,001 quando comparado ao grupo S
(Salina ip. + salina ipl.).

55 EFEITO DA GM NA ESPONTANEA INDUZIDA POR
AGONISTAS DE CANAIS TRP

55.1 Efeito da GM sobre a nocicep¢do induzida pela
injecdo intraplantar de capsaicina

A administracdo da GM (10-100 mg/Kkg, ip.) inibiu de
forma dependente da dose a nocicepg¢do induzida pela capsaicina
(1,6 pg/pata) com Dlsy de 47,7 (34,1-66,7) mg/kg e inibicdo de
76 + 7% (Figura 21A). O vermelho de ruténio (3 mg/kg, ip.),
utilizado como controle positivo, inibiu a resposta nociceptiva
causada pela capsaicina em 38 + 12%. Contudo, a GM (10 e 30
pg/pata) administrado ipl. (perifericamente) ndo induziu alteracdo
na nocicepcdo induzida pela capsacina (1,6 pg/pata) (Figura
21B).
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Figura 21 — Efeito da GM na nocicepc¢éo induzida por ativador de
canais TRPV1.
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Legenda: Efeito da aplicacdo sistémica (100 mg/kg, ip.) (painel A) e
local (1030 pg/pata) (Painel B) de GM sobre a nocicepcéao induzida por
capsaicina (1,6 pg/pata). As barras representam a média + E.P.M., n= 6-
8 animais. A comparagdo entre os grupos foi realizada através teste one-
way ANOVA seguido de pos hoc de Student-Newman-Keuls. Os niveis
de significancia sdo indicados por **p<0,01 e ***p<0,001 em relagéo ao
grupo C (Salina ip. + capsaicina ipl.). VR = Vermelho de Ruténio.

55.2 Efeito da GM sobre a nocicepcdo induzida pela
injecdo intraplantar de cinamaldeido

A administracdo sistémica da GM (10-100 mg/kg, ip.)
reduziu a nocicepcdo induzida por cinamaldeido (10 nmol/pata),
com inibicdo de 70 £ 4% e Dls, de 33,6 (21,79- 51,98) mg/kg. O
controle positivo, canfora (7,6 mg/kg, sc.), inibiu a resposta
nociceptiva em 54 + 8% (Fig. 22A). Além disto, 0 GM (10-30
pg/pata) administrado perifericamente também reduziu a
nocicepcdo causada pelo cinamaldeido (10 nmol/pata) com
inibicdo de 71 + 7% e Dlsy de 15,9 (10,18-24,80) pg/pata (Fig.
22B).
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Figura 22 — Efeito da GM na nocicepc¢éo induzida por ativador de

canais TRPA1
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Legenda: Efeito da administracdo sistémica (100 mg/kg, ip.) (painel A) e
periferica (10 pg/pata) de GM sobre a nocicep¢do induzida por
cinamaldeido (10 nmol/pata). As barras representam a média + E.P.M.,
n= 6-8 animais. A comparacdo entre os grupos foi realizada através teste
one-way ANOVA seguido de pos hoc de Student-Newman-Keuls. Os
niveis de significancia sdo indicados por **p<0,01 e ***p<0,001 em
relacdo ao grupo C (Salina ip. + cinamaldeido ipl.).

5,5.3 Efeito da GM sobre a nocicep¢do induzida pela
injecdo intraplantar de mentol

A GM (10-100 mg/kg, ip.) administrado sistémica,
reduziu a resposta nociceptiva induzida pelo mentol (1,2
pmol/pata) com Dlsg de 23,8 (17,2-32,9) mg/kg e inibi¢do de 85
*+ 7% (Fig. 23A). Contudo, a administracdo local (periferica) da
GM (10 e 30 pg/pata), cinco minutos antes da aplicacdo de
mentol (1,2 umol/pata) ndo alterou a resposta nociceptiva (Fig.
23B).
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Figura 23 — Efeito da GM na nocicepc¢ao induzida por ativador de
canais TRPMS8.
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Legenda: Efeito da administragdo sistémica (100 mg/kg, ip.) (painel A)
e local (10 pg/pata) de GM sobre a nocicep¢édo induzida por mentol (1,2
pumol/pata). As barras representam a média £ E.P.M., n= 8-10 animais.
A comparacdo entre os grupos foi realizada através teste one-way
ANOVA seguido de pos hoc de Student-Newman-Keuls. Os niveis de
significancia sdo indicados por ***p<0,001 em relagdo ao grupo C
(Salina ip. + mentol ipl.).

5.5.4 Efeito da GM sobre a nocicepgdo induzida pela
injecdo intraplantar de salina acidificada

A administracdo sistémica da GM (10-100 mg/kg, ip.)
reduziu a nocicep¢do induzida pela salina acidificada (2%, pH
5,0/pata), com inibicdo de 91 + 2% e Dlsy de 41,3 (21,0-80,9)
mg/kg (Fig. 24A). O controle positivo amilorida (100 mg/kg, ip.),
inibiu a nocicepgdo causada pela salina acidificada em 68 + 16%.

Ja quando administrada localmente, o GM (10 e 30
pg/pata) ndo alterou a resposta nociceptiva induzida pela salina
acidificada (2%, pH 5,0/pata) (Fig. 24B).
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Figura 24 — Efeito da GM na nocicepc¢éo induzida por ativador de
canais ASICs.
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Legenda: Efeito da administragdo sistémica (100 mg/kg, ip.) (painel A)
e local (10 pg/pata) (Painel B) de GM sobre a nocicepgao induzida por
salina acidificada (4cido acético 2%, pH b5,0/pata). As barras
representam a média + E.P.M., n= 6-7 animais. A comparagdo entre 0s
grupos foi realizada através teste one-way ANOVA seguido de pos hoc
de Student-Newman-Keuls. Os niveis de significancia sdo indicados por
**n<0,01 e ***p<0,001 em relagdo ao grupo C (Salina ip. + salina &cida
ipl.).

56 PARTICIPACAO DE FIBRAS TRPV1+

5.6.1 Avaliacdo do limiar térmico ao calor e efeito da GM
na nocicepg¢do espontanea induzida por PGE,

Ap6s 24h da injecdo intratecal de veiculo (Salina+10%
de etanol+10% de Tween 80) ou capsacina (10 ug/sitio), foi
verificado a laténcia para retirada da pata no teste da placa quente
a temperatura de 55 °C. Neste teste, 0s animais que foram
injetados com capsacina tiveram um aumento significativo na
laténcia para retirada da pata em relacdo ao grupo que recebeu
somente veiculo (Figura 25A). Esse resultado confirma a
destruicdo de terminais centrais que expressam TRPV1.

Em seguida ao teste da placa quente, os animais foram
avaliados frente & nocicep¢do induzida por PGE; (3 nmol/pata).
Conforme demonstrado na figura 25B, a injecdo ipl. de PGE,
induziu nocicepcdo no grupo que recebeu veiculo
intratecalmente. A administracdo da GM (100 mg/kg, ip.) no
grupo veiculo foi capaz de reduziu a nocicepcdo induzida por
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PGE,, com inibicdo de 85 * 11 % (figura 25B), resultado este
semelhante ao observado na figura 13.

Interessantemente, os animais que receberam a injecdo
intratecal de capsaicina e foram tratados com salina ip., tiveram
uma acentuada reducdo da resposta nociceptiva induzida por
PGE,, com reducdo de 79 + 17% em relagdo ao grupo injetado
com veiculo it. + PGE; ipl. (p<0,001). No entanto, é importante
observar que a nocicepcao induzida por PGE, foi acentuadamente
reduzida no grupo de animais que recebeu capsaicina it. e a GM
(100 mg/kg, ip.) ndo alterou essa resposta (figura 25B).

Figura 25 — Avaliacdo da participacdo das fibras sensoriais que
expressam TRPV1 na nocicepgdo induzida por PGE; e no efeito
antinociceptivo da GM.

A B
40 o 150
8 0 .
o
= _ 30 e
8z S 100
°g &
g B 20 %
g g %
g 10 E o
3 g e
0 0
s GM S GM S GM s GM
Veiculo it Capsaicina it Veiculo it Capsaicina it
PGE; (3 nmol/pata)

Legenda: Avaliagdo da sensibilidade ao calor (placa quente, 55°C)
(Painel A) e o efeito da GM (100 mg/kg, ip.) na nocicepgdo espontanea
induzida por PGE2 (3 nmol/pata) (painel B). As barras representam a
média + E.P.M., n= 8 animais e a compara¢do entre os grupos foi
realizada através teste one-way ANOVA seguido de pos hoc de
Newman-Keuls. Os niveis de significancia séo indicados por **p<0,01 e
***p<0,001 em relacdo ao grupo S (Veiculo it. + salina ip.).

57 EFEITO DA GM NO MODELO DE DOR
INFLAMATORIA PERSISTENTE INDUZIDA POR
CFA

5.7.1  Avaliagdo da hiperalgesia ao calor
A sensibilidade ao calor foi avaliada 48 horas apds a

injecdo ipl. de CFA ou veiculo e conforme demostrado na figura
26A, o0 grupo CFA ipl. apresentou uma reducdo da laténcia para
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retirar a pata do estimulo térmico em relagdo ao grupo Veiculo
ipl. (p<0,001). O efeito da administracdo sistémica de GM (100
mg/kg, ip.) foi avaliado ao longo tempo e observou-se que trinta
minutos apds sua aplicagdo ocorreu um aumento da laténcia de
retirada da pata quando comparado ao grupo CFA ipl. (p<0,01),
efeito que permaneceu por até 60 minutos (p<0,001) (Figura
26A). A administragdo per se de GM (Veiculo ipl. + 100 mg/kg,
ip.) ndo causou alteracdo na sensibilidade ao calor deste grupo em
relacdo ao grupo Veiculo ipl. (Figura 26A).

A injecdo ipl. de CFA induziu hiperalgesia ao calor em
todos os dias de avaliacdo (2°, 4°, 6° e 8°) (Figura 26B).

Com base no tempo de efeito da GM observado na
Figura 25A, foi escolhido o tempo de avaliacdo de 1 hora ap6s
sua administragdo. Em todos os dias de avaliacéo, a laténcia para
retirada da pata dos animais tratados com GM foi aumentada,
guando comparado ao grupo CFA ipl. (Figura 26B),
demonstrando que o GM foi capaz de reduzir a hiperalgesia ao
calor. A administragdo per se prolongada de GM (Veiculo ipl. +
100 mg/kg, ip.) ndo causou alteracdo na sensibilidade ao calor
deste grupo em relagdo ao grupo Veiculo ipl. em nenhuma das
avaliacBes (Figura 26B).

Figura 26 - Efeito da administracdo sisttmica de GM na
hiperalgesia ao calor induzida por CFA.
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Legenda: Avaliacdo do decurso temporal de a¢do da GM (100 mg/kg,
ip.) (Painel A) e avaliacdo da administragdo prolongada da GM (100
mg/Kg, ip.) (Painel B) na hiperalgesia térmica ao calor induzida por CFA
80%. Cada ponto representa a média + E.P.M., n= 12 animais. Os niveis
de significancia sdo indicados ** p<0,01; *** p<0,001 quando
comparados ao grupo CFA ipl. e ™ p<0,001 quando comparado ao
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grupo Veiculo i.pl. (teste two-way ANOVA seguido de pos hoc de
Bonferroni).

