Evelise Fernandes Pietrovski

Avaliacao da Atividade Antinociceptiva do Extrato
Etandlico e de Principios Ativos obtidos das Flores

de Combretum leprosum Mart.

Dissertagcao apresentada como requisito parcial a
obtencdo do grau em Mestre em Farmacologia,
Programa de Pds-Graduagdo em Farmacologia,
Setor de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal

do Parana.

ORIENTADOR:
Prof. Dr. Adair Roberto Soares Santos

CO-ORIENTADORA:
Prof?. Dr2. Maria Consuelo Andrade Marques

CURITIBA
2004



Evelise Fernandes Pietrovski

Avaliacao da Atividade Antinociceptiva do Extrato
Etandlico e de Principios Ativos obtidos das Flores

de Combretum leprosum Mart.

Dissertagcao apresentada como requisito parcial a
obtencdo do grau em Mestre em Farmacologia,
Programa de Pds-Graduagdo em Farmacologia,
Setor de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal

do Parana.

ORIENTADOR:
Prof. Dr. Adair Roberto Soares Santos

CO-ORIENTADORA:
Prof?. Dr2. Maria Consuelo Andrade Marques

CURITIBA
2004



Aos meus pais, Gilberto e Eliane, cujo amor e incentivo
possibilitaram a realizagao deste trabalho.

As minhas irmas, Caroline e Louise, que sempre
estiveram ao meu lado em todos os momentos desta

caminhada.



Agradecimentos

A Universidade Federal do Parana.

A Universidade Federal de Santa Catarina.

Ao orientador, Prof. Dr. Adair Roberto Soares Santos, e co-orientadora, Prof®. Dr?.
Maria Consuelo Andrade Marques, pela orientagcdo competente e pela amizade

demonstrada em cada ensinamento e conselho durante esta caminhada.

Ao Prof. Dr. Valdir Facundo do Departamento de Quimica Orgénica da Universidade

Federal do Ceara.

A coordenacéo do Curso de Pds - Graduagcdo em Farmacologia e aos professores

da area pelos ensinamentos durante as disciplinas cursadas.
Aos servidores do Departamento de Farmacologia.

Aos colegas do mestrado cuja amizade que se formou permitiu a conquista dessa

vitoria.

Aos meus colegas de Floriandpolis que ndao mediram esforgos em ajudar-me e pelo

carinho mesmo estando distantes.

Ao Jefferson Augusto Soletti que esteve ao meu lado, ajudando-me a superar limites

e dificuldades.

A todos que contribuiram para a realizagao desta pesquisa.



“E o conhecimento, e ndo outra coisa, o que
move o homem a realizar as finalidades
superiores de sua vida, e é também ele
quem o leva pelos caminhos do mundo,
buscando-se sempre a si mesmo”.

(Raumsol)



RESUMO

A Combretum leprosum (Combretaceae) € usada na medicina popular para o
tratamento de hemorragias, cicatrizante e como sedativo sendo amplamente
distribuida na regido norte do Brasil, onde comumente é conhecida como “cipoaba,
mofumbo e mufumbo”. O presente trabalho verificou a possivel acdo antinociceptiva
do extrato etandlico (EECL) e de dois triterpenos obtidos das flores de Combretum
leprosum em modelos quimicos e térmicos de nocicepgdo em camundongos. O
EECL, administrado pela via oral, produziu atividade antinociceptiva significativa e
dependente da dose contra os modelos quimicos de nocicepgdo, como nos testes
do acido acético, formalina, capsaicina e glutamato. Além disso, o EECL também
aumentou significativamente a laténcia dos animais no modelo térmico de
nocicepcao, teste da placa-quente (50°C). A antinocicepcdo causada pelo EECL foi
significativamente reduzida pelo pré-tratamento dos camundongos pela via i.p. com
naloxona (antagonista dos receptores opidides), cetanserina (antagonista dos
receptores 5-HT,s) e pindolol (antagonista dos receptores 5-HTiaqg € dos B-
adrenoreceptores). Entretanto, o efeito antinociceptivo do EECL n&o foi alterado pelo
tratamento com a L-arginina (precursor do 6xido nitrico) e ondansetron (antagonista
dos receptores 5-HT3) e ndo estd associada com efeitos inespecificos como
relaxamento muscular ou sedagéao. Os triterpenos, 3f3,6f,16p-trihidroxilup-20(29)-eno
(TTHP) e acido arjundlico, administrados pela via i.p. ou oral, produziram agao
antinociceptiva significativa e dependente da dose da nocicepgao induzida pelo
glutamato. Além disso, o TTHP causou inibigédo significativa da nocicepg¢ao induzida
pela administracao intratecal do agonista glutamatérgico ionotrépico (NMDA), sem
alterar a resposta nociceptiva induzida pelo agonistas metabotrépico (trans-ACPD) e
ionotrépico (AMPA e cainato). Em sintese, estes resultados indicam que o extrato
etandlico e seus principios ativos produzem atividade antinociceptiva dependente da
dose em varios modelos de nocicepgdo quimica. Por fim, uma interagdo com o
sistema opidide, serotoninérgico (via receptores 5-HT,a € 5-HT1a/18) € glutamatérgico
(via receptores NMDA) parecem estar envolvidos na agdo antinociceptiva da

Combretum leprosum.

Palavras-chave: Combretum leprosum, nocicepc¢ao, glutamato, serotonina, opidide.



ABSTRACT

Combretum leprosum (Combretaceae) is used in popular medicine for the
treatment of hemorrhages, wound healing and as a sedative. It is widely distributed in
the North of Brazil, where it is known commonly as "cipoaba, mofumbo and
mufumbo". The present study examined the possible antinociceptive action of the
ethanolic extract (EECL) and the two triterpenes obtained from the flowers of the C.
leprosum in chemical and thermal behavioural models of pain in mice. The EECL,
given orally, produced a marked and a dose-related antinociception against the
chemical models of pain, such as acetic acid, formalin, capsaicin and glutamate
tests. In addition, the EECL also caused a significant and marked increase in the
latency to respond in the thermal model of pain, hot-plate test at 50°C. The
antinociception caused by EECL was significantly attenuated by i.p. treatment with
naloxone (opioid receptor antagonist), ketanserin (a 5-HTa receptor antagonist) and
pindolol (a 5-HTa/1g receptor antagonist and (3-adrenoceptor antagonist). In contrast,
EECL antinociception was neither affected by i.p. treatment with L-arginine (nitric
oxide precursor) and ondansetron (a 5-HT3 receptor antagonist) nor associated with
nonspecific effects such as muscle relaxation or sedation. The triterpenes, 33,6p,
16pB-trihydroxylup-20(29)-ene (TTHP) and arjunolic acid, given by i.p. or orally,
produced a marked and a dose-related antinociception against glutamate-induced
pain. Moreover, TTHP also caused inhibition of the nociception induced by intrathecal
administration of an ionotropic glutamate agonist (NMDA), without affecting
nociceptive responses induced by metabotropic (trans-ACPD) and ionotropic (AMPA
e kainate) agonists. Together, these results indicate that the ethanolic extract and its
active compounds produce dose-related antinociception in several models of
chemical pain. Finally, an interaction with opioid, serotonergic (i.e. through 5-HT2a
and 5-HTia1s receptors) and glutamatergic (through NMDA receptors) systems
seems to contribute to the mechanisms underlying the antinociceptive action of C.

leprosum.

