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Resumo

RESUMO

O presente estudo investigou a possivel agdo antinociceptiva do extrato
etandlico (EE) obtido das raizes da Humirianthera ampla (H. ampla) em
modelos de nocicepgao quimica, mecanica e térmica em camundongos. O EE
(3-300 mg/kg) administrado pela via oral (v.0.), 1 h antes do teste, produziu
inibicdo significativa da resposta nociceptiva induzida pela injegao intraplantar
de glutamato e capsaicina, com Dlsy de 19,8 (15,6-25,2) e 20,0 (17,4-23,0)
mg/kg, respectivamente. Da mesma forma, o EE (30-500 mg/kg, v.0.) também
causou inibicao significativa da nocicepgao neurogénica e inflamatéria induzida
pela formalina. O EE (30 mg/kg), administrado pela via oral 1 h antes do teste,
causou marcante inibicdo da resposta nociceptiva induzida pela injegao
intratecal (i.t.) de glutamato, trans-ACPD, NMDA e substancia P (com inibigdes
de 8442, 41+10, 55+8 e 53+9%, respectivamente), sem afetar a nocicepcgao
induzida pelo AMPA ou cainato. O EE (30 mg/kg) também reduziu a alodinia
mecéanica, avaliada através de filamentos de Von Frey, na neuropatia induzida
pela constricdo parcial do nervo ciatico, com inibicado de 94+8%. Porém, o EE
(10-100 mg/kg, v.0.) ndo produziu aumento significativo na laténcia dos animais
no teste de retirada da cauda. O efeito antinociceptivo do EE (30 mg/kg, v.0.)
na nocicepgao causada pelo glutamato foi significativamente atenuado pela
injecao intraperitoneal (i.p.) de naloxona (1 mg/kg), L-arginina (40 mg/kg),
cetanserina (1 mg/kg), ondansetrona (0,5 mg/kg) ou WAY 100635 (0,1 mg/kg,
s.c.), mas nao pela cafeina (3 mg/kg, i.p.) ou naloxona metiodida (1 mg/kg,
s.c.). A antinocicepgdo causada pelo EE n&o esta associada a efeitos

inespecificos, como relaxamento muscular ou sedacdo. Além disso, o EE nao

vii



Resumo

foi capaz de causar alteracdo na formacado da memaria, quando analisado no
modelo de esquiva inibitéria. Em conjunto, estes resultados sugerem que o EE
da H. ampla apresenta importante atividade antinociceptiva em varios modelos
experimentais de nocicepgdo em camundongos. O seu mecanismo de acao
antinociceptiva nao esta completamente esclarecido, mas o presente estudo
mostrou que esta acao € dependente, pelo menos em parte, de uma interagao
com os sistemas opidide, serotoninérgico, glutamatérgico e com a via L-

arginina-6xido nitrico.
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Abstract

ABSTRACT

The present study investigated the possible antinociceptive actions of the
ethanolic extract (EE) obtained from roots of Humirianthera ampla (H. ampla) in
chemical, mechanical and thermal behavioural models of pain in mice. The EE
(3-300 mg/kg), given orally (p.o.), 1 h prior to testing, produced dose-dependent
inhibition of glutamate- and capsaicin-induced hindpaw licking responses, with
IDsp values of 19.8 and 20.0 mg/kg, respectively. Moreover, the EE (30-500
mg/kg, p.0.) also caused significant inhibition of both neurogenic (early phase)
and inflammatory (late phase) pain of formalin-induced licking. The EE (30
mg/kg, p.o., 1h prior to testing) caused marked inhibition of the nociceptive
response induced by intrathecal (i.t.) administration of glutamate, trans-ACPD,
NMDA and substance P (by 8442, 41+10, 55+8 and 53+9%, respectively),
without affecting nociceptive responses induced by AMPA or kainate. The EE
(30 mg/kg, p.o.) also reduced the mechanical allodynia, evaluated by von Frey
monofilament fibers, induced by partial sciatic nerve injury neuropathy, with
inhibition of 94+8%. However, the EE (10-100 mg/kg, p.o.) failed to increase the
latency response in the tail-flick test. The antinociception caused by EE (30
mg/kg, p.o.) in the glutamate test was significantly attenuated by i.p. treatment
of mice with naloxone (1 mg/kg), L-arginine (40 mg/kg), ondansetron (0.5
mg/kg), ketanserin (1 mg/kg) or WAY 100635 (0.1 mg/kg, s.c.). In contrast, EE
(30 mg/kg, p.o.) antinociception was not affected by caffeine (3 mg/kg, i.p.) or
by naloxone methiodide (1 mg/kg, s.c.). The antinociception caused by EE was
not associated with non-specific effects such as muscle relaxation or sedation.

Moreover, the EE did not impair memory processes in rats submitted to the




Abstract

inhibitory avoidance task. Together, these results provide experimental
evidences indicating that EE of H. ampla roots produces dose-related
antinociception in several experimental models of nociception in mice, through
mechanisms that involve an interaction with the L-arginine-nitric oxide pathway

and opioid, serotonergic and glutamatergic systems.




Introducéo

1. INTRODUCAO

1.1. Dor

A sensacao de dor tem um papel fisiolégico importante, funcionando
como um dos principais sintomas clinicos de alerta para a detecgdo de algo
que ameace a integridade fisica do organismo (CHAPMAN e GAVRIN, 1999).
Neste sentido, a dor € um sintoma clinicamente importante de precaucgao e,
consequentemente, limitagcdo de possiveis danos (MILLAN, 1999; WOOLF,
2000; ALMEIDA et al.,, 2004), sendo esta a reacdo mais comum entre o0s
individuos que procuram atendimento médico. Porém, a dor quando persistente
provoca reagdes emocionais negativas, tornando-se debilitante e causadora de
sofrimento (CHAPMAN e GAVRIN, 1999; JULIUS e BASBAUM, 2001; GRIFFIS
et al., 2006).

A dor é definida pela Associacao Internacional para o Estudo da Dor
(IASP) como “uma experiéncia emocional e sensorial desagradavel associada
com uma lesao tecidual real ou potencial ou descrita em termos de tal lesao”
(JULIUS e BASBAUM, 2001). A dor existe tanto como um evento sensorial do
sistema nervoso periférico e central quanto como uma profunda experiéncia
fenomenoldégica que afeta os processos de consciéncia e, portanto, a
expressao e definicao “particular” durante a dor (GIORDANO, 2005). Dentre os
transtornos que comumente ocorrem em pacientes que apresentam dor com
quadros de hipersensibilidade, pode-se citar a hiperalgesia (resposta
nociceptiva para estimulos nocivos) e a alodinia (resposta nociceptiva

aumentada para estimulos n&o nocivos) (MILLAN, 1999).
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No inicio do século vinte foi introduzido o termo nocicepg¢ao (do latim
Nocere, “lesar”); fato importante uma vez que em modelos animais, a dor é
avaliada indiretamente através da observagcao comportamental. O termo
nocicepgao refere-se apenas a parte fisiolégica da dor, sem levar em
consideragao os aspectos psicologicos que também influenciam na percepcgao
final da dor. Dessa forma, modelos animais de dor sdo de fato modelos de
nocicepgao (TJGLSEN e HOLE, 1997).

A percepcado do estimulo nociceptivo na periferia se da por estruturas
especificas situadas nas terminagdes nervosas das fibras sensoriais,
denominadas nociceptores (ou receptores da dor). Eles sdao amplamente
distribuidos na pele, vasos, musculos, articulacdes e visceras, sendo sensiveis
a estimulos nocivos térmicos, mecanicos ou quimicos (JULIUS e BASBAUM,
2001). Todas as fibras nociceptivas sensoriais primarias fazem conexdes
sinapticas com neurdnios secundarios na substancia cinzenta do corno dorsal
da medula espinhal. Os neurénios do corno dorsal, por sua vez, projetam seus
axoénios e transmitem a informagao nociceptiva para os centros encefalicos,
incluindo a formacao reticular, hipotalamo e talamo que através de neurdnios
terciarios, enviam o sinal ao cértex cerebral (MILLAN, 1999; ALMEIDA et al.,
2004). A informacgéao nociceptiva é transmitida por varios tratos, sendo os mais
importantes o0s espinotalamico, espinorreticular, espinomesencefalico e
espinohipotaldamico (CRAIG e DOSTROVISKY, 1999). Na regido do pescogo e
cabeca os neurdnios aferentes primarios fazem sinapse com neurdnios de
segunda ordem nos nucleos sensoriais do tronco cerebral, que em seguida,
conduzem as informagdes nociceptivas para diferentes nucleos talamicos

(DOSTROVSKY, 2000).
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Em termos de duragdo, um episédio de dor pode ser agudo ou crdénico.
A dor aguda corresponde a ativacado local de nociceptores induzida por um
dano tecidual, sendo que a dor desaparece até mesmo antes do
restabelecimento do tecido lesado. Ja a dor crbnica provocada por uma lesao
tecidual ou doenga, geralmente ultrapassa o tempo de recuperagcédo do
organismo, sendo um importante fator de incapacidade e sofrimento (LOESER
e MELZACK, 1999; LOTSCH e GEISSLINGER, 2001).

Na percepc¢ao da dor os neurbnios aferentes primarios sdo classificados
de acordo com critérios funcionais e anatdmicos. Os que possuem fibras mais
mielinizadas, de maior didametro (10 um) e que apresentam maior velocidade
(30-100 m/s) de condugao caracterizam as fibras Ap. Contudo, a maioria dos
nociceptores esta incluso nas fibras de pequeno (0,4-1,2 um) e médio didmetro
(2-6 um) que constituem respectivamente as fibras C, ndo mielinizadas, e as
fibras Ad, pouco mielinizadas (PLEUVRY e LAURETTI, 1996; MILLAN, 1999;
JULIUS e BASBAUM, 2001). A maioria das fibras C responde a estimulos
térmicos, quimicos e mecanicos, sendo por isso, denominados de nociceptores
polimodais. Elas podem ser divididas em dois grupos de neurdnios: os que
sintetizam peptideos como substancia P e o peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP) e expressam o receptor tirosina quinase A (trkA) de alta
afinidade para o fator de crescimento do nervo (NGF); e os que expressam
receptores para as purinas (P2X3), sitio de ligacdo para isolectina B4 e os
receptores para o fator neurotréfico derivado das células gliais (GDNF) (HUNT
e MANTYH, 2001; SAWYNOKA e LIU, 2003). As fibras A3, por sua vez,
conhecidas como nociceptores mecanotérmicos, sao responsivas as

estimulagbes nociceptivas mecanicas e térmicas (JULIUS e BASBAUM, 2001).
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Ja as fibras AP, numa propor¢ao substancial nos neurdnios aferentes
sensoriais da pele, musculos, articulagbes e tendbes, geralmente sé&o
unimodais e respondem aos estimulos de baixa e alta intensidade e raramente
constituem nociceptores em condigdes normais (JULIUS e BASBAUM, 2001;
DJOUHRI e LAWSON, 2004).

O cormo dorsal da medula espinhal estda dotado de varios
neurotransmissores incluindo: substancia P, somatostatina, neuropeptideo Y,
aminoacidos excitatorios, aminoacidos inibitérios, oxido nitrico, opidides,
adenosina, serotonina, monoaminas, entre outros. Indubitavelmente, esta
complexidade dificulta a descoberta dos potenciais mecanismos pelos quais se
pode inibir a dor sem causar efeitos colaterais (MILLAN, 1999; JULIUS e
BASBAUM, 2001).

O principal neurotransmissor excitatorio em todos os nociceptores é o
glutamato, embora as fibras sejam também sensibilizadas por outras
substancias quimicas enddgenas liberadas no ambiente tecidual em condi¢des
anormais. Dentre elas destacam-se a acetilcolina, bradicinina, histamina,
serotonina, leucotrienos, substancia P, neuropeptideo Y, purinas, ions K,
prostaglandinas, tromboxano, citocinas (interleucinas e o fator de necrose
tumoral alfa) e protons (H*). Neste sentido, grande parte da ativagéo das fibras
nociceptivas se da por receptores especificos acoplados a cascata de
segundos mensageiros intracelulares e canais ibnicos. Dentre estes receptores
podemos citar o receptor vanildide, denominado de Receptor de potencial
transitorio vanildéide do tipo 1 (TRPV1), é expresso por um subgrupo de

neurbnios periféricos, tornando-os sensiveis a varios estimulos dolorosos
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incluindo proétons, calor, mediadores lipideos e compostos vanildides como a
capsaicina (CATERINA et al., 1997).

A modulagao e integragcdo descendente da informagao nociceptiva é
processada pelas vias descendentes que se originam no tronco cerebral e
outras estruturas como hipotalamo, coértex, talamo, nucleo magno da rafe,
substancia cinzenta periaquedutal e estruturas adjacentes da medula
rostroventromedial (MILLAN, 1999; MILLAN, 2002; VANEGAS e SCHAIBLE,
2004). Os mecanismos descendentes modulam a resposta nociceptiva por
exercer suas acdes em nociceptores presentes nas fibras aferentes primarias,
bem como em neurdnios do corno dorsal, como interneurdnios excitatorios,
interneurdnios inibitérios e neurénios de projecao (MILLAN, 1999; MILLAN,
2002). A modulagao descendente da informagao nociceptiva envolve uma série
de estruturas cerebrais, como mencionado anteriormente, e sistemas de
neurotransmissores dentre os quais podem ser mencionados o0s sistemas
opidide, serotoninérgico, noradrenérgico, GABAérgico, glutamatérgico, além
dos canabindides enddgenos, entre outras substancias (MILLAN, 2002).