5.7.2  Avaliacdo da alodinia mecénica

A alodinia mecénica foi avaliada 24 horas (Figura 27A) e
1, 3,5, 7 e 9 dias apbs a injecdo ipl. de CFA (Figura 27B) e em
contraste a hiperalgesia ao calor (Figura 27), a mesma dose de
GM (100 mg/kg, ip.) ndo teve qualquer efeito na reducéo da
alodinia mecénica induzida por CFA na pata (Figura 27A e B),
em nenhuma das avaliagdes realizadas.

Figura 27 - Efeito da administracdo sistémica de GM na alodinia
mecanica induzida por CFA.
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Legenda: Avaliacdo do decurso temporal de agdo da GM (100 mg/kg,
ip.) (Painel A) e avaliacdo da administragdo prolongada da GM (100
mg/kg, ip.) (Painel B) na alodinia mecénica induzida por CFA 80%.
Cada ponto representa a média + E.P.M., n=12 animais. Os niveis de
significancia sdo indicados ** p<0,01; *** p<0,001 quando comparados
ao grupo CFA ipl. e ™ p<0,001 quando comparados ao grupo Veiculo
ipl. (teste two-way ANOVA seguido de pos hoc de Bonferroni).

58 EFEITO DA GM NO MODELO DE DOR POS-
OPERATORIA INDUZIDA POR INCISAO PLANTAR

5.8.1  Avaliagdo da hiperalgesia ao calor
No modelo de dor pds-operatdria a hiperalgesia ao calor

foi avaliada 48 horas ap06s a incisdo plantar. Neste tempo o grupo
Operado + salina ip. teve uma reducéo da laténcia para retirada da
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pata, em relacdo ao grupo Sham + salina ip., evidenciando a
hiperalgesia ao calor. A administracio sistémica de GM (100
mg/Kkg, ip.) nos animais operados aumentou significativamente a
laténcia para retirada da pata trinta minutos apds sua aplicacéo (p
<0,05). A administracdo per se de GM (Sham + 100 mg/kg, ip. )
ndo causou alteragdo na sensibilidade ao calor deste grupo em
relacdo ao grupo Sham + salina ip. (Figura 28A).

No quarto dia ap6s a incisdo a hiperalgesia ao calor foi
avaliada novamente e como demonstrado na figura 28B, nédo
houve diferenca significativa entre o grupo Operado e 0 grupo
Sham.

Figura 28 — Efeito da GM na hiperalgesia ao calor induzida pela
incisdo plantar
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Legenda: Avaliacdo do decurso temporal de a¢do da GM (100 mg/kg,
ip.) (Painel A) e avaliagcdo da administracdo diaria da GM (100 mg/kg,
ip.) (Painel B) na hiperalgesia ao calor induzida pela incisdo plantar.
(A) Cada ponto representa a média = E.P.M. de 10 animais (teste two-
way ANOVA seguido de pos hoc de Bonferroni). (B) As barras
representam a média + E.P.M. de 10 animais e a comparagao entre 0s
grupos foi realizada atraveés teste one-way ANOVA seguido de pos hoc
de Student-Newman-Keuls. Os niveis de significancia sdo indicados *
p<0,05 quando comparado ao grupo Operado+salina ip. e * p<0,05, **
p<0,001 quando comparados ao grupo Sham+salina ip.

59 AVALIACAO DA SEGURANCA E POSSIVEIS
EFEITOS DELETERIOS DO TRATAMENTO COM O
GM EM CAMUNDONGOS

5.9.1 Peso corporal
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Conforme apresentado na figura 29, a administracdo de
GM (100 mg/kg, ip.) durante 11 dias consecutivos ndo causou
alteracdo significativa no peso dos animais em nenhum dos dias
avaliados quando comparados com o grupo veiculo.

Figura 29 — Avaliacdo do peso dos animais ap6s administracao
sistémica prolongada de GM.
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Legenda: Os animais receberam GM (100 mg/kg, ip.) ou salina (10
mL/kg, ip.) 1 vez ao dia e o peso individual dos animais foi avaliado nos
dia impares. O 0 (zero) indica o peso inicial/basal dos animais.A
comparag&o entre os grupos foi realizada atraveés teste two-way ANOVA
seguido de pos hoc de Bonferroni.

5.9.2  Peso dos 6rgaos vitais

Decorridos 11 dias consecutivos de administracdo da GM
(100 mg/kg, ip.) ou salina (10 mL/kg, ip.), 0s animais foram
sacrificados e o0s principais 6rgdos vitais foram retirados e
pesados. Como observado na figura 30, ndo houve diferenca
significativa no peso dos pulmdes, rins, figado e coracdo (Figura
30A, B, C e D). Em contraste, o peso do bacgo foi aumentado nos
animais que foram tratados com GM em relagdo ao seu controles
S (salina 10 mL/kg, ip.) (Figura 30E).
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Figura 30- Peso dos 6rgéos vitais apds administracdo prolongada
de GM.
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Legenda: Efeito da admisnitracdo prolongada da GM (100 mg/kg, ip.)
sobre o0 peso de 6rgdo vitais: Pulmdes (A), Rins (B), Figado (C),
Coracéo (D) e Bago (E). As barras representam a média + E.P.M., n= 7-
8 animais. A comparagdo entre os grupos foi realizada por teste t de
Student. Os niveis de significancia sdo indicados por **p<0,01 em
relacéo ao respectivo grupo S.

59.3 Efeito da GM sobre parametros bioquimicos e
hematoldgicos

A tabela 1 demonstra os parametros avaliados no sangue
no 11° dia de administragcdo da GM (100 mg/kg, ip.) ou salina (10
mL/kg, ip.). N&o foi encontrada nenhuma alteracdo nos
parametros de triglicerideos, glicose, colesterol total, HDL, LDL,
uréia, creatinina, AST, ALT e Gama GT, analisados apés a
administragdo sistémica diaria de GM.



105

Tabela 1: Parametros bioquimicos avaliados no soro apds
aplicacdo diaria da GM

Parametro
(unidade) Grupos
Veiculo ip. GM 100 mg/kg,
ip.
Triglicerideos 134.8+1.79 108.3+£12.72
(mg/dL)
Glicose 165.0+9.4 163.6+12.10
(mg/dL)
Colesterol total 112.4+12.13 88.71+3.98
(mg/dL)
HDL 68.08+ 4.10 56.10+1.78
(mg/dL)
LDL 20.63+1.18 17.71+1.27
(mg/dL)
Uréia 45.60£2.80 48.59+2.55
(mg/dL)
Creatinina 0.25+0.02 0.24+0.02
(mg/dL)
AST 170.3+29.19 164.3+27.68
(U/L)
ALT 67.63+9.18 68+10.31
(U/L)
Gama GT# <05 <05
(U/L)

Dados expressos como a média + erro padrdo da média com teste t de
Student. n=7. *Devido ao limite minimo de deteccio deste analito na
amostra.

Os  parametros  hematologicos  avaliados  sdo
demonstrados na tabela 2. A administracdo diaria de GM (100
mg/kg, ip.) ao longo de 11 dias alterou somente o nimero de
leucécito, aumentando siginificativamente em relagdo ao grupo
Veiculo, os outros parametros tiveram os mesmos resultados para
0 grupo que recebeu veiculo ou GM.
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Tabela 2: Parametros hematoldgicos avaliados no sangue apds
aplicacdo diaria da GM

Parametro
(unidade) Grupos
Veiculo ip. GM 100 mg/kg, ip.
Eritrdcitos 9.34+0.19 9.41+0.22
(milhdes/mm®)
Hemoglobina 14.86+0.33 14.3310.41
(g/dL)
Plaquetas 1298+75.35 1461+69.00
(mil/mm?) )
Leucdcitos 9263+937.1 6386+429.0
(mm’)
Segmentados (%) 21.63+1.77 24.71+1.55
Linfécitos (%) 74.63+2.09 71.14+1.91
Monacitos (%) 3.25+0.31 3.71+0.29

Dados expressos como a media + erro padrdo da média com teste t de
Student. n=7. A diferenca estatistica é indicada por * p<0,05 quando
comparado com o grupo Veiculo.

5.9.4  Sedacdo por cetamina

Um possivel efeito sedativo da GM foi avaliado pelo
modelo de sedacdo induzida por cetamina. Conforme ilustrado na
Figura 31 o controle positivo diazepam nédo alterou o tempo de
laténcia, mas foi capaz de aumentar o tempo de sedagdo apds uma
injecdo intraperitoneal de cetamina (100 mg/kg), em relacdo ao
grupo controle (médias de 3011,8 + 209,7 s e 1438,2 + 137,5 s,
respectivamente). A GM, por outro lado, ndo alterou nem o
tempo de laténcia e nem o tempo de sedag¢éo em relagdo ao grupo
controle.
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Figura 31 — Efeito da GM na potencializa¢éo da sedacdo induzida

por cetamina
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Legenda: Efeitos da GM (100 mg/kg, ip.) e diazepam (3 mg/kg, v.0.) no
tempo de laténcia para sedacgao (painel A) e na duragdo da agdo sedativa
(painel B) induzida por cetamina (100 mg/kg, ip.). Cada coluna
representa a média + E.P.M., n= 6-7 animais. A comparagdo entre 0s
grupos foi realizada através teste one-way ANOVA seguido de pos hoc
de Student-Newman-Keuls. Os niveis de significancia sdo indicados por
*p<0,01 e *p<0,001 em relagio ao respectivo grupo C.
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6 DISCUSSAO

Nas Ultimas décadas, a aplicacdo da biologia molecular a
fisiologia sensorial e pesquisa da dor, tem levado ao
descobrimento de mdltiplos alvos (receptores e mediadores
quimicos, entre outros) envolvidos no processamento
nociceptivo. [Esses avangos permitiram no extraordinario
progresso do entendimento dos mecanismos de acdo dos
neurotransmissores e dos farmacos envolvidos no controle central
e periférico da dor (WOOD; DOCHERTY, 1997; MILLAN,
1999). Entretanto, o desenvolvimento de estratégias terapéuticas
gue sejam eficazes e seguras no controle da dor ainda se faz
necessario, pois muitos pacientes sao refratarios aos tratamentos
farmacoldgicos disponiveis. As substancias obtidas a partir de
produtos naturais tém grande relevancia na busca de agentes
terapéuticos para o controle de diferentes patologias, muitas
vezes associadas a dor ou propriamente no controle da dor (por
exemplo, a aspirina e morfina, entre outros). Neste contexto,
polissacarideos obtidos de plantas ou de outras fontes naturais
podem exercer importantes efeitos farmacol6gicos, como
atividade antitumoral, imunomoduladora e anticoagulante
(SCHEPETKIN; QUINN, 2006; HARDE et al, 2015;
OMARSDOTTIR; FREYSDOTTIR; OLAFSDOTTIR, 2006;
OLAFSDOTTIR; INGOLFSDOTTIR, 2001), destacando-se o
efeito  antinociceptivo  (analgésico) e  anti-inflamatério
(SMIDERLE et al., 2008ab; CARBONERO et al., 2008;
BAGGIO et al., 2010; BAGGIO et al., 2012; RUTHES et al.,
2013; CHEUNG et al., 2016).