Key - words: Combretum leprosum, nocicepcion, glutamate, serotonine, opioid.



1.1.
1.2.
1.3.
1.4.

41.
4.2.
4.3.
4.3.1.
4.4.
441.
4.4.2.

4.4.2.1.

44.2.2.

SUMARIO

LISTADE FIGURAS .. .o 11
LISTA DE ABREVIATURAS ..o, 12
INTRODUGAOD ... 14
Produtos NAtUrais .......o.ooeeieeeeee e 14
Plantas do género Combretum .............cccccooioiiiiiiiis 16
Combretum IEPrOSUM ............ceiiiiieiiieeeeeee et eeeeees 18
Mecanismos envolvidos na transmissdo da dor.........c..coveveuvenen... 20
JUSTIFIC ATIV A .o 24
OBUETIVOS ..ot 25
Objetivo geral ... 25
Objetivos eSPeCifiCOS .......cuvuiiiiiiieeiiieece e 25
MATERIAL € METODOS ....ooooeoieee oo, 26
AN .o e 26
Classificagdo botaniCa ..........ccooviiiiiiiiiii e 26
ANALISE QUIMICA ....cvviiiiiiii e 26

Isolamento, purificagcao e identificagao quimica dos compostos .. 26

Analise farmacolOgiCa ...........ccoiiiiiiiiiiiiice e 27
Vias de administraGao ..........cooviiiiiiiiiii e 27
Atividade antinociceptiva .........coooevviiiiiiiiiie e 27

Nocicepgdo induzida pela injecdo intraperitoneal de acido
acetico em CamuNdONGOS ......cooevviiiiiiiiiiiiiiie et 28

Nocicepgdo induzida pela injecédo intraplantar de formalina em
(o710 01U o (0] T o S PSSP 28



4.4.2.3.

44.2.4.

4.4.2.5.
4.4.2.6.

4.4.3.

4.4.3.1.
4.43.2.
4.4.3.3.
4.4.3.4.

4.5.
4.6.

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

5.7.

5.8.

5.8.1.
5.8.2.

Nocicepgao induzida pela injecéo intraplantar de capsaicina em

(o220 0 18] pTo (o] g T o1 TP 29
Nocicepgéao induzida pela injecdo intraplantar de glutamato em
(o710 01U o (0] T o S PSSP 30
Teste da “Placa Quente” ... 30
Efeito sobre a performance motora no modelo do “Rota-rod” ...... 31
Estudo do possivel mecanismo de acido antinociceptivo do
EECL € triterpen0 .covveeeieeeeeeee e 32
Participagcédo do sistema opidide ..........cooveiiiiiiiiiiii i 32
Participag&o da via L-arginina-oxido nitrico ...........ccccccceieinnneenn. 32
Participagcédo do sistema serotoninérgico ............cccceeeeeeeeeviveeinnnnnnn. 33
Participagao do sistema glutamatérgico ..........ccccceeeeeiieniiiiiiinnnnnnn. 33
Drogas € solugBes usadas ..........covvveviiiiieiiiiiie e 34
Analise estatistiCa ..........ooooeiiiiiiiii 35
RESULTADOS ... e 36
Nocicepgédo induzida pela injecdo intraperitoneal de acido
aceético em CamuNAONGOS .......uuiiiviiiiiiieeeie e 36
Nocicepcgao induzida pela injecédo intraplantar de formalina em
(o7= 1410 gL [o] g T [0 1< J O SRUPPRRRPPN 36
Curva tempo-resposta do EECL no modelo de nocicepgao
induzido pelaformalina ...........ccooiii i 37
Nocicepgéao induzida pela injegao intraplantar de capsaicina em
(071 0 01U To (0] T o S PSSP 38
Nocicepcao induzida pela injecao intraplantar de glutamato em
(o7= 14108 gL [o] g T [0 1< J O SRRPPRPRRPN 38
Efeito do EECL no teste da placa quente (55°C e 50°C) em
CAMUNAONGOS ....ciiiiiiiiiiiei ettt ettt ettt e et e e eeeeees 41

Efeito do EECL sobre a performance motora dos animais no
modelo do "Rota-rod" ..., 41

Analise do mecanismo de acao antinociceptiva do EECL e do
I 1= 4 0= o o TSRS 42

Participacao do sistema opidide ...........ccoeevieviiiiiiiiiiiieeee e, 42

Efeito do pré-tratamento com L-arginina ...........cccccvvviieeeieeeeeennns 43



5.8.3.
5.8.4.

5.8.4.1.

5.8.4.2.

5.8.4.3.

Participacédo do sistema serotoninérgico .............cccvveeeeeviiieeeeennnn. 43

Participacéo do sistema glutamatérgico .............ccccoeevieviiiiienennnnn. 44
Efeito do EECL administrado por via oral sobre a nocicepgao

induzida pela administracao intratecal de glutamato .................... 44
Efeito do triterpeno TTHP na nocicepcdo induzida pelo

GIULAMALO ..o 45
Efeito do triterpeno TTHP sobre a nocicepcdo causada pelos

agonistas glutamatérgicos seletivos ..........ccooovviiiiiiiiii e 46
DISCUSSAOD ... 47
CONCLUSOES ..ottt e, 58
REFERENCIAS .........coooiviiieieiiiieeeeeeeeeeeeeee e, 59



Figura 1:
Figura 2:

Figura 3:

Figura 4:
Figura 5:

Figura 6:

Figura 7:

Figura 8:

Figura 9:

Figura 10:

Figura 11:
Figura 12:

Figura 13:
Figura 14:
Figura 15:

Figura 16:

Figura 17:
Figura 18:

LISTA DE FIGURAS

Partes aéreas da Combretum leprosum (Mufumbo) ........................
Triterpenos e Flavonoides obtidos do Combretum leprosum ..........

Efeito do EECL no modelo de nocicepgao induzido pelo acido
= oY (o o T

Efeito do EECL no modelo de nociepcéao induzido pela formalina ..