Na medula rostroventromedial estdo presentes dois tipos de neurbnios,
as chamadas células-on e células-off, as quais estdo envolvidas na modulacao
nociceptiva (FIELDS e BASBAUM 1999). Postulou-se que as células-off
exercem inibicao da nocicepcdo nas vias descendentes, uma vez que ha uma
inibicdo da transmissao nociceptiva quando sua atividade esta aumentada. Por
outro lado, as propriedades das células-on tornam-se incompativeis com o
conceito de sistema inibitério descendente, uma vez que parecem facilitar os
mecanismos nociceptivos no corno dorsal quando estdo ativas (FIELDS e

BASBAUM, 1999). De maneira geral, a substancia cinzenta periaquedutal deve
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excitar as células-off e inibir as células-on na medula rostroventromedial
(FIELDS et al., 1991; MARTINS, 2005).

Grandes evidéncias indicam que os aminoacidos, principalmente o
glutamato, que é encontrado primariamente nas fibras C, apresentam um papel
fundamental na transmissao da informagao nociceptiva da medula espinhal até
estruturas centrais (MILLAN, 1999; BLEAKMAN, et al, 2006). Existem dois
grupos distintos de receptores glutamatérgicos denominados ionotropicos e
metabotropicos. Os receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), cainato e o-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionato (AMPA) s&o canais i6nicos
permeaveis ao calcio, sédio e potassio (DICKENSON, 1997). Dados da
literatura demonstram que os receptores glutamatérgicos ionotropicos do
subtipo NMDA, sado formados por diferentes subunidades e encontram-se
amplamente distribuidos no sistema nervoso central (YAMAKURA e SHIMOJI,
1999; MARVIZON et al., 2002; BLEAKMAN, et al, 2006). Os receptores cainato
sao amplamente distribuidos no sistema nervoso central, incluindo o corno
dorsal da medula espinhal, principalmente nas fibras de pequeno e médio
didametro (PALECEK et al., 2004). De fato, aproximadamente 60-70% dos
receptores de cainato expressos no génglio dorsal da medula espinhal estao
co-expressos com receptores TRPV1, sugerindo sua participagdo na
percepcdo dolorosa. Além disso, dados da literatura demonstram que
receptores cainato podem modular a liberacdo de GABA de neurdnios
inibitérios (BLEAKMAN et al., 2006). Ja o aumento de receptores AMPA na
membrana sinaptica e mudangas em seu estado de fosforilagdo em condi¢cdes
dolorosas sugerem o seu potencial papel na sinalizagdo patoldgica da dor e o

potencial beneficio de antagonistas de receptores AMPA no tratamento de
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dores crénicas (BLEAKMAN et al.,, 2006). Os receptores glutamatérgicos
metabotropicos (nGIuR) dividem-se em oito subtipos classificados em trés
subgrupos de acordo com a sua homologia e mecanismo de transdugcao de
sinal: o grupo | (nGIuR 1 e 5) promove ativagao da via da fosfolipase C; o grupo
Il (WGIuR 2 e 3) e o grupo lll (nGIuR 4, 6, 7 e 8) estdo acoplados negativamente
a adenilato ciclase (OZAWA et al., 1998; GURPREET e STEPHEN, 2006).

Ja é bem descrito na literatura que antagonistas de receptores
glutamatérgicos (ionotrépicos e metabotropicos) produzem déficit de memdria
no modelo de esquiva inibitéria (IZQUIERDO e MEDINA, 1997; VINADE et al.,
2004). Nesse sentido, tendo em vista que o sistema glutamatérgico participa
ativamente da formacdo de memodria, assim como dos mecanismos de
percepcgao da dor, a pesquisa por novas drogas analgésicas que atuem sobre
este sistema deve levar em consideracdo o déficit cognitivo como provavel
efeito adverso.

Além do glutamato que participa ativamente como neurotransmissor na
percepgao dolorosa, podemos citar a substancia P (SP), um neuropeptideo
amplamente distribuido no organismo. Recentemente, receptores da SP
(principalmente o subtipo NK4) foram observados ndo somente em neurdnios e
células imunes como também em outras células periféricas, incluindo células
osseas (GOTO et al., 2007). Porém, é no sistema nervoso central e periférico
que a SP atua como neurotransmissor das mensagens nociceptivas. Este
neuropeptideo é sintetizado pelos neurbnios do ganglio da raiz dorsal e
liberado nas fibras do tipo C em resposta a agressdées ou a estimulagdes
intensas dos nervos periféricos (BASBAUM e JESSELL, 2000; GOTO et al.,

2007). Ela atua sobre os receptores de neurocininas (NK;, NK; e NKj),
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preferencialmente no subtipo de receptor NK; Diversos estudos indicam
interacao entre a SP e o glutamato na medula espinhal (BENOLIEL et al., 2000;
RIEDEL e NEECK, 2001), sendo que ambos estdo implicados na manutencao
da transmissao nociceptiva, através da formacao do fendmeno “wind up”, que
ocorre em condi¢gdes de dor persistente (HERRERO et al, 2000). Dados da
literatura demonstram que receptores NMDA pré-sinapticos localizados nas
terminagbes de fibras C facilitam e prolongam a transmissdo da mensagem
nociceptiva, através da liberacdo de SP e glutamato (MALCANGIO et al., 1998;
SAKURADA et al., 2002).

Outro mediador nociceptivo € o 6xido nitrico (NO), um importante
mensageiro bioldgico, que medeia alguns efeitos dos aminoacidos excitatérios
e receptores NMDA. Depois de sintetizado, o NO ativa a enzima guanilato
ciclase (GC) soluvel, tida como seu receptor fisiolégico, que por sua vez
converte a guanosina-5’-trifosfato em guanosina-3’-5’-monofosfato ciclico
(GMPc). O GMPc, como segundo mensageiro, pode ativar proteinas quinases
da classe G, canais idnicos e diminuir a ativagdo das fosfodiesterases (MOORE
et al., 1991). Existem trés isoformas da sintase de éxido nitrico (NOS): neuronal
(nNOS), endotelial (eNOS) e induzida (INOS). As enzimas nNOS e eNOS sé&o
constitutivas, enquanto a expressao da iINOS é induzida por varios estimulos.
Contrariamente as NOS constitutivas, que dependem do Ca?*, a atividade da
iINOS nao depende do influxo de calcio na célula e é induzida por estimulos
inflamatdrios. Tem sido registrado que o NO é produzido pds-sinapticamente
em resposta a ativacdo de aminoacidos excitatérios, e que inibidores da NOS
podem inibir indiretamente os receptores NMDA (GARTHWAITE, 1991; OZEK

et al., 2003). A producao de NO a partir da L-arginina, que é catalisada pela
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nNOS, é estimulada por ativacdo de receptores NMDA que permitem o influxo
de Ca® (GARTHWAITE e BOULTON, 1995). Além disso, tem sido encontrada
uma regulacdo reciproca entre glutamato e NO, sendo assim, o NO e
glutamato podem influenciar mutuamente suas taxas de producgao e liberagcéo
(LIN et al., 2000; OZEK et al., 2003).

Ja os opidides endogenos induzem analgesia por atuarem sobre a
substancia cinzenta periaquedutal e outras estruturas, como a medula
rostroventromedial e o corno dorsal da medula espinhal. Os opidides regulam a
transmissao nociceptiva, em parte, pela inibicdo da liberacdo dos
neurotransmissores envolvidos na resposta dolorosa. Essa inibicao ocorre
também devido a ativagdo dos canais de potassio e a inibicdo de canais de
célcio dependente de voltagem (MILLAN, 1999). Perifericamente, tem sido
proposto que agonistas de receptores p-opidides atuam inibindo a ativagao da
adenilato ciclase em neurdnios aferentes primarios, enquanto agonistas de
receptores 6 e k opidides inibem a secrecao de substancias pré-inflamatérias
por neurbnios simpaticos (TAIWO e LEVINE, 1991; KIM et al., 2006).

A adenosina é uma purina, formada intra e extracelularmente a partir do
ATP por acdo das enzimas 5-endonucleotidase e 5’-ectonucleotidase,
respectivamente. Uma outra fonte intracelular de adenosina € a S-adenosil-
homocisteina, pela agado da enzima S-adenosil-homocisteina hidrolase. Na sua
metabolizagdo, a adenosina é convertida a ATP pelo passo inicial dependente
da enzima adenosina quinase e a inosina, sob acao da enzima adenosina
deaminase (SEGERDHAL e SOLLEVI, 1998; SAWYNOK, 1999; SAWYNOK e
LIU, 2003). A modulagdo das concentracbes de adenosina extracelular, por

inibidores do metabolismo de adenosina, pode produzir efeitos antinociceptivos
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e antiinflamatoérios, dentre outros (SAWYNOK, 1999; MILLAM, 2002).
Entretanto, a adenosina ndo é enquadrada como verdadeiro neurotransmissor,
mas sim como um neuromodulador, tendo em vista que ndo ha evidéncias de
seu armazenamento vesicular, nem de uma liberagao calcio dependente em
resposta a estimulacdo nervosa, seja no sistema nervoso central ou no
periférico (SEGERDHAL e SOLLEVI, 1998; SAWYNOK, 1999; SAWYNOK e
LIU, 2003).

Até o momento quatro receptores de adenosina todos acoplados a
proteina G, foram clonados e identificados como: A4, Az, Az € Asz. Os
receptores A; estao localizados no sistema nervoso central e interagem com a
proteina Gj,, levando a inibicdo da adenilato ciclase, o que pode facilitar a
abertura de canais de K" e a inibicdo de correntes de Ca®*. Os receptores A;
também atuam inibindo a adenilato ciclase via proteina Gj,, mas o seu papel
na modulagcdo do processo nociceptivo ndao € bem compreendido. Ja os
receptores Aop e Axg estdo acoplados a proteinas Gs e Gy respectivamente,
estimulando a adenilato ciclase. O padrao oposto de acoplamento de sitio de
receptores Ay e Aoa a adenilato ciclase e também a diferenga na modificacao
da excitabilidade celular, sugerem que eles modificam o processo nociceptivo
por mecanismos neuronais distintos (CUNHA, 2001; KLINGER et al., 2002;
SAWYNOK e LIU, 2003).

A serotonina (5HT, 5-hidroxitriptamina) € uma monoamina envolvida na
estimulacdo das vias descendentes de controle da dor. Estudos tém
demonstrado que a estimulagdo de areas relacionadas a analgesia esta
associada a elevagao dos niveis de serotonina (BASBAUM, 1981). Esta bem

estabelecido que as vias serotoninérgicas no sistema nervoso central originam-
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se dos nucleos da rafe, os quais representam uma rica fonte de serotonina
neuronal em mamiferos (FIELDS et al., 1991; MILLAN, 2002). O nucleo dorsal
da rafe tem sido implicado nos efeitos regulatorios de antidepressivos nos
transtornos de humor (ARTIGAS et al., 1996), bem como na modulagao da dor
(MILLAN, 2002). E o nucleo magno da rafe é provavelmente o nucleo
serotoninérgico mais importante na modulagdo do controle descendente da
transmissao da dor (BASBAUM e FIELDS, 1984; MILLAN, 2002). Além disso,
varios estudos clinicos e pré-clinicos tém demonstrado que medicamentos
antidepressivos triciclicos e inibidores da recaptacédo de 5-HT sado capazes de
produzir marcante analgesia tanto em humanos quanto em animais (CARTER
e SULLIVAN, 2002; MILLAN, 2002).

Vérias evidéncias sugerem que os subtipos de receptores 5-HT1a, 5-HT>
e 5-HT3 modulam a transmissao nociceptiva. A ativacido destes receptores na
medula espinhal produz antinocicepcdo no teste da formalina e em outros
modelos de nocicepc¢ao (BARDIN et al., 2000; MILLAN, 2002). Os distintos
subtipos de receptores 5-HT presentes na medula espinhal parecem exercer
diferentes fungdes no controle da nocicepgao, resultado dos diferentes
mecanismos de transducgao de sinal pelos quais cada receptor atua (BARDIN et
al., 2000). Dessa forma, a atividade dos receptores de 5-HT é complexa e
muitas vezes contraditéria. Varios fatores podem influenciar sua resposta,
dentre eles podemos citar: o subtipo de receptor ativado; a contribuicdo de
acao pré ou poés-sinaptica do receptor; o estimulo nociceptivo em termos de
qualidade e intensidade; e o efeito da dose, que pode ser antinociceptiva ou
nao, dependendo do subtipo de receptor 5-HT que o0 agonista ou antagonista

ira atuar (HYLDEN e WILCOX, 1983; MILLAN, 2002).
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1.1.1. Dor neuropética

A dor neuropatica € uma dor crénica causada como consequéncia direta
de alguma leséo ou doenca de parte do sistema nervoso (BARON, 2006). A
principal sintomatologia clinica das neuropatias periféricas inclui dor
espontanea ou hipersensibilidade da area afetada, levando a hiperalgesia ou
alodinia (FINNERUP e JENSEN, 2004), que ocorrem principalmente devido as
alteragdes ocorridas na medula espinhal (CODERRE et al., 1993; J| e WOOLF,
2001; WOOLF e SALTER, 2000). Em algumas situagdes, a dor neuropatica
pode estender-se além dos limites dos nervos lesados, manifestando-se
bilateralmente, o0 que sugere alteragcbes nos mecanismos centrais de
processamento da informagao nociceptiva (CODERRE et al., 1993).