Estudos também indicam que polissacarideos presentes
em fungos liquenizados possuem importantes atividades
bioldgicas, aliado a um baixo nivel de toxicidade, o que os torna
moléculas farmacologicamente interessantes. Por exemplo, em
2010, Pereira e colaboradores determinaram a estrutura quimica
de uma fragdo altamente ramificada de glucomanana (GM)
extraida do liqguen Heterodermia obscurata e observaram que a
GM possui efeito antinociceptivo e anti-inflamatdrio, reduzindo a
migracdo celular e nocicepcdo no modelo de dor inflamatéria
somato-visceral causada pelo &cido acético em camundongos.
Dando continuidade aos estudos com a GM, nosso grupo de
pesquisa publicou um trabalho demonstrando que esta
glucomanana é capaz de reduzir a nocicepgao (dor) produzida por
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agonistas glutamatérgicos ionotrépico (NMDA) e metabotrdpico
(trans-ACPD) injetados centralmente. Além disso, foi capaz de
prevenir o aumento das concentragbes da citocina pro-
inflamatdria IL- 1B e da alodinia mecénica induzida pela liga¢do
parcial do nervo ciatico em camundongos (CORDOVA et al.,
2013).

Considerando o0s dados do efeito antinociceptivo
(analgésico) da GM ja obtidos, o presente estudo procurou
estender os resultados anteriores e avaliar o efeito da GM em
modelos de nocicepcdo espontanea e persistente, e também
avancar no entendimento dos possiveis mecanismos de acdo
envolvidos no seu efeito, além de investigar a seguranca do
tratamento com o polissacarideo. Para tal, foram avaliados os
eventuais efeitos deletérios em 6rgdos vitais em camundongos e
analisados alguns parametros hematolégicos e bioquimicos.

Primeiramente, foi avaliado o efeito antinociceptivo da
GM em um modelo amplamente utilizado na pesquisa de
substancias com potencial atividade analgésica devido a sua
caracteristica bifasica, o modelo de nocicepcdo induzida por
formalina (MCNAMARA et al., 2007). A resposta nociceptiva
inicial (durante os primeiros 5 minutos) promovida pela
formalina é causada, predominantemente, pela ativacéo direta das
fibras aferentes primarias do tipo C, embora fibras A (3 ¢ f)
também possam estar envolvidas (PUIG; SORKIN, 1995).
Quando ativadas, as fibras liberam neurotransmissores como
substancia P (SP) e aminoacidos excitatorios (glutamato) pelas
terminagdes centrais e periféricas (BARROT, 2012;
MCNAMARA et al., 2007), contribuindo na primeira fase da
nocicepcdo neste modelo. Em seguida, é observada uma fase
quiescente, caracterizada pela auséncia de comportamento
nociceptivo. A resposta tardia (nocicepcdo inflamatéria) é
mediada pela combinacdo de uma reacdo inflamatéria no tecido
periférico com alteracBes funcionais que culminam na
sensibilizacdo central dos neurdnios no CDME, e a liberacdo de
substancias como prostaglandinas (PGE,) e producdo de 6xido
nitrico (MCNAMARA et al., 2007; BARROT, 2012; TONUSSI;
FERREIRA, 1994; ORTIZ et al., 2008). Essa fase envolve a
ativacdo de todas as classes de aferentes sensorias e persiste
independente da maioria das fibras C nociceptivas (SHIELDS et
al., 2010). Os AINEs apresentam efeito analgésico no modelo de
formalina por inibir localmente a sintese de PGs e,
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principalmente, prevenir a liberacdo de PGE, e de
neurotransmissores na medula espinal (MALMBERG; YAKSH,
1995; SANTOS; CALIXTO, 1997; FUTAKI et al.,, 2009;
TILLEY et al., 2001). No entanto, é importante salientar que 0s
AINES possuem maior eficacia contra a nocicepc¢do tardia
(segunda fase) causada pela formalina (MALMBERG; YAKSH,
1992). Por apresentar tais carateristicas, avaliamos o efeito da
GM no modelo da nocicepc¢do por formalina (2,5%). A dose de
100 mg/kg de GM reduziu acentuadamente a resposta nociceptiva
da fase tardia (segunda fase) da nocicepcdo causada pela
formalina. Assim, estes dados reafirmam que a GM possui efeito
antinociceptivo (analgésico) e também suporta que o seu
mecanismo de ac¢do pode estar relacionado, pelo menos em parte,
com a inibicdo da acdo ou da producdo de mediadores pro-
inflamatdrios.

Estudos realizados nos Gtimos 50 anos relacionam e
confirmam o envolvimento de mediadores inflamatdrios na
ativagdo sustentada e sensibilizagdo de nociceptores de fibras
aferentes primarias (sensibilizacdo periférica) (MARCHAND;
PERRETTI; MCMAHON, 2005; FERREIRA et al., 1972;
FERREIRA; MONCADA; VANE, 1974). Estes processos
podem levar a sensibilizagdo central e juntos contribuem para o
desenvolvimento de hiperalgesia e alodinia, principais
caracteristicas encontradas em estados patologicos de dor (por
exemplo, neuropatias e dores crbnicas inflamatorias)
(REICHLING; LEVINE, 1999; MORIYAMA et al., 2005;
BIANCHI et al., 2007). Neste sentido, a PGE,, um produto de
ciclooxigenases (COXs), é o mediador lipidico mais bem
conhecido envolvido na dor inflamatéria, contribuindo ndo s6 na
inducdo de dores agudas, como também na manutencdo dos
processos dolorosos crbnicos, como a dor neuropatica
(KAWABATA, 2011). Atualmente, a terapia analgésica padrao
se baseia no uso de farmacos a base de antiinflamatdrios nao-
esteroidais (AINES), principalmente em estados inflamatorios.
Contudo, a seguranca desses medicamentos € relativa, pois
podem induzir sérios efeitos deletérios no sistema gastrointestinal
e renal, assim como o uso de inibidores seletivos da COX-2 foi
associado com aumento de risco doenga cardiovascular
(ZEILHOFER; BRUNE, 2006; KAWABATA, 2011). Por tais
razbes, a PGE, tem um grande impacto sobre 0s processos
envolvidos na nocicepcdo e consequentemente na dor e a
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intervencdo farmacoldgica na cascata de sinalizagdo ativada por
esse mediador, desde os receptores até segundos mensageiros e
proteinas, ¢ uma estratégia terapéutica para o alivio de dores
ainda intrataveis (KAWABATA, 2011).

As concentracdes de prostandides sdo geralmente
reduzidos em estado de homeostase, contudo, durante um
processo inflamatério ou lesivo, a concentracdo e o perfil da
producdo podem ser alterados acentuadamente. Para tanto, duas
enzimas imprescindiveis sofrem aumento na sua atividade, a
COX 1 e 2 (FERREIRA; LORENZETTI; DE CAMPOS, 1990;
TILLEY; COFFMAN; KOLLER, 2001; KIRKBY etal., 2016). A
COX-1 é uma enzima constitutiva expressa ubiquamente e €
responsavel pela producdo de prostandide na maioria dos tecidos
(KIRKBY et al., 2016). J& a COX-2 esta bastante relacionada
com a inflamacdo, fazendo desta enzima o principal alvo
terapéutico dos farmacos AINES. Os AINEs estdo entre os
farmacos mais comumente utilizados na pratica clinica como
agentes anti-inflamatérios, analgésicos, agentes antipiréticos e
para um largo espectro de condi¢des clinicas (AURIEL; REGEV;
KORCZYN, 2014). No entanto, a COX-2 também é expressa
constitutivamente, na auséncia de inflamagao aparente, com uma
distribuicdo tecidual especifica, que inclui os rins, trato
gastrointestinal, cérebro e timo. Neste contexto, a expressao
constitutiva da COX-2 é terapeuticamente importante, pois
possibilita os efeitos deletérios secundarios no sistema
cardiovascular, gastrointestinal e renal em individuos saudaveis,
restringindo o seu uso. Apesar de varios estudos e do uso clinico
de AINEs, os processos envolvidos na expressao constitutiva da
COX-2 permanecem pouco compreendidos (ZEILHOFER;
BRUNE, 2006; KAWABATA, 2011; KIRKBY et al., 2016).

Existem muitos estudos consistentes que relacionam a
PGE, com as alteracfes de sensibilidade nos aferentes primarios,
as quais resultam em modificagdes centrais. Tais observagdes
podem ser confirmadas através de comportamento nociceptivo
espontaneo (dor nociceptiva) em roedores, obtido pela injecéo
periférica de doses elevadas deste protandide (ST-JACQUES;
MA, 2014; KASSUYA et al., 2007). Até certo ponto a
nocicepcdo aguda apods a exposi¢do a prostaglandinas pode ser
benéfica, como um componente da resposta inflamatéria.
Contudo, sob condi¢fes patoldgicas a nocicepgdo se torna
persistente e, somada a alteragdes celulares, podem contribuir
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para a cronificacdo da dor (VASKO et al.,, 2014). De fato,
condi¢des de dor crbnica, como as doencas inflamatérias (artrite)
e neuropéticas, sdo quadros clinicos graves. Geralmente se
manifestam com dor esponténea, hiperalgesia e alodinia e seu
tratamento ainda é um desafio em muitos casos (ST-JACQUES;
MA, 2014).

No presente estudo, foram confirmados os dados da
literatura e também, observado que a inje¢cdo do mediador PGE,
na pata, promoveu comportamento nociceptivo em camundongos
(Fig 12), o qual foi prevenido pela GM (100 mg/kg),
administrada sistemicamente. Além disso, pode-se observar
também que o AINE indometacina (10 mg/kg, ip.) promoveu
reducdo da nocicep¢do causada pela PGE, semelhante ao
observado com a administracdo sistémica da GM, sugerindo o
envolvimento da PGE, no efeito antinociceptivo da GM. A
inibicdo local da producéo de prostandides ou o bloqueio de seus
receptores ou via de sinalizacdo intracelular sdo alvos
terapéuticos interessantes, pois limitam a transmissdo nociceptiva
em nivel periférico. Além disso, promovem a reducdo da
liberacdo de mediadores e neurotransmissores na medula espinal
(substancia P, CGRP e glutamato, entre outros). Assim, de certa
forma, a complexa rede de alteragBes neuronais que geram a
nocicepgdo e que culmina na dor pode ser controlada
(DAVIDSON et al., 2014).

Considerando o efeito apresentando pela GM na
nocicepcdo da PGE,, bem como na formalina, surgiu a hip6tese
de acdo periférica (local) da GM envolver direta ou indiretamente
0s receptores EP e as suas vias de sinalizacdo subsequentes.
Depois de verificado o efeito per se da GM, avaliamos seu efeito
periférico na nocicepcdo espontanea induzida por PGE,. O
tempo de reacdo a PGE, foi menor nos camundongos que
receberam GM perifericamente. O AINE indometacina também
apresentou efeito antinociceptivo periférico, que pode estar
relacionado com a inibicdo da producdo subsequente de PGs ou
ainda a uma via independente, por exemplo na producdo de NO
ou outro mediador. Corroborando com informacdes da literatura,
o inibidor de PKA, KT5720, reduziu a nocicep¢do induzida neste
modelo, que ocorre, em parte, por ativagdo da via de sinalizagéo
ACs/AMPc e PKA e por fosforilagdo de alvos moleculares.
Contudo, a especificidade deste inibidor é controversa, segundo
Davies e colaboradores, o composto KT5720 pode atuar em
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diferentes proteinas cinase (DAVIES et al., 2000). Mesmo assim,
0 resultado obtido com o KT demonstra a participacdo de
proteinas cinase, possivelmente PKA e PKC, na nocicepcdo
induzida por PGE..