Curva tempo-resposta do EECL no modelo de nocicepgao
induzido pela formalina ..............coiiiiiiiiii e

Efeito do EECL no modelo de nocicepcao induzida pela
(o7=] 0 1ST= (o] 1= TSP PSRPUPRN

Efeito do EECL no modelo de nocicepgéo induzido pelo glutamato

Efeito do Triterpeno TTHP (v.o., i.p.) no modelo de nocicepgéao
induzido pelo glutamato................uuuuiiiiiiiiiii

Efeito do Triterpeno TTHP (i.pl, i.t.) no modelo de nocicepgao
induzido pelo glutamato................uuuuiiiiiiiiiii

Efeito do Acido arjundlico no modelo de nocicepgéo induzido pelo
IUtaMALO ..o

Efeito do EECL no teste da placa quente .............ccooveeeiiiiiiieeennnnnnn.

Efeito do EECL sobre a performance motora dos animais no
modelo do "Rota-rod" ...

Participagéo do sistema opidide .........coooeeeiiiiiiii i
Efeito do pré-tratamento com L-arginina ............ccccoooeeieiiiiiiiiceeeenn.
Participagéo do sistema serotoninérgico ...........ccoooeeevvveiiiiiiineeeeene.

Efeito do EECL sobre a nocicepcao induzida pela administracao
intratecal de glutamato ................eueiiiiiiiiiiiiii s

Efeito do triterpeno TTHP na nocicepgéao induzida pelo glutamato .

Efeito do triterpeno TTHP sobre a nocicep¢ado causada pelos
agonistas glutamatérgicos seletivos ..........cccoovviviiiiiiiiiiiicee,

36
37

37

38
38

39

40

40
41

42
42
43
44

45
45



LISTA DE ABREVIATURAS

GMPc - guanosina monofosfato ciclico

AMPc - monofosfato ciclico de 3' 5'-adenosina
NOS - sintase do oxido nitrico

INOS - oxido nitrico sintase induzida

COX - ciclooxigenase

OMS - Organizagdo Mundial da Saude

SNC - sistema nervoso central

PMN - nociceptores polimodais

PAFs - fibras aferentes primarias

NMR - nucleo magno da rafe

NRG - nucleo reticular gigantocelular

BK - bradicinina

5-HT - serotonina

PGs - prostaglandinas

SP - substéncia P

CEUA - Comité de Etica do Uso de Animais
TTHP - triterpeno 3,683,163 - trihidroxilup-20(29)-eno
EECL - extrato etandlico das flores do Combretum leprosum
EE - extrato etandlico

v.0. - via oral

p.o. — via oral

I.p. - via intraperitoneal

i.pl. - via intraplantar



S.C. - via subcutanea

I.t. - via intratecal

L-NOARG - N°-nitro-L-arginina

AAE - aminoacidos excitatorios

trans-ACPD - (1S,3R)-ACPD

AMPA - a-amino-3-hidroxi-5metil-4-isoxazolepropionato
NMDA -N-metil-D-aspartato

DMSO - dimetilsulfoxido

Dlsps — dose do extrato ou compostos que reduziram a resposta em 50% em relacéo
ao grupo controle

MIC - concentragdo minima inibitoria



14

1 INTRODUGAO

1.1. Produtos naturais

A utilizacdo de produtos naturais como matéria-prima para a produgao de
substancias com atividade biolégica, especialmente os farmacos, tem sido
extensamente relatado ao longo dos anos (SIMOES et al, 1999).

A importancia histérica das substancias ativas obtidas de plantas como
protétipo para o desenvolvimento de medicamentos, ndo foi representada apenas
pelo surgimento de grupos novos de compostos, mas proporcionou a identificagao
de uma nova possibilidade de tratamento terapéutico. As op¢des de intervengdes
terapéuticas seriam muito escassas, se nao fosse a descoberta dessas substancias
ativas provenientes das plantas medicinais (SIMOES et al, 1999).

Desta forma, as plantas medicinais constituem uma fonte renovavel de onde
podem ser obtidos novos e eficazes medicamentos. A indicagdo de plantas
medicinais aumenta a opg¢ao terapéutica, ofertando medicamentos equivalentes,
também registrados, com espectros de acdo mais adequados e, talvez com
indicagdes terapéuticas complementares as medicacgdes existentes sem substituir os
medicamentos ja comercializados e registrados (DI STASI, 1995; SIMOES et al,
1999).

E estimado que cerca de 25% de todos os medicamentos modernos s&o
diretamente ou indiretamente derivados de plantas. Outro aspecto importante deve-
se ao crescente interesse mundial nos ultimos anos do uso de fitofarmacos como
medicamentos complementares ou alternativos na prevencédo ou alivio de muitas
doencas. Por exemplo, nos Estados Unidos, 24% das prescrigdes médicas utilizam
um ou mais principios ativos derivados de plantas e 2,5% utilizam o seu extrato bruto
(CALIXTO et al., 1998).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), devido a pobreza e
a falta de acesso aos medicamentos modernos, cerca de 65% a 80% da populacao
mundial que vive em paises em desenvolvimento depende essencialmente das
plantas medicinais como um primeiro tratamento de saude (CALIXTO, 2000).

Neste sentido, os produtos naturais tém contribuido fortemente no
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas através de seus metabdlitos

secundarios. Estes sdo conhecidos por atuar de forma direta ou indireta no
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organismo podendo inibir ou ativar importantes alvos moleculares e celulares, por
exemplo: mediadores inflamatérios (metabdlitos do acido araquidbnico, peptideos,
citocinas, aminoacidos excitatorios, entre outros), sobre a produgdo ou acgédo de
segundos mensageiros (como GMPc, AMPc, proteinas quinases e calcio, etc.), na
expressao e transcricdo de fatores como AP-1, NF-kB, e proto-oncogenes (c-jun, c-
fos, and c-myc), e na expressao de moléculas pré-inflamatérias como sintase do
oxido nitrico (NOS), ciclooxigenase (COX-2), citocinas (IL-1B, TNF-a, etc.),
neuropeptideos e proteases (CALIXTO et al, 2003).

Como descrito acima, os produtos naturais podem atuar em varios sistemas
do organismo auxiliando, desta forma, na compreensdo de mecanismos moleculares
ou bioquimicos envolvidos em muitos processos fisiologicos ou fisiopatoldgicos
(CALIXTO et al., 1998).

Todavia, os dados existentes na literatura sobre a atividade biolégica de
plantas preconizadas pela populagdo, denominadas de Plantas Medicinais, sao
insuficientes para garantir sua qualidade, eficacia e seguranca. Além disso, as
plantas contém milhares de constituintes dos quais alguns apresentam relativa
toxicidade, como as plantas citotdxicas utilizadas no tratramento do céancer, os
digitalicos e alguns alcaldides, entre outros. Entretanto, os efeitos adversos dos
agentes fitoterapicos sdo menos frequentes quando comparados com as drogas
sintéticas (CALIXTO, 2000).