Um dos mecanismos que pode contribuir para a alodinia mecanica esta
relacionado a perda de neurdnios, principalmente as fibras do tipo C, devido a
sua compressao. Com isso, as fibras A, que normalmente terminam na lamina
Il do corno dorsal, passam entdo a brotar para as laminas mais superficiais da
medula (I e Il), ocupando os espagos anteriormente ocupados pelas
terminagdes centrais das fibras C. Desta forma sdo formadas novas sinapses
entre fibras AP e neurbnios nociceptivos secundarios que normalmente
respondem a estimulos nocivos (WOOLF et al., 1995; LEKAN et al., 1996;
TANDRUP et al., 2000).

Ja a hipersensibilidade ocorre em fungdo de uma estimulagao repetitiva
sobre as fibras do tipo C, o que resulta em uma prolongada descarga no corno
dorsal da medula espinhal. Este fenbmeno é conhecido como “wind up”
(DAVIES e LODGE, 1987; HERRERO et al., 2000) e significa um aumento

progressivo no numero de potenciais de agdo por estimulo que ocorre em
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neurdnios do corno dorsal. Estes episddios repetitivos de “wind up” podem
levar a potenciagao a longo prazo (“Long-Term Potentiation”, LTP), a qual
envolve um aumento prolongado na transmissao sinaptica (POCKETT, 1995).
Um dos fatores que levam ao “wind up” € o aumento na expressao de canais
de sddio resistentes a tetrodotoxina e diminuicdo na expressao de canais de
potassio apds a lesao do nervo (WAXMAN et al., 1999; BARON, 2006).

Outra alteracdo na medula espinhal responsavel pela dor crénica é a
diminuicdo da neurotransmissao inibitoria, principalmente no que se refere a
neurotransmissédo GABAérgica (IBUKI et al., 1997; MALAN et al., 2002;
WOOLF, 2004). A eficacia reduzida dos opidides endégenos também contribui
para a diminuigdo da inibicao da dor (ZHANG et al., 1998).

Na dor neuropatica, assim como acontece no processo inflamatério, a
acao dos mediadores sobre seus receptores, tanto em nervos periféricos
quanto centrais, inicia uma cascata de sinalizacao que culmina na manutencao
do potencial de acdo. Dessa forma, o envolvimento das células gliais
periféricas na dor neuropatica, parece estar relacionado a liberacdo de
mediadores inflamatérios (MOALEM e TRACEY, 2005; BARON, 2006). Por ser
uma condig¢ao crénica, a principal caracteristica desta patologia é a mudancga
plastica causada pela alteragdo na expressdo génica de receptores, canais
ibnicos, proteinas intracelulares, neuromoduladores e mediadores de
sinalizagao extracelular, entre outros (WOOLF e COSTIGAN, 1999; XIAO et al.,
2002; COSTIGAN et al., 2002; JI e STRICHARTZ, 2004).

O tratamento da dor neuropatica € um dos mais dificeis entre os
diferentes tipos de dor. Geralmente a terapia medicamentosa apresenta

reduzida eficacia e/ou seu efeito na maioria dos casos torna-se ineficaz.
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Pacientes com dor neuropatica geralmente ndo respondem ao uso de
antiinflamatorios nao-esteroidais e séo resistentes ou insensiveis aos opiodides,
embora recentemente exista controvérsia sobre a freqliéncia destas
caracteristicas. Atualmente o tratamento € realizado com a utilizagcdo de
antidepressivos triciclicos, inibidores da recaptagdo de serotonina,
anticonvulsivantes e capsaicina de uso topico (creme ou pomada), entre outros.
Entretanto, estes farmacos apresentam limitada eficacia e/ou efeitos colaterais
(SAWYNOK, 2003; UEDA, 2006). Dessa forma, faz-se necessaria a pesquisa

de novos agentes que sejam eficazes no tratamento da dor neuropatica.

1.2. Produtos Naturais

Desde a antiguidade, os produtos naturais, notavelmente os derivados
de plantas, tém consistentemente sido uma importante fonte de agentes
terapéuticos, sendo que o Brasil possui aproximadamente 20 a 22 % de todas
as plantas e microorganismos existentes no mundo. Entretanto, estima-se que
nao mais do que 10% das espécies de plantas tenham sido objeto de alguma
investigacao cientifica (CALIXTO, 2005). Os produtos naturais inicialmente
eram utilizados sob a forma “in natura”s como tinturas, chas, emplastro e outras
formulagdes (BALICK e COX, 1997; SAMUELSSON, 2004).

As observacbes populares sobre o uso e a eficacia de plantas
medicinais vém contribuindo ao longo dos tempos de forma relevante para a
divulgacao das provaveis agdes terapéuticas das plantas, prescritas com
frequéncia pelos efeitos medicinais que produzem, apesar de nio terem seus
efeitos cientificamente comprovados. Dessa forma, usuarios de plantas

medicinais de todo o mundo, mantém em voga a pratica do consumo de
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fitoterapicos, tornando a principio validas as informagdes terapéuticas que
foram sendo acumuladas durante séculos. Este tipo de cultura medicinal tem
despertado o interesse de pesquisadores de diferentes areas, constituindo um
grupo multidisciplinar envolvendo a Botanica, Agronomia, Farmacologia,
Fitoquimica, dentre outras, que juntas enriquecem os conhecimentos sobre a
importancia dos produtos naturais, em especial as plantas medicinais (MACIEL
et al., 2002).

A descoberta de plantas medicinais levou ao isolamento de drogas como
o quinino da Cinchona pubescens Vahl., a morfina e a codeina da Papaver
somniferum L., a digoxina da Digitalis lanata Ehrhart., a atropina (derivado da (-
)-hiosciamina) e hioscina de espécies do género Solanaceae que ainda hoje
sdo muito utilizadas na clinica (PHILLIPSON, 2001). De fato, o grande numero
de medicamentos que enriquecem a terapéutica moderna com acgdes
especificas sobre receptores, enzimas e canais idnicos, ndo teria atingido o
grau de desenvolvimento atual se nao tivesse a participagcdo dos produtos
naturais, notadamente aqueles derivados das plantas (CALIXTO, 2001). O
conjunto de produtos naturais e dos que sdo derivados ou miméticos de
produtos naturais, representam aproximadamente 48% dos novos farmacos
registrados de 1981-2002 (NEWMAN et al., 2003).

Nos ultimos anos, o interesse por terapias alternativas e o uso de
produtos naturais derivados de plantas, pela populacdo, tém aumentado
drasticamente. Este interesse justifica-se por se acreditar que os fitoterapicos
apresentam menor numero de efeitos colaterais que os medicamentos

sintéticos, o que nem sempre é confirmado pelas pesquisas, € por se
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mostrarem aparentemente eficazes em casos onde a medicina tradicional ndo
alcancou o resultado esperado (CALIXTO, 2000).

Para a sociedade dos paises em desenvolvimento, a producédo e
utilizacao de fitoterapicos padronizados com seus beneficios comprovados e de
alta qualidade, podem facilitar o acesso da populagdo a medicamentos seguros
e de baixo custo, facilitando ainda o crescimento da fitomedicina nacional e
desta forma, apresentando impacto na economia local (ELIZABETSKY e
COSTA-CAMPOS, 1996).

Diante da enorme abundancia de plantas com poder curativo, a regiao
Amazébnica é considerada a maior reserva de plantas medicinais do mundo,
sendo que os estudos dessas plantas vém se intensificando. Porém, a
porcentagem de espécies que foram estudadas e tiveram suas atividades

confirmadas como eficientes fitoterapicos € pequena (DI STASI, 1996 ).

1.3. Humirianthera ampla Miers.

A Humirianthera ampla Miers (H. ampla, Fig. 1A) € um membro da
familia Icacinaceae, presente na Amazoénia (HEGNAUER, 1966) e conhecida
popularmente como “surucucaina ou surucuina”, devido a seus tubérculos (Fig.
1B), na forma macerada, serem aplicados como anti-ofidicos (GRAEBNER et
al., 2000; 2002). A familia Icacinaceae inclui 56 géneros, predominantemente
localizados dentro de regides tropicais e sub-tropicais, sendo que alguns
géneros desta familia estendem-se para zonas temperadas (SLEUMER, 1971;

GRAEBNER et al., 2000).
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Fc;to:. Césaf Luiz

Figura 1. Partes aéreas de Humirinathera ampla (A) e seu tubérculo (B).

Estudos quimicos prévios de espécies da familia Icacinaceae revelaram
que esta familia € uma fonte rica em terpendides (KAPLAN et al., 1991). A
partir do extrato etandlico bruto obtido da raiz da H. ampla foram isoladas as
seguintes substancias: ftalato, lupeol, B-sitosterol, sitosterol glicosilado, o ja
conhecido diterpeno annonalida, além de dois novos denominados acrenol e
humirianthol. Este ultimo apresentou atividade antifungica contra Candida
albicans (GRAEBNER et al.,, 2000). Além disso, estudos sobre a possivel
atividade antiinflamatéria nos modelos farmacolégicos de edema de pata de
rato induzido por carragenina, dextrana e histamina, avaliacdo da
permeabilidade vascular por histamina e das contor¢oes abdominais induzidas
por acido acético em camundongos sugerem que o extrato etandlico desta
planta apresenta atividade antiinflamatoria (LIMA et al., 2000).

Tendo em vista o uso etnofarmacoldgico da H. ampla e considerando
suas propriedades farmacoldgicas, o presente trabalho visa investigar a
possivel atividade antinociceptiva do extrato etandlico obtido da raiz da
Humirianthera ampla Miers proveniente de Porto Velho (Rondénia — Brasil), em
modelos de nocicepc¢ado que utilizam estimulos quimicos, térmico e mecanico

em camundongos.
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Objetivos

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a agao antinociceptiva do extrato etandlico (EE) obtido da raiz da
Humirianthera ampla em modelos de nocicepcdo que utilizam estimulos
quimicos, térmico e mecanico em camundongos, assim como avaliar os

possiveis mecanismos de agao envolvidos nesta atividade antinociceptiva.

2.2. Objetivos Especificos

1. Avaliar a agao antinociceptiva do EE da H. ampla em modelos quimicos de
nocicepgao induzida pelo glutamato, formalina e capsaicina em
camundongos.

2. Analisar o possivel efeito do EE da H. ampla sobre a nocicepg¢ao térmica no
modelo de retirada da cauda em camundongos.

3. Avaliar o possivel efeito do EE da H. ampla sobre alodinia mecéanica no
modelo de neuropatia induzida pela ligadura parcial do nervo ciatico em
camundongos.

4. Investigar a possivel influéncia dos sistemas: glutamatérgico, opidide,
adenosinérgico, serotoninérgico e com a via L-arginina-6xido nitrico na agao
antinociceptiva do EE da H. ampla no modelo de nocicepg¢ao induzida pelo
glutamato em camundongos.

5. Analisar o possivel efeito do EE da H. ampla sobre a meméria em ratos, no
modelo de esquiva inibitoria.

6. Verificar o efeito do EE da H. ampla sobre a performance e atividade

locomotora de camundongos nos testes do “rota-rod” e campo aberto.
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3. MATERIAS E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados nos experimentos camundongos Swiss de ambos o0s
sexos, pesando entre 25-35g e fémeas de ratos Wistar pesando entre 250-300
g. Os animais permaneciam aclimatizados, sob o ciclo claro e escuro (12 h
claro/12 h escuro, claro as 7:00 h), com temperatura controlada (22 + 2 °C) e
livre acesso a agua e comida. Os camundongos (machos e fémeas) foram
homogeneamente distribuidos entre os grupos. Todos o0s animais utilizados
foram aclimatizados no laboratério pelo menos uma hora antes dos testes,
realizados na fase clara do ciclo. Os experimentos foram realizados apds a
aprovacgao do protocolo (n: 23080.0011700/2005-03/UFSC) pela Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC), seguindo as normas éticas para o cuidado dos animais de laboratério
e investigacao cientifica da dor em animais (ZIMMERMANN, 1983). O numero
de animais e a intensidade dos estimulos utilizados foram os minimos

necessarios para demonstrar de forma consistente o efeito dos tratamentos.

3.2. Material botanico

A planta foi coletada no parque ecoldgico, “Parque Natural de Porto
Velho”, Porto Velho - Rondénia, nos pontos 01 (S 08° 41.200°; W 063° 52.022")
e 02 (S 08° 41.157"; W 063° 51.985%). O material botanico coletado foi
identificado pelo Sr. José Ferreira Ramos do Departamento de Botanica do
Instituto Nacional de Pesquisa da Amazdnia (INPA), em Manaus. Uma amostra

da espécie da Humirianthera ampla (H. ampla) foi depositada no herbario do
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INPA sob o numero 214579. A obtencao do extrato etandlico da H. ampla foi
realizada pelo grupo de pesquisa coordenado pela Prof® Dr® Mariangela Soares
de Azevedo do Departamento de Quimica da Universidade Federal de
Rondbnia. As raizes da H. ampla coletadas foram picadas em cubos a fim de
iniciar o processo de secagem em estufa com circulagdo mecanica por um
periodo 7 dias & 60°C (FALKENBERG et al., in SIMOES, 1999). Para obtencéo
do extrato etandlico optou-se pelas duas formas descritas a seguir:

1. Raizes secas em cubos (589,23g) foram colocadas em contado com

etanol 95% (2L) por 7 dias (SIMOES et al., 1999), obtendo-se 9,86 g de

extrato etandlico. O procedimento foi repetido por duas vezes.

2. Raizes secas e moidas (500g), previamente foram particuladas em

moinho manual e posteriormente moida em moinho de elétrico, em

seguida colocada em etanol 95% (2L) por 7 dias (SIMOES et al., 1999),

obtendo-se 14,532g de extrato etandlico. O procedimento foi repetido

por duas vezes.