As acdes da PGE, ocorrem através de quatro receptores
que pertencem a familia dos receptores acoplados a proteina G
(GPCR) (EP 1-4), e podem excitar diretamente 0s nociceptores
e/ou potencializar os efeitos sensibilizadores de outros
mediadores algicos, como o ATP, bradicinina (BK) e os protons
(MORIYAMA et al., 2005; VANEGAS; SCHAIBLE, 2001; ST-
JACQUES; MA, 2014). Ademais, todos os quatro subtipos de
receptores para PGE, sdo expressos em neurdnios sensoriais (ST-
JACQUES; MA, 2014). Em geral, o receptor EP1 esta associado
a uma Gg/11 e assim ativa a PLC, que catalisa a conversdo de
PIP, em IP; e DAG, com subsequente ativacdo de PKC. Os
receptores EP3 sdo acoplados a varios tipos de proteinas G,
incluindo a Gs, Gi/o e Gq, dependendo da variante de splicing e
do tipo de células. Os receptores EP2 e EP4 sdo acoplados a
proteinas Gs, que ativam ACs e elevam os niveis de AMPc
(SMITH; DAVIS; BURGESS, 2000; ST-JACQUES; MA, 2014).
Estudos demonstram que o nivel aumentado de AMPc esta
relacionado com a ativagdo in vivo e in vitro da PKA, e esta
possui papel central no desenvolvimento da hiperalgesia
inflamatéria induzida por PGE, (MALMBERG et al., 1997;
ALEY; LEVINE, 1999; CUNHA; TEIXEIRA; FERREIRA,
1999; KASSUYA et al., 2007). A PGE, também promove a
ativacdo da sinalizacdo dependente do AMPC/PKA e
sensibilizagdo de neurdnios do GRD, resultando em hiperalgesia
térmica e tatil em modelos de dor inflamatéria cronica
(SMITH; DAVIS; BURGESS, 2000; St-JACQUES; MA, 2014;
BIANCHI et al., 2004).

Conforme descrito nos resultados, a injecdo ipl. de PGE,
diminuiu a laténcia de retirada da pata ao calor radiante quando
comparado ao valor basal, caracterizando um estado de
hiperalgesia ao calor. Neste modelo, a administragao sistémica de
GM foi capaz de restabelecer o limiar sensorial e de aumentar a
laténcia de retirada ao calor em até 1,5 h apds sua administracéo.
Entretanto, de maneira surpreendente a GM administrada
sistemicamente, ndo foi capaz de reduzir a alodinia mecénica
(tatil) induzida pela injecdo de PGE,.
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A sensibilizag8o das vias nociceptivas por PGE, ocorre,
em parte, através da sua ligacdo a receptores EP2, EP3c e EP4,
acoplados a proteinas Gs que quando estimuladas promovem a
ativacdo da ACs e subsequente conversdo do ATP em AMPc
(NATURA et al., 2013; KAWABATA, 20011; ST-JACQUES;
MA, 2014). Neste sentido, estudos demonstram que a
hiperalgesia ao calor induzida por PGE, provavelmente pode ser
explicada pela sensibilizacio de canais TRPV1 e este processo
ocorre através da ativacdo da PKA via o receptor EP4 (BHAVE
et al., 2003; SACHS et al., 2009, VILLARREAL et al., 2009) e
da PKC via receptor EP1 (KAWABATA, 2011). Além de
fosforilar e sensibilizar canais TRPV1, essas cinases podem atuar
em canais de sodio voltagem-dependente Nav1.8 e receptor
purinérgico do tipo P2X3, que também passam a responder com
limiar mais baixo a seus ativadores (MORIYAMA et al., 2005;
KAWABATA, 2011; EFENDIEV et al., 2013; NAMER,;
SCHICK, 2015). Contudo, as informacdes sobre a ativacdo de
receptores EP e sua participagdo na nocicepcdo (dor) muitas
vezes & controverso, tornando o entendimento dos seus
mecanismos envolvidos na sensibilizacdo dolorosa pouco
compreendidos. Estudos demonstraram que a dor aguda ao calor
é suprimida com a delecdo de EP4, mas é amplificada pela
delecéo de receptores EP1. J& a dor aguda mecanica (tatil) ndo é
afetada pela eliminacéo de qualquer um dos receptores para PGE,
(POPP et al., 2009; KAWABATA, 2011).

O efeito da GM encontrado nos modelos induzidos por
PGE, sugerem que essa molécula possa atuar via interagdo com
receptores EP, conforme observado pelo seu efeito periférico, e
assim inibir também perifericamente a ativacdo de proteinas
cinase A e C, e a fosforilacdo de alvos como o canal TRPV1, que
neste caso se justifica pelo efeito da GM somente na hiperalgesia
térmica. A falta de efeito na alodinia mecanica também pode
sugerir e confirmar esse fato, pois por mais que a PKA também
esteja envolvida nos processos de sensibilizacdo a estimulos
mecanicos, parece ser por uma via independente da ativagdo de
receptores EP (POPP et al., 2009; KAWABATA, 2011). Dessa
maneira, a auséncia de efeito na alodinia mecéanica pode estar
relacionada a especificidade da molécula GM, pois, parece haver
mecanismos neurais distintos envolvidos na hiperalgesia térmica
ao calor e na alodinia mecénica induzida por PGE,, como a
participacdo de receptores ou vias especificas para cada
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submodalidade  sensorial (MORIYAMA et al, 2005;
KAWABATA, 2011). Assim, sugere-se que a antinocicep¢do
(analgesia) promovida pela GM pode depender da interacdo na
via de sinalizacdo da PGE,, e como consequéncia promover a
reducdo da sensibilizacdo dos nociceptores e a hipersensibilidade
térmica ao calor.

A fim de avaliar a participacdo da cascata de sinalizacdo
mediada por PGE,, utilizamos um ativador de ACs, a forscolina.
Atualmente, estudos moleculares e farmacolégicos tém
avangcando na compreensdo sobre o funcionamento das ACs,
gerando interesse crescente no desenvolvimento de inibidores
seletivos (SEIFERT et al., 2012). De fato, animais knockout para
0s subtipos AC1l e AC8 apresentam menor nocicepcdo e
hipersensibilidade no modelo de formalina e CFA (WEI et al.,
2010; PIERRE et al., 2009). A familia de ACs tem 9 isoformas
ligadas a membrana e uma isoforma sollvel, com diferentes
padroes de expressdo e influéncia na fisiologia e patologia
(SEIFERT et al., 2012).

Neste trabalho a injecdo ipl. de forscolina (FSK),
diterpeno ativador de AC 1-8 (PIERRE et al., 2009), induziu
nocicepcdo espontanea, que foi reduzida tanto pela administracéo
sisttmica quanto periférica de GM. A injecdo periférica do
inibidor ndo seletivo de PKA, KT5720, reduziu a nocicepgdo
induzida pela FSK, confirmando a participagdo da via
ACs/AMPc/PKA. De maneira interessante, a GM administrada
perifericamente mostrou ter efeito antinociceptivo neste modelo,
possivelmente por interagir em algum ponto da via de sinalizagéo
da PGE,, potencialmente com a cascata downstream aos
receptores EP, como as ACs. A reducdo na atividade de ACs
diminui 0 AMPc formado e assim restabelece o nivel basal de
PKAs ativadas.

A PKA ¢ uma holoenzima tetramérica, formada por duas
subunidades regulatorias (RI e RIl) e duas subunidades cataliticas
(C), sendo conhecidas trés isoformas de C, amplamente expressas
em tecidos neuronais e ndo neuronais: Ca, Cf ¢ Cy (TURNHAM,;
SCOTT, 2015; TAYLOR et al., 2008). Apéds a ligacdo de duas
moléculas de AMPc em cada subunidade R, ocorre uma alteracéo
conformacional na PKA, que libera as subunidades C. Estas
cinases ativas fosforilam alvos, como substratos proteicos (canais
e receptores) em residuo de serina e treonina, propagando
eventos de sinalizagdo celular, como é o caso da sensibiliza¢éo de
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canais TRPV1 mediada por PGE, (TURNHAM; SCOTT; 2015;
TAYLOR et al., 2008). Alguns estudos demonstram que a PKA
também é capaz de fosforilar canais de calcio e receptores de
glutamato, incluindo as subunidades NR1 dos receptores NMDA
e as subunidades GIuR1 de receptores AMPA, evidenciando,
portanto, a importancia da PKA no processamento nociceptivo
(SKALHEGG; TASKEN, 1997; DOLAN; NOLAN, 2001;
TAYLOR et al., 2008). Essas evidéncias também corroboram
com resultados da GM obtidos recentemente, que demonstraram
0 envolvimento de receptores glutamatérgicos e de citocinas no
efeito antinociceptivo deste polissacarideo (CORDOVA et al.,
2013).

Com os resultados obtidos até aqui e considerando que a
ativacdo da PKA esta associada a sensibilizagéo de nociceptores e
hiperalgesia, o proximo passo para tentar elucidar os mecanicos
da GM foi avaliar a quantidade de PKA fosforilada na pata e
medula espinal de camundongos ap6s a injecdo periférica de
FSK. Indiretamente, avaliamos a atividade de PKA,
quantificando a p-PKA ap06s injecdo de FSK, usando a técnica de
western blot, um método semi-quantitativo. Apds a injecdo de
FSK foi observado um aumento na quantidade de p-PKA no
tecido da pata e de maneira interessante o tratamento sistémico
com GM impediu, em parte, esse aumento. Em contrapartida, ndo
foi observado um aumento de p-PKA na medula ap6s a injecdo
periférica de FSK. Dados da literatura sugerem que a PKA
contribui para a hipersensibilidade inflamatéria sensibilizando
neurbnios sensoriais primarios enquanto a PKC sensibiliza
neurdnios secundarios, dessa maneira a PKC parece estar
envolvida com a transmissdo nociceptiva ao nivel espinal
(CUNHA; TEIXEIRA; FERREIRA, 1999), o que poderia
explicar o resultado encontrado.

Esses resultados mostram que de alguma maneira a GM
também pode interagir com a via AMPCc/PKA, possivelmente
inibindo a atividade de ACs e reduzindo, assim, a formacdo de
AMPc e ativagdo de PKA. Na tentativa de confirmar
funcionalmente a participacdo dessa via, avaliamos o efeito da
GM na hiperalgesia ao calor induzida por FSK. Além do efeito na
nocicepcao espontanea, a GM administrada ipl. também reduziu a
hiperalgesia térmica ao calor induzida por FSK. Esses dados
demonstram que parte do efeito da GM ¢ periférico, no local da
lesdo. Esse perfil de efeito é importante, pois, inibindo a
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nocicepgdo na periferia ocorre a diminuicdo da liberagdo de
neurotransmissores no CDME, e da sensibilizacdo central,
podendo explicar o efeito anti-hiperalgésico de pelo menos 1 hora
da GM neste modelo.

Apesar de 0s mecanismos envolvidos na nocicep¢do
espontanea e na hiperalgesia serem diferentes, a via AMPc/PKA
parece ser um ponto em comum nos modelos utilizados até aqui.
De fato, o inibidor da PKA (KT5720), mostrou ter acdo
antinociceptiva nos modelos de PGE, e FSK, inclusive com
inibigBes parecidas, confirmando a participacdo da PKA nesses
modelos. Por exemplo, antagonistas de receptores EP3/4 reduzem
a ativacdo da PKA induzida por PGE,, reduzindo também a
ativacdo de ERK mostrando que a resposta nociceptiva € um
processo complexo que envolve varios fatores (KASSUYA et al.,
2007). Neste contexto, o fato de a nocicep¢do ser multifatorial
pode ajudar a responder a diferenca no efeito periférico da GM na
nocicepgdo da PGE, (inibicdo de 63 + 9%) e FSK (inibigédo de
28+7%), perifericamente a PGE, pode estar atuando em
diferentes receptores EP e ainda sensibilizando outros canais e
receptores. J& com a FSK tém-se especificamente a ativacdo das
enzimas ACs, 0 que permite propor que a GM pode atuar em
multiplos alvos ou em um alvo especifico que coordena algum
ponto do processamento nociceptivo.