No Brasil, aproximadamente 84% das drogas atualmente no mercado sao
importadas e 60% de todas as drogas processadas sdo consumidas por 23% da
populacdo, o que faz com que os remédios caseiros a base de plantas medicinais
sejam ainda a principal fonte de medicamentos para a maioria do povo brasileiro.
Assim, é inegavel que a maioria da populacdo de baixa renda recorre as plantas
medicinais para o tratamento dos seus males (ELISABETSKY e WANNMCHER,
1993; ELISABETSKY, 1999).

Desta forma, nos ultimos anos, tem-se evidenciado um crescente aumento no
estudo de plantas preconizadas pela medicina popular para validar a sua utilizagao
como fitoterapico seguro e eficaz, tendo em vista que o uso popular de uma
determinada planta nao é suficiente para valida-la como fitoterapico. Desta forma, o
emprego de técnicas modernas de farmacologia, bioquimica, toxicologia e de

biologia molecular renovou o interesse na procura de novos medicamentos ou de
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prototipos de novos farmacos a partir de produtos naturais (SIMOES, 1999;
CALIXTO et al., 2000).

1.2. Plantas do género Combretum.

A familia Combretaceae consiste em 18 géneros, o maior deles constituido
pelo género Combretum, o qual contém cerca de 370 espécies amplamente
utilizadas na medicina popular. Este género, cuja espécie € mais abundante, esta
espalhado em varias partes da Africa (McGAW et al., 2001).

A populagdo do sul da Africa emprega as plantas pertencentes a familia
Combretaceae para muitos propdsitos medicinais como o tratamento de varios tipos
de dor (incluindo as dores abdominais, dor nas costas, dor de ouvido, dor de dente e
de cabecga), esquistossomose, tosse, resfriados, conjuntivites, diarréia, dismenorréia,
parasitoses intestinais, infertilidade na mulher, lepra, pneumonia, mordida de cobra e
escorpiao, caxumba, sifilis, febre e fraquezas em geral (WATT e BREYER-
BRANDWIJK, 1962; KOKWARO, 1976; GELFAND et al., 1985; HUTCHINGS et al.,
1996; VAN WYK et al.,1997; McGAW et al., 2001).

Varias investigacdes sobre a atividade antimicrobiana dos membros da familia
Combretaceae tem sido realizadas nos ultimos anos. Demonstrou-se que a atividade
antibacteriana esta presente nas folhas, nos ramos e nos frutos e foram isolados trés
compostos nao identificados com atividade antibacteriana das folhas de Combretum
zeyheri BREYTENBACH e MALAN, 1989; McGRAW et al., 2001).

Além disso, foi também demonstrado que a Combretum erythrophyllum
apresenta atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas. Esta atividade parece ser dependente de flavondides encontrados nesta
planta, entre eles destacam-se a apigenina, genkwanina, 5-hidroxi-7,4-
metoxiflavona, rhamnocitrina; kaempferol, quercetina-5,3-dimetiléter e rhamnazinae,
entre outros (ALEXANDER et al, 1992; MARTINI e ELOFF, 1998; MARTINI et al.,
2004). E importante salientar que todos estes compostos apresentaram atividade
significativa contra o Vibrio colerae e Enterococcus faecalis, com valores de MIC
(minima concentragdo inibitéria) na faixa de 25-50 ug/ml (MARTINI et al., 2004).

Os flavondides isolados da Combretum erythrophyllum nao sao
potencialmente téxicos para as células humanas, com excegado do flavondide 5-

hidroxi-7,4-metoxi-flavona. Este composto é potencialmente toxico para as células
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humanas e exibe restrita atividade antioxidante, enquanto que a rhamnocitrina e a
rhamnazina apresentam intensa atividade antioxidante. Os flavondides genkwanina,
rhamnocitrina, quercetin-5,3-dimetiléter e rhamnazina apresentaram alta atividade
antiinflamatoéria quando comparados com o acido mefenamico (controle positivo)
(MARTINI et al., 2004).

Katerere et al (2003) mostraram que quatro triterpenos pentaciclicos isolados
das folhas da espécie Combretum imberbe, dos quais dois s&o novos glicosideos
derivados do acido 1a,3p,23-trihidroxiolean-12-en-29-oico (acido hidroxiimbérbico),
também apresentaram atividade antibacteriana e, particularmente, o acido imbérbico
apresentou potente atividade contra o Mycobacterium fortuitum e Staphylococcus
aureus.

Além disso, foi demonstrada atividade antifungica de sete espécies da familia
Combretaceae e sugeriu-se que esta atividade seria devido a presenga de taninos e
saponinas presentes nos extratos destas espécies de plantas (BABA-MOUSSA et
al., 1999).

Outros estudos tém demonstrado a atividade antiinflamatoria de algumas
espécies deste género. Entre estas, destaca-se a Combretum micranthum que
demonstrou atividade antiinflamatéria com o extrato metandlico das folhas, nas
doses de 50 e 100 mg/kg, no modelo de edema de pata induzido por carragenina; e
também, nas mesmas doses, o extrato inibiu 0 aumento da permeabilidade vascular
induzida pelo acido acético e na dose de 100 mg/kg inibiu a formag&o de granuloma
em ratos de forma similar a indometacina (5 mg/kg) (OLAJIDE et al., 2003).

Outras espécies que apresentaram alta atividade antiinflamatéria foram a C.
apiculatum, C. mossambicence, C. imberbe e C. molle. Essa ultima espécie,
juntamente com a C. apiculatum, também apresenta atividade antibacteriana
significativa (McGRAW et al., 2001).

A atividade antimitética das plantas do género Combretum também foi
avaliada, sendo que as combretastatinas, isoladas das arvores do Combretum
caffrum, associadas ao fosfato como pro-drogas, tém sido eficazes quando testadas
clinicamente no tratamento de tumores sodlidos. Consequentemente, esses
compostos sdo mais interessantes do que outros agentes anti-mitéticos e outra
vantagem € que também séao inibidores da angiogenése. Além disso, a sua eficacia
esta sendo avaliada no tratamento da retinopatia diabética, que € uma das maiores
causas de cegueira (CIRLA e MANN, 2003).
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Com a finalidade de avaliar o potencial genotéxico de algumas plantas
medicinais do sul da Africa, Elgorashi et al (2003) selecionaram o extrato de 51
plantas medicinais e demonstraram que algumas espécies do género Combretum
apresentam efeito mutagénico e toxicidade. Estes resultados sdo importantes devido
ao uso extensivo destas plantas pela populagdo e mostram a necessidade de mais
estudos sobre a seguranca e efetividade destas espécies.

Trabalhos fitoquimicos tém sido realizados com o Combretum e diferentes
espécies do género, as quais possuem varios compostos quimicos bioativos
(MASIKA e AFOLAYAN, 2002). Alguns desses compostos sao: cicloartano,
damarano e oleananos triperndides, avonoides, dibenzils aromaticos, estilbenos,
fenantrenos, lignanas e aminoacidos os quais sao encontrados em varias especies
do género Combretum (CHOWDHURY e ISLAM, 2004).