O solvente foi evaporado sob pressao reduzida, e o extrato concentrado

e estocado no freezer a -20 °C até o uso.

3.3. Drogas

As seguintes substéncias foram utilizadas: formalina e cloridrato de
morfina (Merck, Darmstadt, Alemanha); capsaicina, acido glutadmico, cloridrato
de naloxona, naloxona metiodida, N*-nitro-L-arginina (L-NOARG), cloridrato de
L-arginina, cloridrato de D-arginina, cafeina e WAY100635 (Sigma Chemical
CO., St. Louis, MO, USA); acido (x)-1-aminociclopentano-trans-1,3-

dicarboxilico (trans-ACPD), acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
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isoxazolpropionico (AMPA), acido N-metil-D-aspartico (NMDA), acido cainico
(cainato), substancia P (SP), tartarato de cetanserina (Tocris Cookson Inc.,
Ellisville, USA); cloridrato de ondansetrona (Cristalia, Sdo Paulo, Brasil); cloreto
de sddio (LabSynth, Diadema, Brasil). O extrato etandlico foi isolado das raizes
da H. ampla no Departamento de Quimica da Universidade Federal de
Rondbnia (UNIR), como descrito acima. As drogas foram dissolvidas em
solugéo 0,9% de NaCl, com excegao da capsaicina, que foi dissolvida em 10%
etanol, 10% tween 80 e 80% salina. No entanto, a concentracgao final de etanol

nao excedeu 5%, ndo causando assim quaisquer efeitos “per se”.

3.4. Nocicepcdao induzida pelo glutamato

O sistema glutamatérgico € um dos mais importantes sistemas
envolvidos na modulacdo da nocicepg¢ao e da antinocicepgao, tanto em nivel
periférico quanto central (FUNDYTUS, 2001; RIEDEL e NEECK, 2001). Os
animais utilizados foram individualmente ambientados em funis de vidro. Um
volume de 20 pL de glutamato (10 pmol/pata) foi injetado intraplantarmente
(i.pl.) na superficie ventral da pata direita do animal, que foi observado por 15
min logo apods a injegao. O tempo que os animais permaneceram lambendo ou
mordendo a pata injetada foi cronometrado e considerado como indicativo de
nocicepgao. Os animais foram tratados com o EE da H. ampla (3—-300 mg/kg)
ou salina (0,9% NaCl, 10 mL/kg) pela via oral (v.0.) 1 h antes da injecéo de
glutamato.

Em outro experimento, utilizando o mesmo modelo experimental, foi
avaliada a duragéo da atividade antinociceptiva do EE da H. ampla (30 mg/kg)

administrado pela via oral em diferentes tempos (1, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 horas),
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previamente a administracdo de glutamato. Os animais controle receberam

salina (0,9% NacCl, 10 mL/kg, v.0.).

3.5. Nocicepcao induzida pela formalina

O modelo de nocicepcao induzida pela formalina permite avaliar dois
tipos distintos de nocicepgao: a de origem neurogénica (estimulagao direta das
fibras nociceptivas) e a de origem inflamatéria (caracterizada pela liberagao de
mediadores inflamatérios) (HUNSKAAR e HOLE, 1987, TIOLSEN et al., 1992).
A metodologia utilizada foi essencialmente a mesma descrita por SANTOS e
CALIXTO (1997). Os animais utilizados foram individualmente ambientados em
funis de vidro. Um volume de 20 uL de solugdo de formalina 2,5% (0,92%
formaldeido) foi injetado intraplantarmente (i.pl.) na superficie ventral da pata
direita do animal, sendo individualmente observado o tempo que os animais
permaneceram lambendo ou mordendo a pata injetada de 0-5 min (fase
neurogénica) e de 15-30 min (fase inflamatdria) apds a injegcao da formalina. Os
animais receberam o EE da H. ampla (30-500 mg/kg, v.0.) ou salina (0,9%

NaCl, 10 mL/kg, v.0.) 1 h antes da administragao da formalina.

3.6. Nocicepcdao induzida pela capsaicina

Para evidenciar de forma mais direta o possivel efeito antinociceptivo do
EE da H. ampla sobre a nocicepgao neurogénica, foi utilizado o modelo de
nocicepcao induzida pela capsaicina. O procedimento utilizado foi similar ao
descrito previamente por SANTOS e CALIXTO (1997). Os animais utilizados
foram individualmente ambientados em funis de vidro. Um volume de 20 pL de

capsaicina (1,6 pg/pata) foi injetado na superficie ventral da pata direita, sendo
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individualmente observado o tempo que o0s animais permaneceram lambendo
ou mordendo a pata injetada durante o periodo de 5 min apds a injecéo de
capsaicina. Os animais receberam o EE da H. ampla (3-300 mg/kg, v.0.) ou

salina (0,9% NacCl, 10 mL/kg, v.0.) 1 h antes da administragdo da capsaicina.

3.7. Nocicepcéo térmica induzida por calor radiante — “Teste de retirada
da cauda”

A fim de verificar a acado antinociceptiva do EE da H. ampla na
nocicepcao térmica, os animais foram submetidos ao modelo de retirada da
cauda induzida por calor radiante, como descrito previamente por D’AMOUR e
SMITH (1941), com pequenas modificagdes. Os animais utilizados foram
selecionados 24 horas antes do experimento com base no limiar de resposta
ao teste. No dia do experimento, os animais selecionados foram aclimatizados
e depois de contidos colocados no aparelho de retirada da cauda de forma que
a cauda ficasse posicionada em cima de uma fotocélula. O efeito
antinociceptivo foi registrado como o aumento na laténcia de retirada da cauda
depois de ligada a fonte de calor. Os animais receberam EE da H. ampla (10-
100 mg/kg, v.0.) ou salina (0,9% NaCl, 10 mL/kg, v.0.) 1 h antes do teste. Para

evitar dano a cauda do animal foi estabelecido o teto maximo de 30 s.

3.8. Neuropatia induzida pela contricao parcial do nervo ciatico

O possivel efeito do EE da H. ampla sobre a dor neuropatica foi avaliado
no modelo de neuropatia induzida pela constrigao parcial do nervo ciatico em
camundongos. Os animais foram previamente anestesiados com hidrato de

cloral (7%, i.p.) e apds a verificagdo da anestesia, foi realizada uma incisdo no
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membro inferior direito para a exposi¢cao do nervo ciatico, que foi dissecado das
veias e dos tecidos aderentes de acordo com o método descrito para ratos
(SELTZER et al., 1990) e adaptado para camundongos (MALMBERG e
BASBAUM, 1998). Apds o procedimento descrito, aproximadamente 1/2 a 2/3
do nervo ciatico foi amarrado com o auxilio do fio de sutura (Ethicon,
Cardiovascular, 7.0 Prolone) que também foi utilizado para suturar a fascia; ja a
epiderme foi suturada com o fio 4.0 (Ethicon, Cardiovascular, Ethibond).

A dor neuropatica foi avaliada do 7° ao 17° dia apds a ligadura do nervo
ciatico com o filamento de Von Frey (0,6 g). O método consiste na aplicagéo do
filamento sob a regido plantar da pata que sofreu a constrigdo. A resposta
nociceptiva foi expressa como a porcentagem de retirada da pata a 10
estimulos induzidos pelo filamento de Von Frey, com intervalos de 1 min entre
cada aplicacdo. No 7° dia os animais foram avaliados 1, 2, 4, 6, 8, 12 e 24 h
ap6s a administracdo do EE da H. ampla (30 mg/kg, v.0.), e nos dias
subsequentes a avaliacado foi realizada apenas 2 e 24 h apds o tratamento,
sendo que no 11° e 12° dia todos o0s grupos receberam apenas salina. Dois
grupos de animais: um operado e outro que passou pelo procedimento
cirurgico sem sofrer a constricdo (grupo falso operado ou sham), receberam
apenas salina (0,9% NaCl, 10 mL/kg, v.0.) e foram utilizados como parametro

de comparagéo ao grupo operado e tratado com o EE da H. ampla.

3.9. Andlise dos possiveis mecanismos de acdo do EE da H. ampla
A fim de avaliar alguns dos possiveis mecanismos de ag&o pelo qual o
EE da H. ampla exerce seu efeito antinociceptivo na nocicepg¢ao induzida pelo

glutamato, os animais foram tratados com diferentes drogas. As doses das

24


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T1J-49SW4JP-4&_user=687353&_handle=W-WA-A-A-WU-MsSAYVW-UUW-AUDVWYADDC-AYEWCBCVY-WU-U&_fmt=full&_coverDate=10%2F08%2F2003&_rdoc=9&_orig=browse&_srch=%23toc%234892%232003%23995219997%2346
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T1J-49SW4JP-4&_user=687353&_handle=W-WA-A-A-WU-MsSAYVW-UUW-AUDVWYADDC-AYEWCBCVY-WU-U&_fmt=full&_coverDate=10%2F08%2F2003&_rdoc=9&_orig=browse&_srch=%23toc%234892%232003%23995219997%2346
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T1J-49SW4JP-4&_user=687353&_handle=W-WA-A-A-WU-MsSAYVW-UUW-AUDVWYADDC-AYEWCBCVY-WU-U&_fmt=full&_coverDate=10%2F08%2F2003&_rdoc=9&_orig=browse&_srch=%23toc%234892%232003%23995219997%2346

Materiais e Métodos

drogas utilizadas foram selecionadas com base em dados da literatura
(SANTOS et al.,, 1999, 2005; KASTER et al.,, 2005; GADOTTI et al., 2006;
MEOTTI et al., 2006; PIETROVSKI et al., 2006) e dados obtidos previamente

em nosso laboratorio.

3.9.1. Envolvimento dos agonistas glutamatérgicos e da substancia P
Com o intuito de evidenciar se a atividade antinociceptiva do EE da H.
ampla (30 mg/kg, v.0.) depende da estimulagdo do sistema nervoso central,
aminoacidos excitatérios e substancia P (SP) foram administrados
intratecalmente. O procedimento utilizado foi similar ao descrito previamente
por SCHEIDT et al. (2002) e GADOTTI et al. (2006). Os animais receberam
uma injecao intratecal de 5 yL dos aminoacidos excitatérios ou SP. As
administragdes foram realizadas com o animal acordado, utilizando o método
descrito por HYLDEN e WILCOX (1980). Os animais foram contidos
manualmente, e uma agulha (30) adaptada a uma microseringa de 25 uL
(Hamilton) foi inserida entre as vértebras L5-L6 dentro do espago subdural. As
injecbes foram administradas durante o periodo de 5 segundos, e a resposta
nociceptiva foi avaliada apés a administragdo de glutamato (agonista nao
seletivo dos receptores glutamatérgicos, 175 nmol/sitio), AMPA (agonista
seletivo de receptores ionotropicos glutamatérgicos do subtipo AMPA, 135
pmol/sitioc), NMDA (agonista seletivo de receptores ionotrdpicos
glutamatérgicos do subtipo NMDA, 450 pmol/sitio), Cainato (agonista seletivo
de receptores ionotropicos glutamatérgicos do subtipo Cainato, 110 pmol/sitio),
trans-ACPD (agonista de receptores glutamatérgicos metabotrépicos do grupo |

e Il, 50 nmol/sitio) e SP (agonista preferencial de receptores NK;, 100
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pmol/sitio). O tempo que o animal permaneceu lambendo ou mordendo as
patas posteriores, abdémen ou cauda foi cronometrado e registrado como
indicativo de nocicepgao. Neste modelo, uma mordida é definida como um
simples movimento da cabega em direcdo ao abddédmen ou membros
posteriores, resultando no contato do focinho do animal com o 6rgao alvo. O
comportamento nociceptivo foi avaliado imediatamente apds a injecdo e
observado de acordo com o tempo padronizado para cada agonista: glutamato:
3 min; AMPA: 1 min; NMDA: 5 min; Cainato: 4 min; trans-ACPD: 15 min; SP: 6
min (URCA e RAIGORODSKY, 1988; BOXALL et al., 1998; SCHEIDT et al.,

2002).

3.9.2. Envolvimento do sistema opidide

A fim de avaliar a possivel participacdo do sistema opidide no efeito
antinociceptivo do EE da H. ampla, os camundongos foram pré-tratados com
naloxona (antagonista nédo seletivo de receptores opidides, 1 mg/kg, i.p.),
naloxona metiodida (antagonista ndo seletivo de receptores opidides que nao
atravessa a barreira hemato-encefélica, 1 mg/kg, s.c.) ou salina (0,9% NacCl, 10
mL/kg, i.p.) e apés 20 min os animais receberam EE da H. ampla (30 mg/kg,
v.0.), morfina (agonista nao seletivo de receptores opidides, 2,5 mg/kg, s.c.) ou
salina (0,9% NaCl, 10 mL/kg, v.0.). A resposta nociceptiva ao glutamato (i.pl.)
foi avaliada 60, 30 e 60 min apds a administragcao do EE da H. ampla, morfina

ou salina, respectivamente.
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3.9.3. Envolvimento do sistema adenosinérgico

A investigacdo do papel do sistema adenosinérgico no efeito
antinociceptivo causado pelo EE da H. ampla, foi realizada pelo pré-tratamento
dos animais com cafeina (antagonista nao seletivo de receptores
adenosinérgicos, 3 mg/kg, i.p.) ou salina (0,9% NaCl, 10 mL/kg, i.p.), € apés 20
min os animais receberam EE da H. ampla (30 mg/kg, v.0.) ou salina (0,9%
NaCl, 10 mL/kg, v.0.). A resposta nociceptiva ao glutamato (i.pl.) foi avaliada 60

min apés a administragao do EE da H. ampla ou salina.