Levando em consideracdo o efeito antinociceptivo
apresentado pela GM nos modelos de nocicepgdo espontanea e
sensibilidade ao calor, sugerimos que essa glucomanana interage
com a via de sinalizagdo que ativa ACs e AMPc/PKA. E esse
efeito possivelmente esta relacionado ao blogueio de receptores
EP e/ou inibicdo de ACs. Contudo, a auséncia de efeito da GM na
alodinia mecénica necessita de mais estudos e pode ser a chave
para esclarecer o mecanismo de acdo deste polissacarideo. Se
considerarmos o envolvimento da PKA nos processos de
sensibilizagdo mecénica e no efeito da GM, seria esperado que
houvesse uma reducéo na alodinia mecénica, 0 que ndo ocorreu
com a GM. Possivelmente algum mecanismo diferente,
subsequente a ativacdo da PKA, seja a resposta para essa
seletividade do efeito da GM.

Neste sentido, a via AMPc/PKA ¢ a principal cascata de
sinalizacdo ativada pela PGE, que sensibiliza canais TRPV1,
com uma importante contribuicdo para a sensibilizacdo de
neurdnios do (JULIUS; BASBAUM, 2001; SCHNIZLER et al.,
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2008). Ademais, estudos demonstram que camundongos knockout
para TRPV1 tem uma acentuada reducdo da hiperalgesia térmica
induzida por PGE, (MORIYAMA et al., 2005) e ainda, inibidores
de PKA (como KT5720) bloqueiam o efeito da PGE, em
neurénio do GRD (SCHNIZLER et al., 2008).

A acdo da subunidade reguladora da PKA depende de
proteinas ancoradoras, que a posicionam e facilitam a associacao
aos substratos, por exemplo, aos canais TRPV1 (BEENE;
SCOTT, 2007; SCHNIZLER et al., 2008). A familia de proteinas
de ancoragem A (AKAP) é composta por mais de 50 proteinas
com diferentes funcdes nas sinalizacBes e distribuicdo pelos
tecidos, com expressdao de pelo menos quatro membros dessa
familia (AKAP15/18, AKAP150, AKAP250 e Yotiao) no GRD
(WONG; SCOTT, 2004). Neste sentido, a AKAP150 é expressa
em grande parte de neurdnios TRPV1+ do GRD e é essencial
para a sensibilizacdo induzida por PGE,/PKA destes canais
(SCHNIZLER et al., 2008). Em animais com mutac&o no sitio de
ligagdo para PKA na AKAP150 (camundongos A36), ocorre uma
acentuada reducdo da hiperalgesia térmica ao calor induzida por
PGE,. Além disso, a inibicdo farmacolégica da AKAP 150, com
0 peptideo Ht31, é capaz de bloquear o efeito potencializador da
PGE, e FSK em canais TRPV1 (SCHNIZLER et al.,, 2008;
RATHEE et al., 2002).

A AKAP150 também tem capacidade de organizar
complexos multiprotéicos, por exemplo, ao posicionar a PKA e
PKC préximas a canais TRPV1. De maneira muito interessante,
também facilita a formagdo de complexos protéicos de ACs e
TRPV1 e a dissociacdo de AC de um complexo de AKAP150-
TRPV1 em neurbnios do GRD abole a sensibilizacdo de canais
TRPV1 induzida por FSK e PGE, (EFENDIEV et al., 2013).
Assim, as proteinas AKAP sdo componentes moleculares da
maquinaria celular que parecem controlar o estado de
hiperalgesia ao calor de maneira dependente da via de sinalizacdo
AMPCc/PKA e da sensibilizagdo de canais TRPV1. Neste
contexto, parece pertinente sugerir uma possivel interacdo da
glucomanana com os complexos proteicos de AKAPs contendo
principalmente ACs, PKA ou TRPV1, e explicaria a reducéo
somente da hiperalgesia ao calor encontrada com a GM,
elucidando um mecanismo de acdo onde ha associacdo de fatores
nociceptivos coordenados por uma proteina central, neste caso a
AKAP150.
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Tanto a PKA quanto PKC participam dos processos de
nocicepcdo e sensibilizacdo de nociceptores, mas pode haver uma
diferenca temporal de acdo. Por exemplo, a sensibilizacdo aguda
e hiperalgesia induzida por PGE, sdo atenuadas por inibidores da
PKA (VASKO et al., 2014). Entretanto, na inflamag&o cronica ou
apo6s exposicdo repetida a PGE,, a sensibilizacdo induzida por
esse prostandide é mantida e ndo é mais inibidas por inibidores de
PKA. Ao invés disso, 0 aumento na excitabilidade de neurdnios
sensoriais e a hiperalgesia induzidos por PGE, passam a ser
reduzidos por inibidores de PKC (VASKO et al., 2014).

A PKC é uma cinase da subfamilia de AGCs (PKA, PKC
e PKG). Os membros desta subfamilia compartilham o dominio
cinase catalitico altamente conservado e um dominio de
regulacdo, que é menos conservado, mas € responsavel pela
ligagdo dos ativadores e de proteinas de ancoragem (LIM;
SUTTON; RAO, 2015). A PKC representa uma familia de
enzimas envolvidas em vias de sinalizacdo que especificamente
fosforilam substratos em residuos de serina/treonina. Ademais,
elas podem ser classificadas em trés grupos, de acordo com
aspectos estruturais e requisitos de ativacdo: i) as isoenzimas
convencionais [c (a, BI, BII € y)] que sdo dependentes de célcio e
diacilglicerol (DAG), ii) as isoenzimas originais [n(3, €, n ¢ 0)],
gue sdo independentes de calcio mas dependente de DAG e iii)
atipicas [a(§ e M1)] que sdo independentes de célcio e DAG (LIM,;
SUTTON; RAO, 2015; VELAZQUEZ, MOHAMMAD;
SWEITZER, 2007).

Perifericamente, essas isoenzimas sdo ativadas por um
grande namero de substancias liberadas em resposta a uma lesao,
entre elas a bradicinina, endotelina-1, prostaglandinas e citocinas,
entre outras. Quando ativadas, essas cinases fosforilam varios
componentes celulares, incluindo enzimas, canais ibnicos e
receptores de membrana (LIM; SUTTON; RAO, 2015;
VELAZQUEZ; MOHAMMAD; SWEITZER, 2007). Neste
sentido, evidéncias sugerem que a PKC pode fosforilar substratos
como canais TRPs e ASIC, particularmente o termosensor
TRPV1. Assim, tanto a PKC quanto PKA fosforilam canais
TRPV1 e este evento constitui um sinal especifico que sustenta os
processos dolorosos (WANG et al., 2015a). Nas terminacgdes
centrais dos aferentes primarios, a PKC influencia na liberacédo de
neurotransmissores, regulando assim a atividade dos receptores
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NK-1, glutamatérgicos e de CGRP nos neurdnios pds-sinapticos
do CDME (VELAZQUEZ; MOHAMMAD; SWEITZER, 2007).

Existem ativadores exdgenos classicos de PKCs, como 0s
ésteres de forbol derivados de plantas da familia Euphorbiaceae e
Thymelaceae (ARNASON; MATA; ROMEO, 1995). Esses
diterpenos sdo analogos do DAG e da mesma maneira, se ligam a
PKCs convencionais e novas, estimulando a atividade catalitica
da enzima (dominio C1) (CASTAGNA et al.,, 1982; OHNO;
NISHIZUKA, 2002). Em experimentos in vitro, os ésteres de
forbol produziram excitacdo direta de aferentes primarios (LENG
et al., 1996; SCHEPELMANN; MESSLINGER; SCHMIDT,
1993) e a injecdo periférica de ativadores de PKC produzem
nocicepcdo espontanea, hiperalgesia térmica e alodinia mecanica
em roedores (SOUZA et al., 2002). Além disso, algumas
evidéncias mostraram que a fosforilagdo (ativacdo) da PKC é
fundamental para a sensibilizacdo central e nocicepcao
persistente induzida por formalina em ratos (CODERRE, 1993).
Recentemente, a 3-D-Glucana (GL), um polissacarideo isolado do
cogumelo Pleurotus pulmonarius (Fr.) Quel.,, apresentou
atividade antonociceptiva em camundongos, inclusive reduzindo
as repostas nociceptiva induzida pelo PMA, um ativador de PKC.
Além disto, foi confirmado que o efeito antinociceptivo da GL
depende da inibi¢do da ativagdo da PKCe pelo éster de forbol
(BAGGIO et al., 2012). No presente estudo, foi demonstrado que
a GM administrada sistemicamente promoveu acentuada reducéo
do comportamento nociceptivo induzido pelo ativador de PKC, o
PMA, indicando que a inibigdo da PKC também contribui para o
efeito terapéutico apresentado pelo polissacarideo GM.

Neste ponto, é importante ressaltar alguns aspectos como:
1) o efeito antinociceptivo da GM nos modelos de nocicepgéo
espontanea com a participacdo da via de receptores EP/PKA; 2) a
capacidade da GM de reduzir a nocicepcdo causada pelo ativador
da PKC, o PMA; 3) o efeito sisttmico e periférico da GM de
reduzir a hiperalgesia térmica (calor); e 4) a sensibilizacdo de
canais TRPs por PKA e PKC; Ainda, a B-glucana GL (P.
pulmonarius) também demonstrou que promove antinocicepcao
(analgesia) no modelos de nocicepcdo espontanea induzida por
agonistas do canais TRPA1, TRPM8, TRPV1 e ASIC (BAGGIO
et al., 2012). Em conjunto, estas observacdes permitem formular
a seguinte hipotese: serd que a GM, a exemplo da GL, pode
também promover a inibicdo de canais TRPs e ASIC?
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Diferentes substancias obtidas de produtos naturais, como
a capsaicina (componente da pimenta), mentol (componente da
menta) e cinamaldeido (sushtancia encontrada na canela), causam
dor e contribuiram de maneira marcante para a descoberta e
caracterizacdo dos canais ibnicos pertencentes aos membros da
superfamilia de canais TRPs. Atualmente os TRPs sdo
considerados os principais detectores de estimulos quimicos e
térmicos expressos em nociceptores (JULIUS, 2013; MICKLE;
SHEPHER; MOHAPATRA, 2015). Especialmente 0s canais
TRPV1, TRPM8 e TRPAL que estdo envolvidos na sinaliza¢éo
de deteccdo de estimulos térmicos e quimicos e na producdo de
dor aguda e persistente (JULIUS, 2013; SISIGNANO et al.,
2014; TABERNER et al., 2015). Os TRPs sdo amplamente
expressos em varios tipos de células e desempenham papel chave
na regulacdo de vérias funcbes (YOO; LIM; HWANG, 2013).
Notavelmente, esses termosensores polimodais (que respondem a
ambos os estimulos, fisicos e quimicos) tem sua atividade
modulada por agentes lipidicos algicos e outras substancias
liberadas no tecido lesado (TABERNER et al.,, 2015). Por
exemplo, o mediador lipidico PGE, tem acdo em nociceptores,
particularmente  na  sensibilizacdo de canais TRPV1
(MORIYAMA et al., 2005). Corroborando, camundongos
knockout para TRPV1 ndo desenvolvem hipersensbilidade
térmica apés inflamagdo periférica com CFA e nem apds PGE,
(PALAZZO et al.,, 2010). Essas alteracGes observadas na via
nociceptiva envolvendo o termosensor TRPV1 podem explicar a
sensibilizacdo ao calor (hiperalgesia) induzida por PGE,
(NAMER et al., 2015). Esse fato nos chamou atengéo, pois como
discutido até aqui, a GM apresentou efeito em modelos de
nocicepcdo causados por PGE, ou por agentes que promovem a
sua liberagdo. E, notavelmente, a GM foi capaz de reduzir
somente a hiperalgesia ao calor induzida por este prostandide,
ndo apresentando efeito na alodinia mecénica. Considerando o
importante papel dos canais TRPV1 na sensibilidade térmica e
nociceptiva, 0 passo seguinte foi investigar a participacdo desses
canais no efeito antinociceptivo da GM.