1.3. Combretum leprosum

A Combretum leprosum pertence a familia Combretaceae, sendo conhecida
popularmente como cipoaba, mofumbo e mufumbo (MATOS, 2003).

A figura 1 mostra a planta Combretum leprosum, a qual encontra-se
amplamente distribuida na regido norte do Brasil e é utilizada popularmente para o
tratamento de hemorragias, como sedativo e cicatrizante (LIRA et al, 2002; LIRA e
SILVEIRA, 2003).

Figura 1. Partes aéreas da Combretum leprosum (Mufumbo).
Fonte: Bruening, M. H. (1990).

Facundo et al (1993) isolaram alguns compostos presentes na Combretum
leprosum, sendo um triterpeno inédito identificado como 3f,6p,16p-trihidroxilup-

20(29)-eno e dois ja conhecidos e denominados de acido arjundlico e acido mdllico,



19

além de dois flavondides denominados de 3-o-metilquercetina e 3-0-a-L-

ramnopiranosilquercetrina (quercetrina), conforme apresentado na figura 2.

R’ R? R®
B-OH, H B -OH,H B-OH, H

Triterpeno 3B, 63, 16p-trihidroxilup-20(29)-ene

Acido Mollico

OH

3-0-a-L-Rhamnopyranosilquercetrina

R’ R? R®

Acido Arjundlico

3-o-Metilquercetina

Figura 2. Triterpenos e Flavondides obtidos do Combretum leprosum.

Fonte: Adaptado de Facundo et al (1993).
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Estudos preliminares com a Combretum leprosum indicam que a planta
possui atividade antinociceptiva no teste de imersdo da cauda e no teste da
formalina. Os resultados mostraram que no teste de imersdo da cauda o extrato
etandlico apresentou atividade antinociceptiva no primeiro periodo de observagao
(30 min) e no teste da formalina o efeito foi observado tanto na primeira fase (0-10
min, dor neurogénica) quanto na segunda fase (20-40 min, dor inflamatdria) (LIRA et
al, 2002).

Além disso, estudos preliminares com as raizes da planta, tém demonstrado
que a Combretum leprosum e o composto isolado acido arjundlico apresentam
propriedades antiinflamatérias e analgésicas. O acido arjundlico € o principal
composto isolado das raizes e pode ser o principio ativo responsavel pelas
atividades observadas no extrato etandlico desta parte da planta. Para a
determinacdo da atividade analgésica e antiinflamatéria foram utilizados os
seguintes modelos: contor¢gées abdominais induzidas pelo acido acético e edema de
pata induzido pela carragenina (MEDEIROS et al, 2003).

1.4. Mecanismos envolvidos na transmissao da dor

A dor é definida pela Associagao Internacional para Estudo da Dor como uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada com dano tecidual real
ou potencial, ou descrita em termos de tal lesdo (DICKENSON e BESSON, 1997). E
importante salientar que sempre que qualquer tecido estiver lesado, o organismo
reage para desencadear o estimulo doloroso como um mecanismo de protegao
(GUYTON e HALL, 2002; MILLAN, 1999, 2002).

Entretanto, a dor € uma experiéncia complexa que nao envolve apenas a
transducdo do estimulo nociceptivo ambiental, mas também cognitivo e emocional
processado pelo cérebro (JULIUS e BASBAUM, 2001).

Os receptores da dor na pele e em outros tecidos estdo presentes em
terminagdes nervosas livres sensiveis a estimulos dolorosos. A atividade no
nociceptor e a via nociceptiva e outros processos neurofisiolégicos induzidos pelo
estimulo doloroso € chamado de nocicepgédo (DICKENSON e BESSON, 1997).

A dor é usualmente desencadeada pela ativacao de nociceptores especificos
(dor nociceptiva). Entretanto, ela pode ser resultante de lesdo nas fibras sensoriais,
ou dano ocasionado no SNC (dor neuropatica) (MILLAN, 1999).
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Além disso, segundo Dickenson e Besson (1997), algumas alteragdes podem
ocorrer, como o aumento da resposta a um estimulo normalmente doloroso o qual &
denominado de hiperalgesia. Esta normalmente é decorrente de importantes
mudancgas no processo central de sinalizagcdo da dor. Outras alteragcbes sensoriais
também podem aparecer, entre elas a alodinia que se refere a dor evocada por
estimulo inécuo (MILLAN, 1999).

A sensacao de dor nos alerta para uma real ou provavel leséo e desencadeia
respostas apropriadas para proteger o organismo. Contudo, frequentemente a dor
torna-se crbénica e debilitante em substituicdo a sua funcdo de atuar como um
sistema de aviso. A transicdo para a fase crénica envolve mudangas na medula
espinhal e enceéfalo, mas ocorre modulagdo significativa nos locais onde as
mensagens da dor s&o iniciadas no nivel do primeiro neurénio sensorial (JULIUS e
BASBAUM, 2001).

O estimulo doloroso é propagado através de fibras aferentes primarias C ou
fibras A-5. Estas sao fibras mielinizadas, que rapidamente conduzem o estimulo. As
fiboras C s&o n&o-mielinizadas e conduzem o estimulo nociceptivo com baixa
velocidade; esse grupo é conhecido como nociceptores polimodais C (PMN)
(JULIUS e BASBAUM, 2001).

As fibras C e A-6 transferem a informacédo nociceptiva para a lamina
superficial (lamina | e IlI) e para a lamina profunda (V e VI) no corno dorsal, como
também para a lamina circumcanular (lamina X). Por outro lado, as fibras Ap séo
fiboras de maior calibre, mielinizadas e de rapida conduténcia e transmitem a
informacéao de estimulos mecanicos inécuos para a lamina profunda (llI-1V) (MILLAN,
2002).

As fibras aferentes primarias (PAFs) podem estimular diretamente neurénios
de projegéo, os quais retransmitem a mensagem para o cérebro, ou indiretamente
enviam a mensagem para outros neurdnios de projecao via interneurénios
excitatorios. Além disso, as PAFs também podem estimular interneurénios inibitorios
0s quais interagem com os neurénios de projecado (MILLAN, 2002).

Os nociceptores primarios fazem uma sinapse no corno dorsal da medula
espinhal com neurbnios de segunda ordem, predominantemente na lamina Il
(substancia gelatinosa) da medula espinhal. Os neurbnios de segunda ordem

cruzam a medula espinhal para ascender no trato espinotalamico chegando até suas
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fibras terminais localizadas principalmente no talamo. No talamo, neurbnios de
terceira ordem emitem axoénios através da capsula interna ao cortex somatosensor,
onde a somatizagdo do estimulo nocivo ocorre, ou emitem axénios ao giro cingulado
anterior, onde existe o componente emocional da dor (RUSSO e BROSE, 1998).