3.9.4. Envolvimento do sistema serotoninérgico

A fim de evidenciar a participagcdo do sistema serotoninérgico sobre a
atividade antinociceptiva do EE da H. ampla, os animais foram pré-tratados
com WAY100635 (antagonista seletivo do subtipo de receptor 5-HTqa, 0,1
mg/kg, s.c.), cetanserina (antagonista preferencial do subtipo de receptor 5-
HT2a, 1 mg/kg, i.p.), ondansetrona (antagonista do subtipo de receptor 5-HTs3,
0,5 mg/kg, i.p.) ou salina (0,9% NaCl, 10 mL/kg, i.p.), 20 min antes da
administragao do EE da H. ampla (30 mg/kg, v.0.) ou salina (10 ml/kg, v.0.). A
resposta nociceptiva ao glutamato (i.pl.) foi avaliada 60 min apds a

administragao do EE da H. ampla ou salina.

3.9.5. Envolvimento da via L-arginina-6xido nitrico

Com o objetivo de evidenciar a participagao da via do éxido nitrico na
acgao antinociceptiva do EE da H. ampla, os animais foram pré-tratados com L-
arginina (precursor da sintese do oOxido nitrico, 40 mg/kg, i.p.), D-arginina

(isbmero inativo da L-arginina, 40 mg/kg, i.p.) ou salina (0,9% NaCl, 10 mL/kg,
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i.p.), 20 min antes da administracado do EE da H. ampla (30 mg/kg, v.o.), L-
NOARG (inibidor da sintese do 6xido nitrico, 25 mg/kg, i.p.) ou salina (0,9%
NaCl, 10 mL/kg, v.0.). O efeito nociceptivo do glutamato (i.pl.) foi registrado 60,
30 e 60 min apdés a administracdo do EE da H. ampla, L-NOARG ou salina,

respectivamente.

3.10. Esquiva inibitéria

Com o intuito de investigar a possivel acdo do EE da H.ampla no
processo de formacdo de memodria, o modelo da esquiva inibitoria foi realizado
em ratas, pois este modelo permite avaliar processos de aprendizagem e
memoria, tarefas essas que dependem de ativagao hipocampal e estdo
extremamente envolvidas com o sistema glutamatérgico (BERNABEU et al.,
1997; BEVILAQUA et al.,, 2003; CAMMAROTA et al., 2004). O aparelho de
esquiva inibitdria consiste em uma caixa de vidro e plastico medindo 50 x 25 x
25 cm com uma plataforma de 5 cm de altura, 8 cm de largura e 25 cm
comprimento, € no canto esquerdo apresenta uma série das barras de bronze
que constituem o assoalho da caixa. Durante o treino os animais (ratas) foram
cuidadosamente colocados na plataforma em frente ao canto esquerdo da
caixa de treino. Quando o animal desceu da plataforma e colocou as quatro
patas na grade ele recebeu um choque de 0.4 mA por 1 s nas patas, sendo
imediatamente retirado da caixa de treino. Os animais foram tratados com EE
da H. ampla (30 mg/kg, v.0.) ou salina (0,9% NaCl, 10 mL/kg, v.0.) logo apos o
treino (retengdo de memoaria) ou 1 h antes do treino (aquisicdo de meméaria). A
memoria de curta e longa duracgéao foi avaliada no modelo da esquiva inibitoria

1,5 e 24 h depois do treino, respectivamente. No teste, os animais treinados
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foram colocados de costas na plataforma, e o tempo (laténcia) que eles
levaram para descer com as quatro patas da plataforma foi utilizado como
indicativo de retengao de memoaria. O tempo maximo de 180 s foi padronizado
como o tempo maximo de espera (laténcia) para a descida do animal da

plataforma durante as avaliagdes.

3.11. Avaliacdo do desempenho e atividade locomotora

Visando avaliar o possivel efeito sedativo ou mio-relaxante nao
especifico do EE da H. ampla, os camundongos pré-tratados foram submetidos
ao teste do “Rota-rod” (SANTOS et al., 1999) e campo aberto (RODRIGUES et
al., 1996). O “Rota-rod” (Ugo Basile, Model 7600) consiste em uma barra com
2,5 cm de didmetro, subdividida em 4 compartimentos por discos, que gira a
uma velocidade constante de 17 rotagdes por minuto. Os animais foram
selecionados 24 horas antes do experimento, sendo eliminados aqueles que
nao conseguiam permanecer no aparelho por 3 periodos consecutivos de 60 s.
Os animais foram tratados com o EE da H. ampla (30 ou 500 mg/kg, v.0.) ou
salina (0,9% NaCl, 10 mL/kg, v.0.) 1 h antes do teste. Os resultados foram
expressos como o tempo em que o animal permaneceu no aparelho. O tempo
maximo de permanéncia utilizado foi de 60 s.

O comportamento exploratério foi avaliado no teste do campo aberto
como descrito previamente por RODRIGUES e colaboradores (1996). O
aparato consiste em uma caixa de madeira medindo 40 x 60 x 50 cm. O
assoalho da arena é divido em 12 quadrados iguais, € 0 numero de
cruzamentos (“crossings”) com as 4 patas foi contado cumulativamente durante

6 min. Os animais foram tratados com o EE da H. ampla (30 ou 500 mg/kg,
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v.0.) ou salina (0,9% NaCl, 10 mL/kg, v.0.) 1 h antes da realizagdo do

experimento.

3.12. Analise estatistica

Os resultados foram avaliados estatisticamente através da analise de
variancia (ANOVA) seguido pelo teste de Newman-Keuls ou teste “t” nao
pareado de Student, quando apropriado e expressos como a média + E.P.M. O
valor de P<0,05 foi considerado como indicativo de significancia. Os valores da
Dlsp (dose do EE que reduziu 50% a resposta nociceptiva em relagéo ao grupo
controle [salina]) estdo apresentados como média geométrica acompanhada
pelo seu respectivo intervalo de confianga (95%). Os valores de Dlsg foram
obtidos através do método de regresséao linear utilizando o software “Graph
Pad Instat®” (GraphPad software, San Diego, CA). Os resultados do
experimento da esquiva inibitéria foram apresentados em medianas
acompanhadas dos intervalos interquaties. A diferenga entre os grupos foi
obtida por estatistica ndo paramétrica através dos testes U de Mann Whitney e

teste de Kruskall Wallis.
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4. RESULTADOS

4.1. Nocicepcgao induzida pelo glutamato

O tratamento sistémico dos animais com o EE da H. ampla (3-300
mg/kg, v.0.) inibiu de forma significativa e dependente da dose a nocicepgao
induzida pela injecdo i.pl. de 10 umol/pata de glutamato, com uma Dlsy de 19,8
(15,6-25,2) mg/kg e inibicdo de 71+5% na maior dose (Fig. 2A). Além disso, os
dados apresentados na Fig. 2B indicam que o efeito antinociceptivo do EE da
H. ampla (30 mg/kg, v.0.) é de rapida instalagdo, com pico de agdao em 1 h,
sendo eficaz até 10 h apds sua administragdo. Assim, o tempo de 1 h foi
escolhido para o pré-tratamento dos animais com o EE da H. ampla (v.0.) nos

testes subsequentes.
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Figura 2. Avaliagdo do efeito antinociceptivo dependente da dose (3-300 mg/kg, v.o., A) e
dependente do tempo (30 mg/kg, v.o., B) do EE da H. ampla na nocicep¢éo induzida por
glutamato (10 umol/pata) em camundongos. Cada grupo representa a média de 6 a 8 animais e
as linhas verticais indicam o E.P.M. Os simbolos indicam o nivel de significancia: ***p<0,001

comparado ao grupo controle (C) (pelo teste Student de Newman-Keuls).
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4.2. Nocicepgéo induzida pela formalina

Os resultados apresentados na figura 3 demonstram que o EE da H.
ampla (30-500 mg/kg, v.0.) inibiu de maneira significativa tanto a fase
neurogénica (0-5 min, A) quanto a fase inflamatéria (15-30 min, B) da
nocicepgao induzida pela formalina (2,5%). Entretanto, seu efeito
antinociceptivo foi significativamente (P<0,05) mais pronunciado na segunda
fase deste modelo. Os valores de Dlsg para a primeira e segunda fase foram de
>500,0 e 144,5 (119,3-175,1) mg/kg e as inibicdbes causadas pela maior dose

foram de 31+11 e 97+2%, respectivamente.
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Figura 3. Efeito antinociceptivo do EE da H. ampla (30-500 mg/kg) administrado pela via oral
em relacéo a primeira (A) e segunda (B) fase da nocicepc¢éo induzida pela formalina (2,5%) em
camundongos. As barras representam a média de 6 a 8 animais e as linhas verticais indicam o
E.P.M. Os simbolos indicam o nivel de significancia: *p<0,05 e ***p<0,001 comparados ao

grupo controle (C) (pelo teste Student de Newman-Keuls).
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4.3. Nocicepcao induzida pela capsaicina

O tratamento dos animais com o EE da H. ampla (3-300 mg/kg, v.0.)
também produziu uma inibicdo significativa e dependente da dose na
nocicepgao neurogénica induzida pela capsaicina (1,6 ug/pata, Fig. 4), com

Dlso de 20,0 (17,4-23,0) mg/kg e inibicdo de 80+4% para a dose de 300 mg/kg.
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Figura 4. Efeito do EE da H. ampla (3-300 mg/kg, v.0.) na nocicepg¢ao induzida por capsaicina
(1,6 ug/pata) em camundongos. As barras representam a média de 6 a 8 animais e as linhas
verticais indicam o E.P.M. Os simbolos indicam o nivel de significancia: ***p<0,001 comparado
ao grupo controle (C) (pelo teste Student de Newman-Keuls).

4.4. Nocicepcgéao térmica induzida por calor radiante — “Teste de retirada
da cauda”

O tratamento dos animais com o EE da H. ampla (10-100 mg/kg, v.o.)
nao foi capaz de aumentar significativamente a laténcia de retirada da cauda

em relagdo ao grupo controle (salina) nos diferentes tempos observados (Fig.

5).
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Figura 5. Efeito do EE da H. ampla (10-100 mg/kg, v.0.) na nocicepg¢ao térmica induzida por
calor radiante em camundongos. As barras representam a média de 6 a 8 animais e as linhas

verticais indicam o E.P.M (pelo teste Student de Newman-Keuls).

4.5. Neuropatia induzida pela contricdo parcial do nervo ciatico

O tratamento agudo com EE da H. ampla (30 mg/kg, v.o.) diminuiu
significativamente a alodinia mecéanica avaliada através do filamento de Von
Frey na pata dos animais operados, sendo que seu efeito foi mais intenso 1 h
(inibicdo de 9448%) apds a sua administragcdo e permaneceu de forma
significante por até 12 horas (Fig. 6). O grupo sham tratado com o EE da H.
ampla nao teve sua resposta sensorial alterada em relacdo ao grupo sham que
recebeu salina (Fig. 6), demonstrando que o tratamento ndo causa alteragao do

limiar de resposta em animais que nao apresentam a dor neuropatica.
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Figura 6. Efeito do EE da H. ampla (30 mg/kg, v.0.) na neuropatia induzida pela constricao
parcial do nervo ciatico em camundongos. (A) representa o grupo operado que recebeu salina
(10 ml/kg, v.0); (A) representa o grupo operado e submetido ao tratamento com o EE; (@)
representa o grupo sham que recebeu salina (10 ml/kg, v.0); (O) simboliza o grupo sham que
recebeu o EE. B1 representa o limiar dos animais antes de serem submetidos a cirurgia e B2 o
limiar medido 7 dias apds a cirurgia sem que os animais tivessem recebido tratamento. Cada
grupo representam a média de 6 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os simbolos
indicam o nivel de significancia: *p<0,05 e **p<0,01 comparado ao grupo operado + salina (pelo
teste ANOVA de 2 vias).

Quando administrado diariamente, o EE da H. ampla (30 mg/kg, v.o0.),
demonstrou ser efetivo em reduzir a alodinia mecanica avaliada 2 h (Fig. 7A),
mas nao 24 h (Fig. 7B) apds a sua administragdo. Além disso, a interrupgao do
tratamento com o EE no 5° e 6° dia ndo afetou a sua eficacia nos dias

subsequentes.
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Figura 7. Efeito do EE da H. ampla (30 mg/kg, v.0.) 2 (A) e 24 (B) horas apés o tratamento

diario, na neuropatia induzida pela constricdo parcial do nervo cigtico em camundongos. (A)

representa o grupo operado que recebeu salina (10 mi/kg, v.0); (A) representa o grupo

operado e submetido ao tratamento com o EE; (@) representa o grupo sham que recebeu

salina (10 ml/kg, v.0). B1 representa o limiar dos animais antes de serem submetidos a cirurgia

e B2 o limiar medido 7 dias apds a cirurgia sem que 0s animais tivessem recebido tratamento.