O receptor TRPV1 é um canal ibnico que serve como
alvo molecular da capsaicina e além de ser ativado por
substancias naturais, também detectam calor nocivo (com limiar
térmico >43 °C) ou prétons (pH reduzido), os quais sdo
conhecidos por causar dor in vivo (NUMAZAKI; TOMINAGA,
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2004). Estudos utilizando abordagens genéticas evidenciaram que
camundongos knockout para TRPV1 apresentaram reducdo
completa das respostas fisioldgicas e comportamentais
promovidas pela capsaicina. Entre elas a diminuicdo parcial nas
respostas ao calor nocivo e resposta normal a estimulos
mecanicos nocivos (CATERINA et al., 2006; BOLCSKEI et al.,
2005; DAL, 2015). Dessa maneira, esses estudos reafirmaram que
0 TRPV1 é essencial para as submodalidades sensoriais de dor e
hiperalgesia térmica e 0 mecanismo para estes processos parece
envolver alteragGes relacionadas a inflamagdo/dano tecidual
(NUMAZAKI; TOMINAGA, 2004). Por exemplo, 0s processos
inflamatdrios normalmente levam a uma reducéo do pH e acidez
tecidual, e os canais TRPV1 podem ser diretamente ativados por
prétons presentes no tecido e levar a transmissdo nociceptiva
(REEH et al., 2001). Assim, os canais TRPV1 sdo considerados
termosensores chave no desenvolvimento da hipersensibilidade
ao calor (MORIYAMA et al., 2005; PALAZZO et al., 2005;
REEH et al., 2001).

Para a avaliacdo dos TRPs, foi utilizado o modelo de
nocicepgdo induzida pela injecdo ipl. de agonistas seletivos destes
transdutores. No caso do TRPV1, foi usado a capsaicina como
ativador do canal e indutor de nocicepcédo. A injecdo periférica de
capsaicina induziu comportamento nociceptivo nos camundongos
e o tratamento prévio com o antagonista vermelho de ruténio
(VR) reduziu esse tempo de reacdo parcialmente, validando a
ativacdo de canais TRPV1 no modelo. A administracdo sistémica
de GM foi capaz de reduzir acentuadamente e de maneira
dependente da dose, a nocicepcdo induzida pelo agonista de
canais TRPV1, capsaicina. Contudo, a GM ndo apresentou efeito
antinociceptivo periférico frente a capsaicina. Esses resultados
indicam que provavelmente a GM ndo atua diretamente nos
receptores TRPV1, presentes nas fibras aferentes primarias. No
entanto, pode-se sugerir que a GM estaria atuando em vias de
sinalizacdo subsequentes a ativacdo desses receptores ou
modulando a liberacdo de mediadores pelo terminal central da
fibra aferente na sinapse com o0s neurdnios nociceptivos de
segunda ordem. Ainda, esses dados coletivamente podem sugerir
que a redugdo da hiperalgesia ao calor observada com a GM,
deve-se em parte, a alguma interacdo com canais TRPV1,
possivelmente através da via de sinalizacdo AMPc/PKA, podendo
envolver também a PKC, considerando o efeito antinociceptivo
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no modelo do PMA e também as possiveis interacbes com
proteinas ancoradoras como a AKAP150.

Assim como os canais TRPV1, os canais TRPAL também
estdo envolvidos na transdugdo de estimulos quimicos e fisicos,
sendo considerados transdutores polimodais. Seu papel como
detector de frio ainda é controverso (STORY et al.,, 2003),
contudo ha um consenso generalizado de que o TRPAL
desempenha um papel importante na quimionocicepcao, servindo
de detector quimico para irritantes que induzem dor aguda e
inflamatéria (ANDRADE et al.,, 2012, BASBAUM, 2009;
BAUTISTA et al, 2012). Os canais TRPA1l sdo ativados
diretamente  por substincias quimicas irritantes como
alilsotiocianato, alicina, cinamaldeido, formalina (BANDEL et
al., 2004; JORDT et al., 2004; BAUTISTA et al., 2005), por
temperatura (< 18 °C) e estimulos mecénicos e 0SmOticos
(STORY et al., 2003; JULIUS, 2013; DAI, 2015). Neste
contexto, mediadores inflamatérios como bradicinina e
prostaglandinas podem indiretamente ativar esses canais,
relacionando assim sua ativagdo com situacdes inflamatdrias (DA
COSTA et al, 2010), e hipersensibilidade térmica
(PERTOVAARA; KOIVISTO, 2011).

De maneira interessante, canais TRPA1 tem uma alta co-
expressdo com TRPV1 em fibras nociceptivas de pequeno
didmetro (DAI, 2015; STORY, 2003). Esses termosensores
polimodais além de mediar a hipersensibilidade ao frio associada
aos processos inflamatérios (STUCKY et al., 2009), também
apresentam um papel importante na transducdo de estimulos
mecanicos nestas condi¢Bes. Entretanto, o papel dos canais
TRPAL na transmissdo nociceptiva ao nivel espinal ainda ndo é
bem estabelecido (KOSUGI et al., 2007; KLAFKE et al., 2012).

Avaliando a participacdo dos canais TRPA1 no efeito da
GM, foi observado que a administracdo sistémica e,
supreendentemente, a periférica deste polissacarideo reduziu de
maneira significativa a nocicep¢do induzida pelo agonista de
TRPAL, o cinamaldeido. A administracdo do controle positivo,
canfora (antagonista TRPA1l) e o efeito de reducdo do
comportamento nociceptivo evidenciaram a participacdo dos
canais TRPAL neste modelo. A relagdo dessas informacdes
discutidas sobre TRPAL e sua participa¢do na hiperalgesia, com
os dados obtidos com a GM é contraditéria. Esperava-se
encontrar efeito na redugdo da alodinia mecénica induzida por
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PGE,. Isso considerando a participacdo de canais TRPAL neste
modelo e o efeito da GM (sistémico e periférico) na nocicepcao
induzida pelo agonista do canal. Contudo, a abordagem
experimental utilizada aqui para verificar a participacdo de TRPs
no efeito da GM, avaliou somente a dor espontanea induzida por
agonistas desses canais e ndo a hiperalgesia. Desta maneira, ndo
se pode fazer uma relagdo direta com o efeito apresentado na
alodinia mecanica e na hiperalgesia ao calor.

Corroborando com os outros dados da GM, alguns
estudos tém demonstrado que os canais TRPAL parecem exercer
um relevante papel na transmissdo nociceptiva em modelos
inflamato6rios como o CFA e a formalina. Por exemplo, tanto o
blogueio farmacologico dos canais TRPAL, utilizando um
antagonista seletivo (HC-030031), quanto a delecdo génica desses
canais, utilizando animais knockout, diminuem de modo
significativo as respostas nociceptivas a formalina (McNAMARA
et al., 2007; STUCKY et al., 2009). Ademais, a fosforilacdo do
TRPAL e TRPV1 pela PKC e PKA sensibiliza esses canais frente
a acdo de mediadores inflamatérios (BHAVE et al., 2003) e o
blogueio desse processo também poderia contribuir para o efeito
analgésico da GM. Embora o mecanismo exato da participacdo de
canais TRPA1 na transmissdo nociceptiva ainda ndo esteja
completamente elucidado (PETRUS et al., 2007; WANG et al.,
2008; BASBAUM et al., 2009), mais estudos investigando a
participacdo destes canais bem como o efeito da GM na
hiperalgesia ao frio sdo necessarios.

Os canais TRPM8 sdo ativados por uma variedade de
agentes naturais e sintéticos, como o mentol, bem como por
estimulos térmicos (frio), com um limiar médio de ativacdo de <
26 °C (JULIUS, 2013). Assim como TRPV1, o TRPM8 é um
homotetramero ndo seletivo, mas com acentuada permeabilidade
ao calcio (MCCOY et al., 2011, McKEMY et al., 2002). Esse
canal é expresso por menos de 15% de todos os neurdnios
somatossensorial, sendo principalmente encontrados nas fibras
aferentes do tipo C e Ad. Um subconjunto destas fibras, as
denominadas de TRPM8-positivas, podem co-expressar TRPV1
(TAKASHIMA; MA; MCKEMY, 2010) e/ou CGRP, mas uma
grande parte dos neurbnios TRMP8 ndo expressam outros
marcadores nociceptivos. Assim, elas sdo caracterizadas como
uma populacdo de fibras sensoriais anatdmica e funcionalmente
Unicas (KOBAYASHI et al., 2005). Estudos recentes utilizando
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técnicas de ablagdo celular seletiva de neurbnios contendo
TRPM8 demostraram que esse canal é importante para a
sensibilidade ao frio nocivo (DAL, 2015). O mentol é um terpeno
ciclico presente no género Mentha, dando a essas plantas cheiro e
sabor caracteristico, induz sensacdo de refrescancia através da
ativacdo de terminais nervosos periféricos, servindo como
agonista de receptores TRPM8 (MCKEMY et al., 2002; PEIER et
al., 2002). Além disso, ja foi observado que o mentol pode
induzir sensacBes nociceptivas de queimacdo, ardor ou
formigamento (GREEN, 1992; WASNER et al., 2004; GREEN,
2005). Quando aplicado topicamente, o mentol pode induzir
hiperalgesia ao frio (NAMER et al., 2005).

Neste trabalho, o agonista de canais TRPM8, mentol, foi
capaz de induzir nocicepgdo espontanea nos camundongos. E a
administragdo sisttmica da GM reduziu de maneira dependente
da dose, o comportamento nociceptivo induzido pelo mentol.
Devido a falta de um antagonista seletivo adequado, neste
experimento ndo fomos capazes de determinar se a resposta ao
mentol realmente resultou da ativacdo de canais TRPMS.
Contudo, a GM administrada perifericamente ndo apresentou
efeito antinociceptivo na nocicepgdo do mentol.

Diversos estudos tém demonstrado que os proétons
podem promover a ativacdo direta de nociceptores, bem como
hiperalgesia e que TRPV1 e ASICs sdo canais i6nicos sensores de
prétons. Na verdade, a reducdo do pH (acidificacdo) tecidual para
baixo de 5 ocorre numa variedade de patologias dolorosas, assim
0s prétons parecem estar envolvidos na geragdo de dor
inflamatdria (DEVAL et al., 2004; PREMKUMAR et al., 2005;
UGAWA et al., 2005; WANG et al., 2008).