Além disso, o trato espinotalamico parece emitir axdnios ao mesencéfalo e a
ponte rostral, fazendo sinapses em complexos nucleares, incluindo o nucleo magno
da rafe (NMR) e o nucleo reticular gigantocelular (NRG). Ambas as estruturas
parecem estar envolvidas na regulagdo nociceptiva descendente dos neurénios de
segunda ordem (RUSSO e BROSE, 1998; BESSON, 1999; MILLAN, 1999).

As vias aferentes da dor sdo constituidas de diferentes tratos ascendentes
que formam dois sistemas filogenéticos distintos. O primeiro, mais antigo, passa
através da regido medial da medula espinhal, sendo formado pelos tratos:
paleoespinotalamico, espinoreticular, espinomesencefalico, espinoparabrachio-
amigdaloide, espinobrachio-hipotalamico e espinotalamico. O outro sistema, mais
recente, ocupa a regidao lateral da medula espinhal e consiste no trato
neoespinotaldmico, espinocervical e pés-sinaptico no corno dorsal (ALMEIDA et al,
2004).

As vias descendentes originadas de estruturas cerebrais tém um importante
papel na modulagéo e integracdo das mensagens nociceptivas no corno dorsal da
medula. Vias serotonérgicas, noradrenérgicas e em menor proporgao as vias
dopaminérgicas compreendem o0s maiores componentes dos mecanismos
descendentes (MILLAN, 1999).

De fato, vias descendentes também podem modular a nocicepgéo interagindo
com varios elementos neuronais no corno dorsal: (1) terminais das PAFs; (2)
neurénios de projecao; (3) interneurdnios excitatorios e inibitorios; (4) terminais de
outras vias descendentes. E importante mencionar que os neurénios de projecdo e
interneurénios especificos para a nocicepcao, estdo predominantemente localizados
na lamina superficial, respondendo somente a estimulos dolorosos, enquanto outros,
principalmente na lamina profunda, sdo excitados somente por estimulos in6cuos
(MILLAN, 2002).

Observando os mecanismos envolvidos na transmissdo do processo doloroso
descrito acima, pode-se afirmar que a dor ndo é uma sensag¢ao uniforme, a

qualidade da dor e o inicio das respostas de protegao sao determinados por muitos
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fatores dentro da medula espinhal e estruturas do cérebro, envolvidas na integracao
e modificacado da sinalizagao nociceptiva (DICKENSON e BESSON, 1997).

Neste sentido, existem varias fontes importantes onde os mediadores que
participam da resposta nociceptiva sdo gerados como: tecido lesado, sistema
vascular, células imunes, tecidos adjacentes, nervos sensoriais e simpaticos. Esses
mediadores atuam em receptores amplamente distribuidos no organismo. Alguns
desses receptores sdo acoplados a proteinas G e induzem a formagao de segundos
mensageiros. Outros receptores sado acoplados a canais idnicos que regulam a
permeabilidade e a concentragao celular de ions (DICKENSON e BESSON, 1997).

Alguns desses mediadores que estimulam o tipo quimico de dor incluem:
bradicinina (BK), serotonina (5-HT), histamina, ions potassio, acidos, acetilcolina e
enzimas proteoliticas. Além destas, as prostaglandinas (PGs) e a substancia P (SP)
acentuam a sensibilidade das terminag¢des da dor (GUYTON e HALL, 2002; MILLAN,
1999, 2002).

Entre esses mediadores, o aminoacido glutamato €é o principal
neurotransmissor excitatorio no sistema nervoso central de mamiferos que permite a
entrada do sinal nociceptivo para a medula espinhal e é encontrado nos terminais
nervosos dos neurdnios nociceptivos espinhais (WESTLUND et al., 1992; BROMAN
e ADAHL, 1994, VALLANO, 1998).

O glutamato pode ativar tanto receptores glutamatérgicos ionotrépicos
(GluR;s), dos quais incluem os receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), a-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-izoxazolepropionato (AMPA) e cainato, quanto receptores
glutamatérgicos metabotropicos (GluRys), que sdo acoplados a proteina G. Oito
subtipos de receptores metabotrépicos foram clonados e denominados GluRns 1-8,
sendo classificados em diferentes grupos: grupo | (GluRns 1 e 5) que levam a
estimulacao da fosfolipase C, Il (GluRys 2 e 3) e lll (GluRys 4, 5, 6, 7 e 8) que
inibem a atividade da adenilato ciclase (GAVIRAGHI, 2000).

Uma familia de receptores de glutamato corresponde aos receptores ativados
pelo N-metil-D-aspartarto (NMDA), um analogo ao glutamato. Estes receptores
(NR1, NR2A, NR2B, NR2C e NR2D) sao coletivamente definidos como receptores
NMDA (DANBOLT, 2000). Evidéncias experimentais sugerem que o receptor NMDA
esta envolvido na sensibilizacdo central e na hiperalgesia secundaria (DRAY et al.,
1994; MILLAN, 1999).
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2 JUSTIFICATIVA

A procura por constituintes bioativos de plantas superiores apresenta como
possibilidade a descoberta de compostos que atuam em processos inflamatérios
acompanhados de dor. O uso de extratos, padronizados e de comprovada agao,
poderia beneficiar a populagao carente devido ao menor custo, ao mesmo tempo em
que proporcionariam a descoberta de novos compostos de interesse terapéutico ou
de protétipos que possibilitariam a sintese de moléculas com potencial interesse
pelas industrias farmacéuticas.

Neste sentido, o presente estudo se justifica tendo em vista que estudos pré-
clinicos prévios sugerem que o extrato da Combretum leprosum apresenta atividade
antinociceptiva, justificando sua utilizagdo na medicina popular. Contudo, estudos
adicionais sao necessarios para confirmar a importante atividade antinociceptiva da
C. leprosum, bem como para analisar 0s possiveis mecanismos de acgao

responsaveis pelo seu efeito antinociceptivo.
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3 OBJETIVOS

3.1. Geral:

Avaliar a possivel atividade antinociceptiva do extrato etandlico e de principios

ativos obtidos das flores da Combretum leprosum em camundongos.

3.2. Especificos:

v' Verificar o efeito antinociceptivo do extrato etandlico obtido das flores da
Combretum leprosum em modelos de nocicepgao quimica (testes do acido acético,
formalina, capsaicina e glutamato) e térmica (modelo da placa quente) em

camundongos.

v Verificar o efeito dos principios ativos (acido arjundlico e triterpeno) isolados

da Combretum leprosum sobre a nocicepgao quimica induzida pelo glutamato.

v’ Verificar o efeito da Combretum leprosum sobre a performance motora dos

camundongos.

v Verificar, com o emprego de técnicas farmacoldgicas “in vivo”, o(s) possivel
(is) mecanismo(s) envolvido(s) no(s) efeito(s) antinociceptivo(s) da Combretum
leprosum através da utilizagcdo de agonistas e antagonistas seletivos de varios

receptores que modulam a nocicepgao.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss adultos (18 a 35g) de ambos os sexos,
distribuidos aleatoriamente entre os grupos, provenientes do Biotério Central do
Setor de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal do Parana e do Biotério
Central do Setor de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal de Santa Catarina.