Cada grupo representam a média de 6 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os

simbolos indicam o nivel de significancia: ***p<0,001 comparado ao grupo operado + salina;

#p<0,05, ##p<0,01 e ##Hp<0,001 representa a diferenga em relagdo ao grupo sham + salina

(pelo teste ANOVA de 2 vias).
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4.6. Analise dos possiveis mecanismos de acdo do EE da H. ampla

4.6.1. Envolvimento dos agonistas glutamatérgicos e da substancia P

O tratamento dos animais com o EE da H. ampla (30 mg/kg),
administrado pela via oral 1 h antes do teste, também reduziu
significativamente a resposta nociceptiva induzida pela administracao intratecal
de glutamato, trans-ACPD, NMDA e Substéncia P, com inibicbes de 84+2,
41+10, 5518 e 53+9%, respectivamente. O mesmo tratamento nao foi capaz de

inibir a nocicepgao induzida por AMPA e cainato (Fig. 8).
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Figura 8. Efeito do EE da H. ampla (30 mg/kg v.0.) na nocicepgao induzida por aminoacidos
excitatorios e SP em camundongos. Os agonistas: glutamato (175 nmol/sitio), Trans-ACPD (50
nmol/sitio), NMDA (450 nmol/sitio), AMPA (135 pmol/sitio), Cainato (110 pmol/sitio) e SP (0,1
nmol/sitio) foram injetados intratecal, 1 h apds a administragdo do EE da H. ampla. As barras
indicam uma media 6 a 8 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os simbolos denotam
o nivel de significancia: *p<0,05 e ***p<0,001 comparado ao grupo salina (barras cheias) (pelo

teste “t” ndo pareado).
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4.6.2. Envolvimento do sistema opidide

Os resultados apresentados na Fig. 9 demonstram que o pré-tratamento
com naloxona (1 mg/kg, i.p., antagonista de receptores opiodides), administrado
20 min antes do EE, morfina ou salina, reverteu completamente o efeito
antinociceptivo causado pelo EE da H. ampla (30 mg/kg, v.0.) e morfina (2,5
mg/kg, s.c.) quando analisado no modelo de nocicepgdo induzida pelo
glutamato (i.pl.). Ja o tratamento prévio dos animais com naloxona metiodida (1
mg/kg, s.c., antagonista nao seletivo de receptores opidides que néo atravessa
a barreira hemato-encefélica), administrado 20 min antes do EE, morfina ou
salina, ndo reverteu significativamente a antinocicepg¢ao causada pelo EE da H.
ampla (30 mg/kg, v.0.) quando analisado no mesmo modelo. Entretanto, a

antinocicepgao produzida pela morfina foi significativamente revertida (Fig. 10).
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Figura 9. Efeito do pré-tratamento dos animais com naloxona (1 mg/kg, i.p.) sobre a atividade
antinociceptiva do EE da H. ampla (30 mg/kg, v.0.) e morfina (2.5 mg/kg, s.c.), no modelo de
nocicepgao induzida pelo glutamato em camundongos. As barras representam a média de 6 a
8 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os simbolos indicam o nivel de significancia:
***p<0,001 em relagdo ao grupo salina e ####p<0,05 comparado ao seu proprio controle (salina

+ morfina ou salina + H. ampla) (pelo teste Student de Newman-Keuls).
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Figura 10. Efeito do pré-tratamento dos animais naloxona metiodida (1 mg/kg, i.p.) sobre a
atividade antinociceptiva do EE da H. ampla (30 mg/kg, v.0.) e morfina (2.5 mg/kg, s.c.), no
modelo de nocicepgdo induzida pelo glutamato em camundongos. As barras representam a
média de 6 a 8 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os simbolos indicam o nivel de
significancia: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 em relacdo ao grupo salina e ###p<0,05
comparado ao seu préprio controle (salina + morfina ou salina + H. ampla) (pelo teste Student

de Newman-Keuls).

4.6.3. Envolvimento do sistema adenosinérgico

A figura 11 demonstra que o pré-tratamento com cafeina (3 mg/kg, i.p.,
antagonista n&o seletivo dos receptores adenosinérgico) 20 min antes do
tratamento com EE ou salina, ndo reverteu significativamente o efeito
antinociceptivo causado pelo EE da H. ampla (30 mg/kg, v.0.) no modelo de

nocicepgao induzida pelo glutamato (i.pl.).
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Figura 11. Efeito do pré-tratamento dos animais com cafeina (3 mg/kg, i.p.) sobre a atividade
antinociceptiva do EE da H. ampla (30 mg/kg, v.0.), no modelo de nocicepgéo induzida pelo
glutamato em camundongos. As barras representam a média de 6 a 8 animais e as linhas
verticais indicam o E.P.M. Os simbolos indicam o nivel de significAncia: *p<0.05, **p<0.01 em

relagdo ao grupo salina (pelo teste Student de Newman-Keuls).

4.6.4. Envolvimento do sistema serotoninérgico

Como podemos observar na figura 12, o efeito antinociceptivo do EE da
H. ampla (30 mg/kg, v.0.) no modelo de nocicepgao induzida pelo glutamato
(i.pl.), foi prevenido completamente pelo pré-tratamento dos animais com
WAY100635 (0,1 mg/kg, s.c., antagonista seletivo do subtipo de receptor 5-
HTa), cetanserina (1 mg/kg, i.p., antagonista preferencial do subtipo de
receptor 5-HT,a) ou ondansetrona (0,5 mg/kg, i.p., antagonista preferencial do

subtipo de receptor 5-HT3).
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Figura 12. Efeito do pré-tratamento dos animais com WAY100635 (0,1 mg/kg, s.c.),
cetanserina (1 mg/kg, i.p.) ou ondansetrona (0,5 mg/kg, i.p.) sobre a atividade antinociceptiva
do EE da H. ampla (30 mg/kg, v.0.) e morfina (2,5 mg/kg, s.c.), no modelo de nocicepgéo
induzida pelo glutamato em camundongos. As barras representam a média de 6 a 8 animais e
as linhas verticais indicam o E.P.M. Os simbolos indicam o nivel de significancia: ***p<0,001
em relagédo ao grupo salina e #p<0,05 e ###p<0,001 em relagdo ao grupo salina + H. ampla
(pelo teste ANOVA de 2 vias).

4.6.5. Envolvimento da via da L-arginina-6xido nitrico

O pré-tratamento sistémico com o precursor do 6xido nitrico, L-arginina
(40 mg/kg, i.p.), administrado 20 min antes do tratamento, mas n&o a D-
arginina (40 mg/kg, i.p., isdbmero inativo da L-arginina), preveniu completamente
a antinocicepgao causada tanto pela L-NOARG (25 mg/kg, i.p., inibidor da
sintase de oxido nitrico) quanto pelo EE da H. ampla (30 mg/kg, v.0.) no

modelo de nocicepgao induzida pelo glutamato (Fig. 13).
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Figura 13. Efeito do pré-tratamento dos animais com L-arginina (40 mg/kg i.p.) ou D-arginina
(40 mg/kg i.p.) sobre a atividade antinociceptiva do EE da H. ampla (30 mg/kg, v.0.) e L-
NOARG (25 mg/kg, i.p.), no modelo de nocicep¢ao induzida pelo glutamato em camundongos.
As barras representam a média de 6 a 8 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os
simbolos indicam o nivel de significancia: **p<0,01 em relagdo ao grupo salina e ###p<0,001

comparado ao grupo salina + L-NOARG ou salina + H. ampla (pelo teste Student de Newman-
Keuls).

4.7. Esquiva Inibitoria

Os dados apresentados na figura 14 mostram que o EE da H. ampla, na
dose que produz antinocicep¢ao, nao foi capaz de alterar a aquisigao (Fig. 14A
e B) ou retencdo (Fig. 14C e D) da memoria de curta (STM, 1,5 h) e longa
duracdo (LTM, 24 h) no modelo de esquiva inibitoria em ratas. A administragéao
do EE foi realizada pela via oral 1 hora antes (memoria de aquisi¢do) ou logo

apos (memoaria de retencg&o) o treino no aparelho de esquiva inibitéria.
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Figura 14. Efeito do EE da H. ampla (30 mg/kg, v.0.) sobre a aquisi¢édo (A e B) e retengado (C e
D) da memdria de curta (STM, A e C) e de longa duragéo (LTM, B e D), no modelo de esquiva
inibitéria em ratas. As barras indicam uma média de 9 a 12 animais e as linhas verticais
denotam a mediana acompanhada pelo seu intervalo interquatil (pelos testes de Mann Whitney

seguido de Kruskall Wallis).

4.8. Avaliacdo do desempenho e atividade locomotora

O EE da H. ampla (30 e 500 mg/kg) administrado pela via oral n&o
afetou significativamente a atividade muscular, nem apresentou atividade
sedativa nos animais quando testados em relacdo ao desempenho e atividade

locomotora nos testes do “Rota-rod” e campo aberto, respectivamente (Tabela

1).

Tabela 1. Efeito do EE da H. ampla sobre a performance motora (“Rota-rod”) e

atividade locomotora gcampo abertoz de camundongos.

Campo Aberto

Tratamento “Rota-rod” (s) 0
(n”. de cruzamentos)
Salina (10 ml/kg, v.0.) 60,0 + 0,0 169,5 + 11,7
EE da H. ampla (30 mg/kg, v.0.) 60,0 +0,0 190,5 + 16,5
EE da H. ampla (500 mg/kg, v.0.) 56,7 + 3,3 171,5+ 13,5

*Os valores representam a média + E.P.M. de 7 a 8 animais
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5. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou pela primeira vez, que a administracao
sistémica, pela via oral, do extrato etandlico (EE) obtido das raizes da
Humirianthera ampla produziu significante efeito antinociceptivo nos diferentes
modelos de nocicepg¢ao quimica avaliados em camundongos.

Os resultados apresentados mostraram que a administracdo do EE da
H. ampla por via oral produziu uma inibicdo significativa e duradoura da
resposta nociceptiva induzida pela inje¢cao intraplantar de glutamato em
camundongos. A resposta nociceptiva induzida pelo glutamato parece envolver
sitios periféricos, espinhais e supra-espinhais, tendo sua acdo mediada
amplamente por receptores NMDA e ndo NMDA, assim como, pela liberagao
de Oxido nitrico ou por algumas vias de transdug¢do moduladas por nitro
derivados (BEIRITH et al., 2002, 2003; ROSA et al., 2005). Varios estudos tém
demonstrado que os receptores de aminoacidos excitatérios estdo envolvidos
na transmissao aferente primaria nociceptiva, tanto no desenvolvimento quanto
na manutencao da resposta dolorosa (AANONSEN e WILCOX, 1987, 1990;
COGGESHALL e CARLTON, 1997; FERREIRA et al., 1999). Desta forma, a
supressao da nocicepgao induzida pelo glutamato em fungéo do pré-tratamento
dos animais com o EE da H. ampla pode estar associada a sua interagdo com
o sistema glutamatérgico ou com a produgéo do 6xido nitrico (FERREIRA et al,
1999; BEIRITH et al., 2003).

Quando avaliado no modelo de nocicep¢ao induzida pela formalina em
camundongos, o EE da H. ampla (v.0.) também causou significante efeito

antinociceptivo tanto na nocicepgdo neurogénica (primeira fase) quanto na
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inflamatodria (segunda fase). A dor neurogénica é causada por ativacao direta
dos terminais de fibras nociceptivas, enquanto a dor inflamatéria € mediada por
uma combinagdo de mediadores periféricos e sensibilizagdo da medula
espinhal (TJOLSEN et al., 1992). Tem sido demonstrado que a injegao
intraplantar de formalina em roedores produz significativo aumento nos niveis
espinhais de diferentes mediadores, como aminoacidos excitatorios,
prostraglandina E,, 6&xido nitrico, taquicininas, entre outros peptideos
(TJOLSEN et al., 1992; MALMBERG e YAKSH, 1995).

Outro fato interessante do presente estudo é a demonstracdo de que o
EE da H. ampla, administrado pela via oral, causou reducgéo significativa da
nocicepgao neurogénica induzida pela ativacdo de receptores vanildides
(TRPV1) por utilizacdo da capsaicina na pata de camundongos (CATERINA e
JULIUS, 2001). A capsaicina (8-metil-N-vanilil-6-nonenamida) € uma
substancia algica obtida da pimenta vermelha, Capsium annuum L., disponivel
como ferramenta farmacoldgica para o estudo do subtipo de fibras sensoriais
primarias do tipo C e AJ, incluindo os nociceptores polimodais e termoceptores
(HOLZER, 1991; JANCSO, 1992). Estudos tém demonstrado que a capsaicina
induz a liberacdo de neuropeptideos, aminoacidos excitatérios (glutamato e
aspartato), oxido nitrico, mediadores proé-inflamatérios na periferia, além de
promover a transmissao de informacgdes nociceptivas para a medula espinhal
(SZALLASI e BLUMBERG, 1993; SANTOS e CALIXTO, 1997; SAKURADA et
al., 2003). A diferenca de poténcia do EE observada nos modelos da formalina
e da capsaicina justifica-se pelo fato da capsaicina atuar diretamente sobre
receptores vaniléides, enquanto a formalina atua sobre diferentes tipos de

receptores exercendo uma acao mais ampla.
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Baseado nestes primeiros resultados surgiu a hipétese de que o EE da
H. ampla poderia exercer seu efeito antinociceptivo por interagir com o sistema
nervoso central, modulando receptores glutamatérgicos. Os receptores
glutamatérgicos sdo amplamente distribuidos no sistema nervoso central e sdo
divididos em dois grandes grupos: ionotrépicos (acoplados a canais idnicos na
membrana) e metabotrdpicos (mGIuRs, acoplado a proteina G). Recentes
evidéncias obtidas através da utilizagcdo de agonistas e antagonistas seletivos
de receptores glutamatérgicos, sugerem que todos os subtipos de receptores
ionotropicos  NMDA, AMPA, cainato e receptores glutamatérgicos
metabotropicos (grupo I, Il e lll) possuem relevante papel na estabilizagao ou
manutencdo de estados dolorosos tanto na nocicepgdo aguda quanto crbnica
(NEUGEBAUER, 2001; CARLTON, 2001; SCHEIDT et al., 2002; VARNEY e
GEREAU, 2002; SAWYNOK, 2003). Evidéncias também sugerem que o
glutamato e alguns neuropeptideos, especialmente a SP, co-existam em ambas
as fibras nociceptivas periféricas de pequeno e grande diametro (DE BIASI e
RUSTIONI, 1988; SMULLIN et al., 1990; URBAN e NAGY, 1997).