Os canais ASICs sdo considerados um dos mais
importantes receptores que percebem mudancas de pH no
organismo.  S&o canais catidnicos voltagem-independente,
permedaveis principalmente a Na+, e expressos em neurdnios de
todo o sistema nervoso central e periférico (KWEON; SUH,
2013). Em mamiferos, existem quatro genes (ACCN 1-4) que
codificam pelo menos seis subunidades desse canal: ASICla,
ASIC1b, ASIC2a, ASIC2b, ASIC3, e ASIC4 (WEMMIE;
PRICE; WELSH, 2006). Entre as subunidades de ASIC, a
ASIC3, é o sensor de pH mais essencial para a dor, e se distribui
por fibras nociceptivas que inervam os mdsculos cardiacos e
esqueléticos, articulagbes e ossos (KWEON; SUH, 2013). Nestes
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tecidos, o metabolismo anaerébico durante o exercicio intenso ou
lesdo do tecido induz o acimulo de lactato e prétons, resultando
na ativacdo de nociceptores. Além disso, a inflamacéo e lesdo dos
tecidos aumenta os niveis de expressdo de ARNm para ASICla,
ASIC2b, e ASIC3 em neur6nios do GRD (KWEON; SUH, 2013).
Assim como os canais TRPs, a ativacdo do ASIC é importante
para sensibilizar nociceptores cutaneos e é regulada por
mediadores inflamatérios, tais como a bradicinina, &cido
araquidénico, e oxido nitrico (WANG et al., 2008; KWEON;
SUH, 2013). Avaliando o efeito da GM foi observado que a
administracdo prévia reduziu a nocicep¢do induzida por &cido
(pH 5,5). Confirmou-se que a resposta nociceptiva induzida por
solucdo salina acidificada foi inibida pelo tratamento com
amilorida, um blogueador dos canais de ASIC. Assim, o efeito
antinociceptivo da GM contra inje¢do ipl. de solucdo salina
acidificada pode ser explicada pela capacidade deste
polissacarideo interagir com ASIC ou canais TRPV1, entretanto a
GM ndo apresentou efeito quando administrado perifericamente
neste modelo. Coletivamente, esses resultados indicam que
provavelmente a GM ndo atue diretamente nos receptores que
estdo presentes nas fibras aferentes primarias, com excec¢do ao
canal TRPAL. No entanto, pode-se sugerir que a glucomanana
estaria atuando em vias de sinalizacdo subsequentes a ativacdo
desses receptores ou modulando a liberacdo de mediadores pelo
terminal central da fibra aferente.

Existem dois grandes subconjuntos de aferentes primarios
nao mielinizados (Fibras C) envolvidos no processamento da dor.
As fibras TRPV1+, que expressam o canal e uma populacdo de
fibras ndo peptidérgicas, as fibras MrgprD+, que compreendem a
maioria dos aferentes cutdneos (ZYLKA et al., 2003, ZYLKA,
2005; BASBAUM et al., 2009). As diferengas anatdbmicas, como
a expressao de peptideos e as laminas do CDME para qual se
projetam, contribuem para a deteccdo de modalidades sensorias
especificas pelas diferentes fibras no processamento da dor
(BASBAUM et al., 2009; ZHANG et al., 2013). Neste sentido,
estudos demonstraram que a injecdo intratecal de capsaicina
promove uma ablacdo das fibras TRPV1+ centrais,
“dessensibilizando” neurénios do CDME bem como os terminais
centrais de aferentes primarios TRPV1+. A ablacdo seletiva
dessas fibras produz uma perda quase completa da capacidade de
resposta ao calor nocivo sem alterar a resposta a estimulos
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mecanicos ou de frio nocivo (ZHANG et al, 2013;
CAVANAUGH et al., 2009).

No presente estudo foi utilizada a abordagem de ablacéo
de fibras TRPV1+ através da inje¢do intratecal de capsaicina para
explorar o papel dessas fibras no efeito antinociceptivo da GM.
Em conformidade com a literatura, a injecdo de capsaicina
intratecal induziu ablacdo de fibras TRPV1+, reduzindo a
sensibilidade ao calor dos animais. E de maneira surpreendente, a
injecdo de capsaicina intratecal praticamente aboliu a nocicepcao
espontanea induzida por PGE,. A auséncia de resposta
nociceptiva nos impossibilitou avaliar o efeito da GM neste
modelo e confirmar a dependéncia de fibras TRPV1+ na sua
acdo. Porém, os dados obtidos sdo importantes e contribuem para
discussdo dos mecanismos de acdo da GM, mostrando que o
processamento da nocicep¢do induzida pelo mediador PGE,
envolve as fibras C (TRPV1+). Aliado ao fato que 0 GM teve um
acentuado efeito de reduzir a nocicep¢do espontanea e
hiperalgesia térmica induzidas por esse prostandide, sugerindo
que pelo menos em parte, o efeito da GM ocorre através da
participagdo das fibras TRPV1+.

Considerando o efeito da GM em modelos de dor aguda e
de hiperalgesia térmica, que aparentemente ocorrem através da
via de sinalizacédo ativada por PGE; e por canais TRPs expressos
em fibras C, o questionamento seguinte foi se a GM seria efetiva
em um modelo inflamatdrio crbnico, ou seja, se seria capaz de
reduzir as hipersensibilidades térmica e mecanicas comumente
associadas a estados inflamat6rios crénicos.

Neste trabalho, 0 modelo utilizado para mimetizar um
estado inflamatdrio cronico foi 0 modelo de inflamagcédo periférica
induzida pela injecdo ipl. de CFA. A hipersensibilidade foi
avaliada através da aplicacdo de filamentos de von Frey (para
verificar a alodinia mecénica) e de calor radiante (para a
hiperalgesia térmica ao calor). A administracdo sistémica de GM
reduziu a hiperalgesia ao calor por até uma hora, mostrando
novamente ter efeito anti-hiperalgésico ao calor. O processo
inflamatdrio gerado pelo CFA persiste por dias, permitindo
avaliar o efeito de repitidas administragdes da GM, nas avaliagdes
feitas ao longo de oito dias a GM mostrou o mesmo perfil de
reducdo da hiperalgesia ao calor.

E consenso na literatura que a inflamagdo periférica
induzida por CFA estd associada ao surgimento de hiperalgesia
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mecanica e térmica (frio e calor) (FERREIRA et al., 2001;
BIANCHI et al., 2007), o que pode ser observado neste trabalho.
Além disto, alguns estudos também indicam que a
hipersensibilidade associada ao processo inflamatério induzido
por CFA ¢ reduzida por AINEs, indicando a participacdo de PGs
no processamento nociceptivo neste modelo (BIANCHI et al.,
2007; FUTAKI et al., 2009). A PGE; e seus GPCRs induzem
sinalizacBes celulares como a ativagdo de PKA e PKC, que
fosforilam alvos como o canal TRPV1, diminuindo seu limiar de
ativacdo e promovendo a hiperalgesia ao calor. Considerando que
a hipotese para o efeito da GM esta relacionada com a modulagéo
da via de sinalizacdo da PGE, e possivelmente com canais
TRPV1, o efeito em reduzir a hiperalgesia térmica neste modelo
inflamatério persistente parece se justificar. Alguns estudos
demonstram a participagdo de canais TRPAL na transducdo de
estimulos mecanicos em condi¢des inflamatérias (PETRUS et al.,
2007; DA COSTA et al., 2010). Considerando que a GM teve
efeito periférico e sistémico na nocicepcao induzida pelo agonista
desses canais (cinamaldeido), era esperado que a alodinia
mecanica induzida por CFA fosse reduzida. No entanto, a GM
ndo apresentou efeito na hipersensibilidade mecanica, assim
como na PGE,. O motivo pelo qual a GM nao apresenta efeito na
alodinia mecénica ainda néo esta claro, mas estudos demonstram
que a participagdo do TRPAL na transmissdo nociceptiva também
nao estd completamente elucidada (STUCKY et al., 2009;
PETRUS et al., 2007; WANG et al., 2008; BASBAUM et al.,
2009). Segundo Lennertz e colaboradores, a resposta a
estimula¢do mecénica ap6s inflamagdo com CFA esta aumentada
em um conjunto de fibras C sensiveis a estimulos mecanico e
frio. Apesar da maioria das fibras positivas para TRPAL também
expressar TRPV1 (STORY et al., 2003), a GM pode atuar
somente em uma subpopulacdo de fibras termosensiveis
especificas para o calor, que expressam somente TRPV1.

O trauma advindo de uma cirurgia implica em alteracdes
fisioldgicas e emocionais que, se nao controladas adequadamente,
predispdem o paciente a complicacbes e também a um maior
periodo de internacdo. Entre as condi¢cdes que podem afetar a
recuperacdo do individuo, a dor merece destaque. E um
fendmeno muito frequente no pds-operatdrio e pode resultar em
sofrimento e exposicdo do paciente a riscos desnecessarios
(KEHLET; HOOLTE, 2001; MEDRZYCKA-DABROWSKA et
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al., 2015). Além disso, muitos pacientes sentem dor moderada a
grave, especialmente no decorrer de atividades cotidianas,
afetando a sua recuperacdo (KEHLET; HOOLTE, 2001;
CHAORAN, 2011). O controle da dor pés-operatéria ainda é um
problema, pois os tratamentos atuais tém eficicia limitada
(CHAORAN, 2011; KEHLET; HOOLTE, 2001). A terapia de
controle se baseia no uso de ferramentas farmacoldgicas como
analgésicos opioides, que apresentam muitos efeitos colaterais,
incluindo nausea, sedacdo e depressdo respiratoria. O blogueio
local com anestésico também é usado, mas tem a limitacdo de ser
de curta duracdo, e uso de AINEs, que apresentam varios efeitos
secundarios indesejaveis (BALLANTYNE et al., 1998).

Nos ultimos anos, modelos animais de dor incisional
foram desenvolvidos, destacando-se o0 modelo criado por Brennan
et al. (1996) e adaptado para camundongos por Pogatzki e Raja
(2003). Neste modelo s@o observados comportamentos
nociceptivos como dor espontdnea, hiperalgesia e alodinia,
mimetizando, até certo ponto, a dor cirdrgica em humanos
(BRENNAN et al, 2005; RICHMOND et al., 1993). A
hiperalgesia mecanica e térmica que se desenvolve na area da
incisdo deve-se a alteragBes nas vias nociceptivas, como a
sensibilizagdo da fibra aferente primaria que ocorre no local da
incisdo. Esse evento reflete em alteracGes no campo receptivo dos
neurénios no CDME, contribuindo para o processo de
sensibilizagdo central (ZAHN; BRENNAN, 1999b; ZAHN;
BRENNAN, 1999a; POGATZKI; RAJA, 2003). Além disso,
Pogatzki e colaboradores mostraram que fibras Ad e fibras C sdo
sensibilizadas pela incisdo e que a ativacdo de nociceptores
silenciosos tem um papel importante na manutencdo da
hiperalgesia ap6s a incisdo (POGATZKI; RAJA, 2003). Embora
0s mecanismos envolvidos na dor pds-operatoria ainda nao
estejam totalmente compreendidos, as pesquisas vem sugerindo a
participacdo de canais e receptores especificos nos processos de
sensibilizagdo (POGATZKI et al., 2003; BRENNAN, 2002).
Neste sentido, o canal TRPV1 parece ser um alvo molecular
importante nos processos de sensibilizacdo térmica neste modelo.
Um estudo com camundongos com dele¢do para TRPV1 concluiu
gue esses canais sd0 necessarios para o desenvolvimento de
hiperalgesia ao calor, mas ndo para a hiperalgesia mecénica
(POGATZKI-ZAHN et al., 2005).