Os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica do Uso de Animais
(CEUA) da UFPR (protocolo n° 23075.6597/2004 - 52/085). Os animais foram
mantidos em temperatura constante (23°C + 2°C), com umidade relativa do ar entre
30% e 70%, ciclo claro-escuro de 12 horas (luzes acesas das 7h as 19h) e tratados
com agua e ragao ad libitum. Permaneceram no laboratério por um periodo de
adaptacao de pelo menos 1h antes da realizagdo dos experimentos, os quais foram
conduzidos entre 8 e 17h & temperatura de 22 + 2°C. O nUmero de animais e a
intensidade do estimulo nocivo utilizado foram o minimo necessario para demonstrar
os efeitos do tratamento com as drogas.

Os experimentos foram conduzidos de acordo com as normas internacionais
para o estudo com os animais de laboratério (ZIMMERNANN, 1983).

4.2. Classificagdo botanica da planta estudada

A Combretum leprosum foi coletada em Cocalzinho-Vigosa, Estado do Cear3a,
Brasil, em maio de 2001, e identificada pelo Prof. Afranio Fernandes (Universidade
Federal do Cearda). Um exemplar da espécie (n. 12446) foi depositado no Herbario

Prisco Bezerra no Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara.

4.3. Analise quimica
4.3.1. Isolamento, purificacéo e identificacdo quimica dos compostos.

Os compostos foram isolados e identificados pelo grupo de pesquisa
coordenado pelo Prof. Dr. Valdir Facundo do Departamento de Quimica Orgénica da
Universidade Federal do Ceara. As flores secas e trituradas foram submetidas a

extragdo com etanol a temperatura ambiente (trés extragdes sucessivas utilizando 5
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litros de etanol em cada extracdo). Foi feita a destilagdo do solvente sob pressao
reduzida fornecendo 58,30g de extrato.

Parte do extrato etandlico (32,00g) foi submetida a um fracionamento em
coluna filtrante, utilizando como adsorvente silica gel e hexano, cloroférmio, acetato
de etila e metanol como fase eluente, obtendo-se desta forma os respectivos
eluatos.

O eluato cloroférmio foi submetido a uma cromatografia em coluna de silica
utilizando-se como fase fixa gel H (artigo 7761) da Merck e como fase mével uma
mistura de hexano e acetato de etila, em polaridade crescente. Em quatro fragbes
(27-30), extraidas com hexano:acetato de etila (30:70) observou-se a presenca de
precipitado branco, o qual, por meio de recristalizacdo em éter etilico foi possivel
purificar uma substancia que foi identificada por métodos quimicos e
espectroscopicos apropriados como sendo o triterpeno 383,6p3,16pB-trihidroxilup-
20(29)-eno (TTHP) e o acido arjundlico (FACUNDO et al, 2003).

4.4. Analise farmacologica

4.4.1. Vias de administragdo: Com o objetivo de evidenciar uma ac¢ao antinociceptiva
sistémica, o extrato etandlico das flores de Combretum leprosum (EECL) foi
administrado pela via oral e os compostos (triterpeno TTHP e acido arjundlico) foram
administrados tanto pela via oral quanto pela intraperitoneal. Os animais foram preé-
tratados pela via oral e intraperitoneal, com diferentes doses do extrato ou
compostos, 60 e 30 min antes do agente irritante, respectivamente. Além disso, foi
observado o possivel efeito antinociceptivo do triterpeno TTHP, tanto periférico
(administrado em associagdo com o agente irritante) quanto central (administrado

pela via intratecal).

4.4.2. A atividade antinociceptiva do EECL e dos compostos isolados foi avaliada
através da utilizagdo dos modelos de nocicepgao induzidos pelo acido acético (0,8%,
0,1 ml/10g), formalina (2,5%, 20 pl/pata), glutamato (10 umol/pata), capsaicina (1,6
ug/pata) e placa-quente (50+1°C) em camundongos (SANTOS et al., 1999; BEIRITH
et al., 2002).



28

4.421. Teste das contorcoes abdominais induzidas pela injecao intraperitoneal de

acido acético em camundongos.

Verificou-se o efeito antinociceptivo do EECL no teste das contorcbes
abdominais, que embora seja um modelo de nocicepgao simples e pouco especifico,
permite avaliar a atividade antinociceptiva de varias substancias que atuam tanto em
nivel central quanto periférico. A resposta nociceptiva foi induzida pela inje¢cao
intraperitoneal de acido acético (0,8%) diluido em solugdo salina (0,9%). As
contorcbes abdominais consistem na contracdo da musculatura abdominal
juntamente com a extensao de uma das patas posteriores de acordo com o método
descrito anteriormente (COLLIER et al., 1968; BENTLEY et al., 1981).

Grupos de animais foram pré-tratados por via oral com o EECL (10, 30, 100,
300 e 1000 mg/kg), 1h antes da inje¢cao do acido acético. O grupo controle recebeu
o0 mesmo volume do veiculo (10 ml/kg) utilizado para diluir o extrato. Apds a injecéo
do acido acético os camundongos foram colocados em funis de vidros individuais e o
numero de contor¢des abdominais foi quantificado cumulativamente durante um
periodo de 20min. A atividade antinociceptiva foi determinada tomando-se como
base a inibigdo do numero das contorgdes abdominais dos animais pré-tratados com
o extrato comparado com o numero das contor¢cdes abdominais dos animais

controles (veiculo).

4.42.2. Nocicepcido induzida pela injecdo intraplantar de formalina em

camundongos.

Para confirmacdo do efeito antinociceptivo do EECL foi utilizado o teste de
nocicepgao induzida pela injecao intraplantar de formalina. Este modelo é mais
especifico que o teste de contor¢cbes abdominais, permitindo avaliar dois tipos de
dor: a dor de origem neurogénica (estimulagao direta dos neurdnios nociceptivos) e
a dor inflamatdria (caracterizada pela liberacdo de mediadores inflamatérios). Os
animais receberam 20 pul de formalina a 2,5% (0,92% de formaldeido) na regiao
plantar da pata posterior direita. Logo apds a inje¢do da formalina os animais foram
colocados individualmente dentro de um funil de vidro, ao lado de um espelho para
facilitar a observagao. Apos, foi cronometrado durante 30min o tempo que o animal

permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada com formalina, sendo esse
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periodo considerado como indicativo de dor. Esse modelo permite evidenciar duas
fases de sensibilidade dolorosa: a primeira fase que ocorre durante os primeiros 5
min apods a injecdo da formalina (nocicepgado de origem neurogénica) e a segunda
fase que ocorre entre 15 a 30min apds a formalina, representando a resposta ténica
a dor, acompanhada de uma resposta inflamatéria relacionada a liberagdo de
mediadores inflamatoérios (HUNSKAAR e HOLE, 1987).