A SP aumenta a nocicepc¢ao induzida pelo glutamato (CARLTON et al.,
1998) e os dois neurotransmissores podem atuar sinergicamente na
transmissao da dor (TEOH et al., 1996; RUSIN et al., 1993; MALCANGIO et al.,
1998; BEIRITH et al.,, 2003). Dados da literatura indicam que receptores
metabotrdpicos do grupo | (MGIuR1 e mGIuR5) séo expressos tanto pré quanto
pods-sinapticamente ao longo do neuroeixo da dor, portanto, eles podem
modular a transmissao nociceptiva (FISHER e CODERRE, 1996; BOXALL et
al., 1998; BHAVE et al., 2001; WALKER et al., 2001; VARNEY e GEREAU,

2002). Os resultados encontrados nesse estudo sugerem que a antinocicepgao
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produzida pelo EE da H. ampla envolve o sistema glutamatérgico. Tal sugestao
deriva do fato que o EE da H. ampla (v.o.) foi capaz de reduzir a resposta
nociceptiva induzida pela injecao intratecal de glutamato (agonista nao seletivo
de receptores glutamatérgicos), NMDA (agonista seletivo de receptores
ionotropicos glutamatérgicos do subtipo NMDA) e em menor proporgéao, trans-
ACPD (agonista de receptores metabotropicos glutamatérgicos do grupo | e II).
Porém, o EE da H. ampla nado inibiu a nocicepgao induzida pelos agonistas
seletivos de receptores ionotropicos glutamatérgicos do subtipo AMPA e
cainato. Além disso, o presente trabalho também mostra que o EE da H. ampla
foi capaz de reduzir significativamente a nocicepgdo induzida pela
administracao intratecal da SP.

De fato, o comportamento indicativo de dor que pode ser observado
apos a administragao espinhal da SP é potencializado pela co-administracao
de NMDA (MJELLEM et al., 1992). Existem dados da literatura que mostram
que receptores NMDA pré-sinapticos, localizados no terminal de fibras
nociceptivas de pequeno didmetro, facilitam e prolongam a transmissao de
mensagens nociceptivas, através da liberacdo de SP e glutamato
(MALCANGIO et al., 1998). Com base nesses dados, podemos especular que
o EE da H. ampla, atuando em receptores NMDA da medula espinhal, pode
reduzir o comportamento nociceptivo induzido pela SP. Contudo, estudos
adicionais de “binding” sdo necessarios para confirmar esta hipétese.

Com o intuito de avaliar o efeito do EE da H. ampla frente a diferentes
estimulos nociceptivos, foi utilizado o modelo de nocicepcao térmica induzida
por uma fonte de calor radiante (modelo de retirada da cauda). Os nossos

dados mostram claramente que o EE da H. ampla nao foi capaz de aumentar a
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laténcia dos animais ao estimulo térmico no teste de retirada da cauda. O
modelo de retirada da cauda nao é ocasionado apenas por um reflexo
puramente espinhal, ele também esta sujeito ao controle de estruturas supra-
espinhais (MITCHELL e HELLON, 1977). Primeiramente acreditava-se que os
opioides produzissem analgesia através de agdes no sistema nervoso central
(JAFFE e MARTIN, 1990). Entretanto, estudos em animais (STEIN, 1993) e
mais recentemente humanos (KHOURY et al.,, 1992) tém demonstrado que
mecanismos opiodides periféricos também podem participar da antinocicepcéo.

Em outra etapa do nosso protocolo experimental, foi analisado o
possivel efeito antinociceptivo do EE da H. ampla na neuropatia, tendo em vista
que ela envolve tanto os mediadores quimicos que participam da nocicepgao
neurogénica quanto da inflamatdria. De fato, os resultados obtidos no modelo
de neuropatia induzida pela constricdo parcial do nervo ciatico em
camundongos, demonstram que o EE da H. ampla produziu inibigdo
significativa da alodinia mecanica por até 12 horas apds a sua administragao.
Além disso, os nossos resultados mostram que o EE administrado uma vez ao
dia, durante 4 dias, reduziu significativamente a alodinia mecéanica induzida
pela constricdo parcial do nervo ciatico. Este efeito foi evidente até o 4° dia de
tratamento (inibicdo: 84+12%). Contudo, quando o tratamento foi interrompido
por 2 dias, a alodinia mecanica foi restabelecida. No 7° dia, o tratamento dos
animais com o EE foi reiniciado e observou-se que o mesmo foi capaz de
reduzir a alodinia mecanica semelhante ao tratamento agudo, indicando que o
EE parece nao apresentar efeito cumulativo nem induzir tolerancia.

As sensacbes de dor estdo normalmente relacionadas a ativagcao de

neurbnios aferentes primarios n&o mielinizados (fioras C) ou pouco
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mielinizadas (fibras Ad), que sdo normalmente silenciosos na auséncia de
estimulagcdo, e respondem melhor aos estimulos que sao potencialmente
nocivos. Entretanto, apds a lesdo no nervo periférico, estes neurdnios tornam-
se anormalmente sensiveis e desenvolvem atividade espontanea patoldgica
(BARON, 2006). A atividade espontanea ectdpica seguida pela lesdo do nervo
€ produzida pelo aumento na expressdao de RNA, para canais de sodio
dependentes de voltagem em neurdnios aferentes primarios. De fato, apés a
lesdo do nervo periférico, grupos de canais de sddio se acumulam nao apenas
no local da lesdo do nervo, mas também dentro do ganglio da raiz dorsal
proximo a lesdo (HAINS et al., 2004). Contudo, os dados obtidos no presente
estudo nao permitem avaliar a possivel acdo do EE sobre os canais de sddio.
Da mesma forma, canais de calcio voltagem dependente do tipo N,
localizados pré-sinapticamente no terminal de nociceptores aferentes primarios
tém também um importante papel na sensibilizacdo central, através da
facilitagdo de liberagao de glutamato e SP. Estes canais sdo super expressos
depois da lesdo do nervo periférico (LUO et al.,, 2001). Dados da literatura
sugerem que o aumento da produgao local do éxido nitrico (NO) também é
importante para a manutengao da dor neuropatica em ratos (NAIK et al., 2006).
A nNOS é expressa em neurbnios da raiz dorsal na medula espinhal, e o
aumento do NO evoca a liberagdo de neuropeptideos excitatérios (GARRY et
al., 2000), um efeito que poderia aumentar a neurotransmissédo da dor. Além
dos neurénios espinhais, a nNOS é também expressa nos terminais centrais de
fibras aferentes (DUN et al., 1993) e a expressdo da nNOS esta aumentada no

ganglio da raiz dorsal depois da lesdo do nervo (LUO et al.,, 1999). Esses
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dados corroboram com nossos resultados que demonstram a interacéo do EE
da H. ampla com o sistema glutamatérgico, a SP e a via do 6xido nitrico.

Visto que o EE da H. ampla apresentou agao antinociceptiva em
diferentes modelos quimicos e mecanico de nocicep¢gdao, o modelo de
nocicepg¢ao induzida pela administragao intraplantar de glutamato foi escolhido
para a realizagdo de experimentos com o intuito de elucidar os possiveis
mecanismos de agao através dos quais o EE da H.ampla poderia estar atuando
para produzir o seu efeito antinociceptivo. Dentre os sistemas envolvidos na
ativacdo e inibicdo das vias nociceptivas, foram investigados os sistemas
glutamatérgico, opidide, adenosinérgico, serotoninérgico, além da via L-
arginina-6éxido nitrico.

Ao investigar a participacdo do sistema opidide na agao antinociceptiva
do EE da H. ampla observamos que apenas 0os mecanismos centrais parecem
estar envolvidos. Esses dados foram obtidos pelo pré-tratamento dos animais
com naloxona, um antagonista ndo seletivo de receptores opidides, com uma
dose que néo produz nenhum efeito significativo sobre a nocicepgao induzida
pelo glutamato. A naloxona inibiu completamente o efeito antinociceptivo
induzido pela morfina e pelo EE da H. ampla. Ao contrario do pré-tratamento
dos animais com naloxona metiodida (antagonista ndo seletivo de receptores
opidides, que ndo atravessa a barreira hemato-encefalica), que reverteu a
antinocicepg¢ao causada pela administragcao sistémica de morfina, mas falhou
em reverter a antinocicepc¢ao induzida pelo EE da H. ampla, quando analisada
na nocicepgdo induzida pelo glutamato. Tem sido proposto que
perifericamente, agonistas de receptores p-opidides atuam inibindo a ativagao

da adenilato ciclase em neurbnios aferentes primarios por mediadores
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inflamatoérios como a serotonina e PGE;, enquanto agonistas de receptores 6 e
k opidides inibem a secreg¢ao de substancias pro-inflamatérias por neurénios
simpaticos (LEVINE e TAIWO, 1989; TAIWO e LEVINE, 1991). Agonistas de
receptores p-opidides podem também inibir a liberacdo da Substancia P de
neurénios aferentes primarios (YAKSH, 1988; BELVISI et al., 1989), efeito que
€ consistente com dados que indicam que opidides enddgenos suprimem o
processo inflamatério ajudando a reduzir a hiperalgesia (MILLAN e
COLPAERT, 1991). Dados da literatura tém mostrado que, além dos
mecanismos centrais ja bem descritos, o efeito opidide pode também contar
com um componente periférico. Isto tem sido bem ilustrado em experimentos
que mostram que o efeito antinociceptivo opidide pode ser revertido tanto por
naloxona (NAL, antagonista ndo seletivo de receptores opidides) como por seu
derivado quaternario, naloxona metiodida (NAL-M, antagonista ndo seletivo de
receptores opidides que nado atravessa a barreira hemato-encefalica)
(LEWANOWITSCH e IRVINE, 2002; LEWANOWITSCH et al., 2004). A NAL-M
é utilizada como ferramenta de pesquisa para distinguir entre sitios centrais e
periféericos de acdo das drogas nos receptores opidides (BROWN e
GOLDBERG, 1985). Entretanto, dados da literatura demonstram que a NAL-M
tem menor afinidade por receptores opidides quando comparado a NAL
(MANARA et al., 1982; BIANCHETTI et al., 1983; VALENTINO et al., 1983;
DEVICHE, 1997). Acredita-se, porém, que os opidides produzam analgesia
primariamente por sua agado no sistema nervoso central (PASTERNAK, 1988;
JAFFE e MARTIN, 1990). A distribuicdo dos receptores opidides dentro das
diferentes laminas da medula espinhal, pode também ser de interesse para

explicar a relativa eficacia dos agonistas opioides. Nesse sentido, receptores p-
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opioides possuem RNA, amplamente expressos nas laminas | e Il, onde
terminam principalmente as fibras C e Ad. Similarmente, receptores k-opidides
tem o seu RNA,, intensamente expressos nas laminas | e Il, mas também na
lamina V. Ja o RNA,, de receptores 5-opidides € pouco expresso nas laminas I-
VI (SATOH e MINAMI, 1995; GALLANTINE e MEERT, 2004).

Além disso, os receptores p-opidides sao expressos pré e pos-
sinapticamente em terminais de neurénios aferentes primarios que contém SP.
Apds ocupar este receptor, os opidides podem produzir seu efeito analgésico
por alterar a condutdncia de potassio na membrana causando uma
hiperpolarizagdo, atenuando dessa forma a excitabilidade do terminal
nociceptivo ou inibindo a propagagdo do potencial de acgdo. Esta
hiperpolarizagdo também diminui a liberagdo de neurotransmissores
dependentes de calcio, incluindo SP, peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP) e glutamato, que estdo co-localizados nos terminais de
neurbnios aferentes primarios (REICHERT et al., 2001; GALLANTINE e
MEERT, 2004). Ja os receptores k-opidides manifestam seus efeitos por
mecanismos de acao similares, através de receptores periféricos. Uma vez
ativados, eles previnem a abertura de canais de calcio em neurbnios que
contém SP e dessa forma diminuem a liberacdo de neurotransmissores
dependentes de calcio (SATOH e MINAMI, 1995). Por outro lado, os receptores
d-opidides estdo super expressos na presenca de inflamagdo, o que pode
aumentar a eficacia de seus agonistas em estagios tardios da inflamagéo
(ZHOU et al., 1998; GALLANTINE e MEERT, 2004).