131

Levando em consideragdo que 0s mecanismos envolvidos
na sensibilizacdo e hiperalgesia ao calor ap6s incisao parecem ser
alvos de acdo da GM, como os canais TRPV1, foi avaliado o
efeito deste polissacarideo no modelo de incisdo plantar. De
encontro a literatura, a incisdo plantar induziu hiperalgesia
térmica ao calor e a administragdo sistémica repetida de GM foi
capaz de impedir a reducdo da laténcia da pata somente no
segundo dia pds-operatério, com efeito terapéutico de trinta
minutos. Comparado ao efeito encontrado na hiperalgesia no
modelo de CFA, a a¢do da GM na dor pés-operatéria foi bem
mais discreta. Ja estd bem estabelecido que canais TRPV1
participam na nocicepcdo e hiperalgesia térmica, tendo papel
central na dor inflamatdria e incisional, porém os mecanismos
envolvidos sdo diferentes. Por exemplo, aparentemente o
aumento na expressdo de canais TRPV1 no GRD que acontece na
inflamac&o, ndo ocorre apés a incisdo (POTGAKZI-ZAHN et al.,
2005). Assim, essa diferenca de efeito pode estar relacionada ao
fato de estados distintos de dor apresentarem conjuntos de
mecanismos nociceptivos diferentes.

Na busca por moléculas bioativas com potencialidade
para o desenvolvimento de novos medicamentos clinicamente
Uteis questBes como eficicia e seguranga devem ser levadas em
consideragdo. Em virtude do efeito antinociceptivo apresentado
pela GM em modelos de dor aguda e persistente e do baixo efeito
toxico descrito para polissacarideos junto a “facilidade” em sofrer
modificacdes, a glucomanana GM parece ser uma molécula
natural interessante para fins terapéuticos do controle da dor.
Dessa maneira, avaliamos a seguranga e 0s possiveis efeitos
inespecificos e/ou deletérios da administracdo sistémica da GM.
Foram verificados parametros relacionados ao ganho de peso,
peso de alguns drgdos vitais, parametros bioquimicos como perfil
lipidico e marcadores de funcdo hepatica e parametros
hematoldgicos. A avaliacdo de um efeito sedativo da GM também
foi realizada com o0 modelo de sedacdo induzida por cetamina.

A administracdo sistémica didria de GM durante onze
dias ndo alterou o peso corporal dos animais e hem 0 peso dos
6rgdos vitais, exceto 0 peso do baco. O baco é o maior érgéo
linféide secundario do corpo, contendo cerca de um quarto dos
linfocitos. Suas principais funcdes sdo iniciar as reacOes
imunologicas a antigenos transmitidos pelo sangue e operar como
um filtro para particulas estranhas e glébulos vermelhos velhos



132

ou danificados. Essas funcGes sdo realizadas por dois
compartimentos principais do bago, a polpa branca e a polpa
vermelha. A polpa vermelha compreende uma extensa rede de
seios venosos que atuam como filtros, interceptando eritrécitos
velhos ou danificados que serdo fagocitados pelos macrofagos
(CESTA, 2006; ADEMA, 2009). Ja a polpa branca esta envolvida
com o inicio de respostas imunitarias contra antigenos
transmitidas pelo sangue e agentes patogénicos. E formada por
varios tipos celulares como linfécitos T CD4+ e CD8+, células B
migratérias e mondcitos/macréfagos, e é organizada em trés
regides: a zona de células T ou bainha periarteriolar (PALS), os
foliculos de células B e a zona marginal (reservatorio de células
residentes como os macréfagos) (CESTA, 2006; HEY; O'NEILL,
2012). Em humanos, o baco de um individuo adulto pesa em
torno de 150 g, com aproximadamente 11 cm de comprimento
(no sentido crénio-caudal). No entanto, em algumas condigdes
observa-se um aumento do seu peso, e quando atinge 400-500 g é
considerado como uma esplenomegalia, tornando-se palpavel
entre 750 g a 1.000 g. As causas da esplenomegalia sdo variadas,
mas podem envolver processos congestivos, infiltrativos,
infecciosos, hematoldgicos, inflamatdrios infecciosos ou néo e
doencas priméarias do bago. No entanto, muitos dos mecanismos
de aumento esplénico ocorrem por formas exageradas da propria
fungdo normal do 6rgdo (NOVARETTI, 2006; DE LIMA;
PEREIRA, 1999).

Levando em consideragdo os fatos citados, o efeito
secundério da GM de aumentar o peso do bago, pode se dar por
uma interagdo com células residentes desse 6rgdo, por exemplo,
macréfagos e/ou linfdcitos, induzindo proliferacdo e assim o
aumento. Neste sentido, estudos demonstram que alguns
polissacarideos, como as p-glucanas, apresentam ac0es
imunomoduladoras, podendo atuar diretamente em macrdfagos
ou induzir proliferacdo de linfécitos em cultura (SCHEPETKIN;
QUINN, 2006; LEI et al., 2015). Aparentemente ndo foi
observado nenhum outro sinal nos animais, como perda de peso e
anemia, desta maneira essa alteracdo encontrada pode se dar
dentro dos limites fisioldgicos do 6rgdo. Aliado a isso, em
humanos o bago tem que aumentar em torno de trés vezes para
ser considerado em esplenomegalia, 0 que ndo aconteceu com 0s
animais que receberam GM. No entanto a anélise hematoldgica
mostrou uma reducdo no ndmero de leucdcitos totais no grupo
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que recebeu GM diariamente. Buscando na literatura, observou-
se que a reducdo do nimero de leucdcitos totais pela GM ndo
pode ser associado a um efeito deletério. Tal afirmativa esta
pautada no fato que os valores no numero de leucdcitos
encontrado no nosso estudo é semelhante ao de camundongos
Swiss saudaveis de biotérios nacionais e internacionais
(BRANCO et al.,, 2011). Assim, essas alteragdes encontradas
necessitam de estudos futuros, como histologia e ensaios in vitro,
gue fornecam informacdes sobre esse efeito inespecifico da GM
no baco e possivelmente no sistema imune. E apesar de
inesperado, o efeito secundario encontrado também pode
possibilitar estudos para novos fins e aplicacfes terapéuticas para
a GM, por exemplo, explorando um efeito anti-tumoral.

Continuando a avaliagdo da seguranca e toxicidade,
foram verificados alguns parametros bioquimicos como enzimas
hepéticas, creatinina, ureia, além de lipidios (HDL, LDL) e
glicose, e ap6s a administracdo diaria de GM durante onze dias
ndo foi encontrada nenhuma alteracdo. Além disso, é importante
salientar também que essas administracfes diarias de GM néo
modificaram o limiar sensorial mecénico e térmico ao calor dos
animais, em nenhuma avaliacdo ao longo do experimento 0s
animais que receberam GM mostraram diferenca de resposta para
0 grupo que recebeu somente salina. Uma molécula com ac¢éo
central pode ter efeitos importantes, como um efeito sedativo, que
também poderia interferir no comportamento dos animais
levando a erros na interpretacdo dos dados. Desta maneira,
utilizamos o modelo de sedacdo induzida por cetamina para
descartar um efeito sedativo da GM. Foi observado que a
administracdo sistémica do polissacarideo ndo alterou o tempo de
sedacdo induzido pela cetamina, ao contrario do controle positivo
diazepam. Este resultado nos perimte sugerir que o efeito
antinociceptivo da GM ndo é decorrente deste efeito inespecifico.
Apesar de apresentar baixa toxicidade, estes resultados da GM
sdo apenas preliminares, caso venha a ser efetivamente explorado
e desenvolvido para fins terapéuticos, serdo necessarios mais
estudos pré-clinicos aprofundados sobre os efeitos e mecanismos
da GM.

Em resumo, a glucomanana GM apresentou efeito
antinociceptivo em modelos de dor aguda e persistente com o
mecanismo que envolve os receptores EP e canais TRPs e a
sinalizacdo dependente da PKA e PKC (figura 32), além de
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apresentar boa eficacia e relativa seguranca. Pelas suas
potencialidades, a GM pode ser uma molécula bastante Gtil, por
exemplo, como base para a derivagdo quimica, gerando
compostos mais seguros e potentes.

Figura 32 - Representacdo esquematica dos possiveis
mecanismos envolvidos no efeito antinociceptivo da GM.
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Legenda: Representacdo esquematica de uma fibra aferente primaria e
sua sinapse no corno dorsal da medula espinal. No terminal periférico,
mediadores inflamatérios como prostaglandina E,, ativando receptores
EP ativam as vias e AC/AMPc/PKA e PLC/PKC. A PKC e a PKA, entre
outras a¢0es, fosforilam canais TRPV1 e TRPAL, diminuindo seu limiar
de ativagdo. A GM, por sua vez, pode exercer sua agao periférica por
blogueio direto de canais TRPAL, ou por inibicdo da fosforilagdo (e
consequente ativacdo) da PKA. Estas agOes, por sua vez, podem
diminuir a liberacdo sinaptica de glutamato e diminuir a transmissao
mediada pelos receptores de glutamto (AMPA e NMDA), cuja ativacdo
¢ parcialmente dependente de fosforilagdo mediada pela PKA. Desta
forma, as agOes centrais da GM reduzem a sensibilizaco central,
diminuindo a hipersensibilidade associada aos estados cronicos de dor.
Fonte: Cérdova M.M.
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7 CONCLUSAO

As conclusBes desse trabalho se baseiam nas seguintes
afirmacdes:

- A GM apresenta efeito antinociceptivo na nocicepcao
espontanea induzida por formalina (fase inflamatéria), PGE, e
FSK;

- A GM apresenta efeito antinociceptivo, diminuindo a
hiperalgesia térmica ao calor induzida pelo PGE, sem modificar a
alodinia mecéanica induzida por esse mediador;

- A GM é capaz de prevenir a fosforilagdo da PKA,
diminuindo a nocicepcdo e a hiperalgesia ao calor induzida por
um ativador de ACs;

- Os efeitos antinociceptivos da GM também parecem
envolver a PKC e canais TRPs, sendo observada uma reducdo na
nocicepgdo induzida por PMA e agonistas destes canais;

- A participacdo das fibras TRPV1+ no efeito
antinociceptivo da GM ndo pode ser confirmada, mas
demonstrou-se que a nocicepgdo induzida por PGE; é dependente
desta subpopulacdo de neurdnios.

- A GM apresenta efeito antinociceptivo, diminuindo a
hipersensibilidade térmica ao calor em um modelo inflamatdrio
de dor persistente e na dor pés-operatéria e ndo alterou a alodinia
mecanica;

- O efeito antinociceptivo da GM ndo é decorrente de
efeitos inespecificos como a sedacao;

- A administracdo diaria de GM por um periodo de 11
dias ndo acarreta alteracGes perceptiveis em indicadores
toxicoldgicos como o percentual de ganho de peso ou peso
relativo de 6rgdos vitais como o coragdo, pulmdes, rins e figado;

- Embora a GM tenha causado um aumento no peso do
baco, ndo foram encontradas outras alteracGes significativas em
parametros hematolégicos e bioquimicos.

Assim, a glucomanana extraida do liquen H. obscurata
apresentou efeito antinociceptivo relevante nos modelos de
nocicepcdo aguda e persistente, sendo esse efeito mediado por
interacdo com a via de sinalizacdo ativada pela PGE,
(AMPc/PKA) e com canais TRP, principalmente o TRPV1 e
TRPAL. Coletivamente, os resultados indicam que a GM pode ser
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uma molécula de interesse para o desenvolvimento de novos
farmacos para o controle da dor principalmente em condicdes
inflamatdrias.
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ANEXO 1
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