A ativagao de receptores p-opioides também pode induzir a liberagéo de

adenosina enddgena por aumentar a concentragdo de calcio intracelular, via
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canais de calcio do tipo N, ou por ativacdo da proteina quinase C (SAWYNOK
e LIU, 2003). Com base nestes dados, e tendo em vista que o EE da H. ampla
teve seu efeito revertido pela naloxona, a possivel interagdo com o sistema
adenosinérgico foi investigada. Contudo, nossos dados mostram que o pré-
tratamento dos animais com cafeina, antagonista nao seletivo de receptores
adenosinérgicos, com uma dose que antagoniza as respostas induzidas por
agonistas adenosinérgicos (MALEC e POLESZAK, 2005), falhou em suprimir o
efeito antinociceptivo causado pela administragao oral do EE da H. ampla no
modelo de nocicepgao induzida pelo glutamato. A adenosina atuando em
receptores A; pré-sinapticos, induz a diminuicdo da producdo de AMP. e a
inibicdo dos canais de calcio voltagem dependente, gerando uma diminui¢cao
na liberagao de acetilcolina, SP ou CGRP (SAWYNOK e LIU, 2003; PEANA et
al., 2006). Ja a sua ativacao poés-sinaptica induz a abertura de varios subtipos
de canais de potassio. Adicionalmente, dados da literatura demonstram que os
receptores de adenosina Azx também participam da modulacdo da dor em
niveis espinhais e supra espinhais (PHAM et al., 2003; PEANA et al., 2006).
Similarmente a naloxona, os antagonistas dos receptores de serotonina
(5-HT): WAY 100635 (preferencial 5-HT1a), cetanserina (preferencial 5-HT2a) €
ondasentrona (5-HT3), foram efetivos em reverter de forma significativa a
antinocicepgao causada pelo EE da H. ampla (v.0.) no modelo de nocicepgéao
induzida pelo glutamato. J4 é bem conhecido que as vias serotoninérgicas no
sistema nervoso central chegam de uma série de nucleos situados na linha
meédia do tronco encefalico, o nucleo da Rafe, o qual representa uma valiosa
fonte de sintese neuronal de 5-HT em mamiferos (FIELDS et al., 1991;

MILLAN, 2002). O nucleo dorsal da Rafe tem sido implicado no efeito
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regulatorio de antidepressivos em transtornos do humor (ARTIGAS et al., 1996)
assim como na modulagao da dor (MILLAN, 2002) e o nucleo da Rafe magno é
provavelmente o mais importante nucleo serotoninérgico do controle de
transmissao descendente da dor (BASBAUM e FIELDS, 1984; MILLAN, 2002).
Além disso, varios estudos clinicos e pré-clinicos tém mostrado que drogas
antidepressivas sao capazes de produzir marcante analgesia em humanos e
animais (CARTER e SULLIVAN, 2002; MILLAN, 2002). Geralmente
manipulacdes que aumentam os niveis de 5-HT facilitam a antinocicepcao e
aqueles que diminuem a sintese ou a transmissao mediada pelo receptor de 5-
HT atenuam a antinocicepg¢ao. Os neurénios magnocelulares reticulares sao a
principal fonte de 5-HT dentro do corno dorsal. Dados da literatura formulam a
hipotese de que esses neurdnios serotoninérgicos sao fundamentais para a
antinocicepc¢ao induzida por estimulagao da substancia cinzenta periaquedutal
ou do sistema opidide (MASON e GAO, 1998; MASON, 1999).

Outro resultado interessante do presente estudo foi a demonstracao de
que a via L-ardinina-6xido nitrico parece estar amplamente envolvida na
antinocicepgao induzida pelo EE da H. ampla. Estas conclusées derivam do
fato de que o pré-tratamento dos camundongos com o substrato da sintese do
oxido nitrico, L-arginina, numa dose que nao produz nenhum efeito sobre a
nocicepgao induzida pelo glutamato, significativamente reverteu a
antinocicepgao causada pelo EE da H. ampla e L-NOARG (um conhecido
inibidor da enzima NOS). O mesmo nao ocorreu com 0 pré-tratamento dos
animais com o isbmero inativo da L-arginina, D-arginina, que nao exerceu
nenhum efeito significativo sobre a antinocicepg¢ao induzida pelo EE da H.

ampla e L-NOARG. Esses resultados corroboram dados da literatura que
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demonstram que a liberagcdo do NO pode ser estimulada pela ativacdo de
receptores glutamatérgicos e vice-versa (LIN et al., 2000; OZEK et al., 2003),
visto que o EE da H. ampla foi efetivo em inibir a nocicepgao induzida pela
administragao intratecal de glutamato, trans-ACPD e NMDA. Além disso,
estudos in vivo e in vitro com doadores de NO, inibidores da NOS e
antagonistas de receptores glutamatérgicos sugerem que em varias areas do
encéfalo e medula espinhal, o NO aumente a liberagdo de glutamato (PRAST
et al., 1998). Desta forma, ao atuar inibindo a via L-arginina-6xido nitrico, o EE
da H. ampla pode consequentemente inibir a liberacdo de glutamato
propiciando a redugcdo da resposta nociceptiva. Porém, estudos
complementares com inibidores da sintese Oxido nitrico e verificagdo da
liberagao de glutamato sdo necessarios para confirmar tal hipétese.

Uma vez que o EE da H. ampla demonstrou atuar sobre o sistema
glutamatérgico e L-arginina-éxido nitrico, surgiu a duvida se o EE poderia estar
exercendo algum efeito também sobre a memodria, ja que dados da literatura
demonstram a participagdo do sistema glutamatérgico sobre a memoria e a
interacdo do NO com receptores glutamatérgicos (GARTHWAITE e BOULTON,
1995). De acordo com CAMMAROTA e colaboradores (2005) a consolidagao
da memoria no teste da esquiva inibitéria requer a ativagdo de receptores
glutamatérgicos na regiao CA1 do hipocampo (VIANNA et al., 2001; SZAPIRO
et al., 2003), amigdala basolateral e central (BAHAR et al., 2003; IZQUIERDO
et al., 2004) e cortex insular (BERMAN e DUDAI, 2001). O papel da
transmissao glutamatérgica na memdéria pode também ser verificado com a
observacgao da administragcdo de antagonistas competitivos e nao-competitivos

de receptores NMDA, que prejudicam o desempenho da memadria em roedores
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em uma variedade de comportamentos (HEALE e HARLEY, 1990;
CASTELLANO et al., 2001; GOULD et al., 2002; HLINAK e KREJRI, 2002;
BAST et al., 2003). Por essa razao, foi investigado se o tratamento com o EE
da H. ampla (v.0.) que atua inibindo o sistema glutamatérgico e a produgao de
NO, numa dose que produz antinocicepgao, causaria algum prejuizo a
memoria. Nossos dados mostram que a administracdo do EE da H. ampla, em
dose que parece atuar no sistema glutamatérgico, tanto através de receptores
ionotrépicos como metabotropicos, e a via do NO, ndao teve nenhum efeito
significativo sobre a aquisicao e retencdo da meméria, tanto de longa quanto
de curta duragao, no modelo de esquiva inibitéria em ratas.

E conhecido que a injec&o sistémica do antagonista do receptor NMDA,
MK-801, reduz o comportamento nociceptivo induzido pela inje¢ao intratecal de
alguns aminoacidos excitatérios e SP (GADOTTI et al., 2006). De acordo com
esse dado, CODERRE e VAN EMPEL (1994) mostraram que doses de
antagonistas de alguns aminoacidos excitatérios, como o MK-801, que produz
significativo efeito antinociceptivo, também resulta em efeitos ndo especificos
como ataxia, descordenacao motora e depressao do sistema nervoso central.
Portanto, é visto que o prejuizo motor induzido pelo antagonista do receptor
NMDA poderia influenciar o efeito antinociceptivo da droga. Alternativamente, o
déficit motor do antagonista do receptor do NMDA ¢é produzido
concomitantemente com antinocicepcao e os dois efeitos ndo podem ser
separados, sugerindo uma limitagcdo para seu uso terapéutico (FUNDYTUS,
2001). Por essa razao, o EE da H. ampla foi analisado quanto a sua possivel
acgao inibitoria da atividade motora no teste do “Rota-rod” e campo aberto. Em

ambos os testes observou-se que os animais tratados com o EE da H. ampla,
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pela via oral, com doses que foram efetivas nos modelos de nocicepgao
utilizados, nao apresentaram alteragao significativa da performance motora.
Dessa forma, ao contrario do que foi descrito para o MK-801 (GADOTTI et al.,
2006), o EE da H. ampla apresenta acado antinociceptiva significante e
especifica contra a nocicepcao induzida por glutamato, NMDA, trans-ACPD e
SP.

Em sintese, o estudo demonstrou que a administracéo sistémica (v.o.)
do EE obtido das raizes da H. ampla produziu inibigdo da nocicepg¢ao induzida
pelo glutamato em camundongos (Fig. 15). Além disso, os resultados
encontrados demonstram que: (1) a administracdo do EE da H. ampla (v.0.)
causou inibicao significativa da nocicepgao neurogénica e inflamatéria induzida
pela formalina, e da nocicepgdo neurogénica induzida pela capsaicina em
camundongos; (2) o pré-tratamento com o EE foi inefetivo em inibir a
nocicepgao térmica, avaliada no modelo de retirada da cauda; (3) a neuropatia,
induzida pela constricao parcial do nervo ciatico foi inibida pelo tratamento dos
animais com o EE da H. ampla; (4) a administragédo oral do EE inibiu a resposta
nociceptiva induzida pela inje¢ao intratecal de glutamato, NMDA, trans-ACPD e
SP, mas néo afetou o mesmo tipo de resposta induzida inje¢ao intratecal de
AMPA ou cainato; (5) a agcédo antinociceptiva do EE no modelo do glutamato foi
significativamente revertida pelo pré-tratamento dos animais com naloxona, L-
arginina, WAY100635, cetanserina e ondansetrona, mas nao por naloxona
metiodida ou cafeina; (6) e que o EE da H. ampla causou significativa
antinocicepcdo em doses que nao produzem nenhuma alteracdo motora em

camundongos e nem afetam a aquisigdo ou retengdo da memdaria em ratos.
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Como descrito na anteriormente, alguns compostos isolados ja foram
identificados a partir do EE obtido das raizes da H. ampla, como por exemplo:
ftalato, lupeol, B-sitosterol, sitosterol glicosilado, além de trés diterpenos
denominados: annonalida, acrenol e humirianthol (GRAEBNER et al., 2000).
Dados da literatura demonstram que o lupeol, o 3-sitosterol e os terpenos em
geral apresentam atividade antinociceptiva em modelos animais de nocicepgao
e inflamacao (SANTOS et al., 1995; SINGH et al., 1997). Além disso, estudos
com o EE da H. ampla em modelos farmacoldgicos de edema de pata de rato,
avaliacdo da permeabilidade vascular e de contor¢oes abdominais induzidas
por acido acético em camundongos, demonstraram que o EE desta planta
apresenta atividade antiinflamatéria (LIMA et al., 2000). Porém, estudos
farmacoldgicos, bioquimicos, quimico e de biologia molecular sdo necessarios
para dar continuidade ao estudo e caracterizar de maneira precisa o0s
compostos isolados e os mecanismos responsaveis pela agao antinociceptiva

do EE da H. ampla.
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Discussao

Interneurdénio EE H. ampla
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Figura 15. Provaveis mecanismos de ac¢ao envolvidos na atividade antinociceptiva do EE da H.

ampla. O EE da H. ampla parece exercer sua atividade antinociceptiva por interagir com os
sistemas glutamatérgico (através dos receptores metabotrépicos e NMDA), serotoninérgico
(através dos receptores 5HTa, SHT24 , 5HT3) € opidide (agéo central). Além disso, a SP e a via
do oxido nitrico também parecem estar envolvidos na sua agéo antinociceptiva. NK; R —
receptor de neurocinina 1, PKC — proteina quinase C, NOS - sintase de 6xido nitrico, NO —
oxido nitrico, GC — guanilato ciclase, GMPc — Monofosfato ciclico de 3’5’ - guanosina, GTP —
guanosina-5'-trifosfato, RE — reticulo endosarcoplasmatico, RYR — receptor de rianodina, IP3R
— receptor de inositol 1,4,5-trisfosfato, [Ca2+]i — concentragao de calcio intracelular, |P;— inositol
1,4,5-trisfosfato, DAG — diacilglicerol, PLCp — fosfolipase C B, nGLUR — receptor glutamatérgico
metabotréopico, NMDAR — receptor de NMDA, (+) ativagéo, (-) inibi¢ao.
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Conclusédo

6. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho, podemos

concluir que:

O EE da H. ampla apresenta efeito antinociceptivo nos modelos de
nocicepgao quimica induzida pelo glutamato, formalina e capsaicina em
camundongos;

A nocicepgao térmica em camundongos, no modelo de retirada da
cauda, ndo é inibida pelo pré-tratamento dos animais com o EE da H.
ampla;

O EE da H. ampla é eficaz em inibir a alodinia mecanica no modelo de
neuropatia induzida pela constricdo parcial do nervo ciatico em
camundongos;

Os sistemas glutamatérgico, opidide (agdo central), serotoninérgico e a
via do éxido nitrico parecem, pelo menos em parte, contribuir para o
efeito antinociceptivo causado pelo EE da H. ampla;

O EE da H. ampla ndo causa déficit na performance motora no teste do
“‘Rota-rod”, nem na atividade locomotora quando avaliada no teste do
campo aberto em camundongos;

O EE da H. ampla, na dose que produz antinocicepcdo, ndo exerce
nenhum efeito sobre a aquisicdo e retengdo da memoria de curta e

longa duragao em ratas, no modelo de esquiva inibitoria.
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	4.1. Nocicepção induzida pelo glutamato 
	O tratamento sistêmico dos animais com o EE da H. ampla (3-300 mg/kg, v.o.) inibiu de forma significativa e dependente da dose a nocicepção induzida pela injeção i.pl. de 10 (mol/pata de glutamato, com uma DI50 de 19,8 (15,6-25,2) mg/kg e inibição de 71+5% na maior dose (Fig. 2A). Além disso, os dados apresentados na Fig. 2B indicam que o efeito antinociceptivo do EE da H. ampla (30 mg/kg, v.o.) é de rápida instalação, com pico de ação em 1 h, sendo eficaz até 10 h após sua administração. Assim, o tempo de 1 h foi escolhido para o pré-tratamento dos animais com o EE da H. ampla (v.o.) nos testes subseqüentes.    