Grupos de animais foram tratados com o EECL (10, 30, 100 e 300 mg/kg), 1 h
antes da injecdo da formalina. Os animais controles receberam igual volume do

veiculo utilizado para diluir o extrato.

4.42.3. Nocicepcido induzida pela injecdo intraplantar de capsaicina em

camundongos.

Esse modelo foi proposto por Sakurada et al. (1992) para o estudo de
compostos que atuam sobre a dor de origem neurdgenica. A injecao de capsaicina
induz estimulacado direta dos neurbénios nociceptivos e causa a liberacdo de varios
neuropeptideos envolvidos na transmissdo dolorosa, incluindo principalmente as
taquicininas (substancia P, neurocinina A e neurocinina B). Assim, esse teste foi
empregado com o objetivo de evidenciar a possivel interagdo das plantas em
estudos com esses neuropeptideos (SAKURADA et al., 1992; 1993).

Os animais foram colocados individualmente dentro de um funil de vidro
transparente por um periodo de adaptagcao de, no minimo, 20min. Apés, cada animal
recebeu intraplantarmente 20 pl de solugdo de capsaicina (1,6 ug/pata) na pata
posterior direita, sendo que o tempo que o animal permaneceu lambendo ou
mordendo a pata injetada com capsaicina foi cronometrado por um periodo de 5min
e considerado como indicativo de nocicepcdo. Grupos de animais foram tratados
com o EECL (10, 30, 100, 300 e 1000 mg/kg) 1h antes da inje¢do da capsaicina. Os
animais controles receberam igual volume dos veiculos utilizado para diluir o extrato
(SAKURADA et al., 1992; 1993).
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4424 Nocicepcdo induzida pela injecdo intraplantar de glutamato em

camundongos.

Para testar se os aminoacidos excitatérios estdo envolvidos no efeito
antinociceptivo do EECL, o extrato foi administrado por via oral e analisado na
nocicepgao induzida pelo glutamato (BEIRITH et al., 2002).

Os animais receberam 20ul de solugéo de glutamato (10 umol/pata) dissolvido
em salina na superficie plantar da pata traseira direita. Apds, os animais foram
colocados individualmente em funis de vidro, e o tempo que o animal permaneceu
lambendo ou mordendo a pata injetada foi cronometrado por um periodo de 15min.
O tempo de lambedura e mordida da pata foi considerado como um indicativo de
nocicepgao.

Grupos de animais foram tratados com o EECL (10, 30, 100 e 300 mg/kg) por
via oral, com o TTHP (1, 3, 10 e 30 mg/kg) por via oral e intraperitoneal e com o
acido arjundlico (3, 10, 30 e 100 mg/kg) por via intraperitoneal antes da injecéo de
glutamato. Os animais controle receberam igual volume de veiculos utilizado para
diluir o extrato e compostos.

Com o objetivo de evidenciar uma acgao periférica do triterpeno TTHP na
nocicepcgao induzida pelo glutamato, grupos de animais foram tratados com o TTHP
(3-30 ug/pata), em associagao com o irritante, e apos foi observado o tempo que o
animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada com glutamato. Além
disso, também observou um possivel efeito central do triterpeno TTHP, sendo que o
mesmo foi administrado via intratecal (10-300 ug/sitio), como descrito anteriormente
por Hylden e Wilcox (1980), 15min antes da injecdo de glutamato. Para isto os
animais foram imobilizados manualmente, e uma agulha conectada a uma
microseringa de 50 pl, foi inserida através da pele entre as vértebras Ls e Lg dentro
do espaco subdural, para a administracdo de um volume de 5 pL da solugao

contendo o TTHP ou veiculo.

4.4.2.5. Teste da "Placa-Quente".

A atividade antinociceptiva do EECL foi analisada no teste da placa quente,
que € um modelo de dor muito sensivel para drogas que atuam centralmente como a

morfina e seus derivados. Para isso, os animais foram colocados dentro de um
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cilindro de acrilico sobre uma superficie de uma placa de metal previamente
aquecida a 50+1°C e 55+1°C utilizando-se o aparelho de placa quente (Ugo Basile,
Model-DS 37). O tempo em segundos que o animal levou para lamber, morder ou
levantar as patas dianteiras sobre a placa previamente aquecida, foi cronometrado e
considerado como indicativo de efeito nociceptivo conforme descrito anteriormente
(EDDY e LEIMBACK, 1953).

Cada animal foi selecionado conforme sua reatividade ao modelo, sendo
desprezados aqueles que permaneceram acima de 15 ou 8s na placa aquecida sem
reagir ao estimulo térmico na temperatura de 50+1°C e 55+1°C, respectivamente. O
tempo maximo permitido de permanéncia dos animais no aparelho de placa quente
foi de 30s para evitar danos teciduais aos animais, o qual foi considerado como
indice total de analgesia.

Os animais foram pré-tratados 1h antes do experimento com o EECL (10, 30,
100 e 300 mg/kg) ou 15min antes com o fentanil (100 pg/kg, s.c., utilizado como
controle positivo). O tempo de permanéncia dos animais na placa quente foi
convertido em dados percentuais, sendo utilizada a seguinte férmula: percentagem
de efeito maximo (PEM)= TF (tempo final) — Tl (tempo inicial)/30 — Tl (tempo inicial)
(adaptada de AANONSEN e WILCOX, 1987).

4.4.2.6. Efeito sobre a performance motora no modelo do “Rota-rod”.

Com o objetivo de evidenciar o possivel efeito depressor do EECL sobre o
SNC ou periférico foi empregado o teste do “Rota-rod”, que analisa a performance
motora do animal (DUHAM e MIYA, 1957).

O aparelho é constituido de uma barra de 2,5 cm de didametro, localizada a 25
cm de altura, subdividida em 6 compartimentos que giram a 22 r.p.m. Os animais
foram selecionados em sessdes de 1min de duracdo, 24h antes da administragcao
dos tratamentos, sendo escolhidos aqueles que permaneceram na barra giratéria por
esse periodo. No dia do teste, os animais foram pré-tratados 1h antes do
experimento com o EECL (10, 30, 100 e 300 mg/kg) ou 30min antes com o
diazepam (2 mg/kg, i.p., utilizado como controle positivo). O resultado foi expresso

pelo tempo que os animais permaneceram sobre o aparelho. O tempo de corte
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usado foi de 1min. Entretanto, quando ocorria queda dos animais do aparelho eram

feitas trés recondugdes, no maximo, a barra com um tempo de corte de 3min.

4.4 3. Estudo do possivel mecanismo de acdo antinociceptivo do EECL e triterpeno
TTHP.

Nesta etapa do trabalho procuramos analisar o(s) possivel(eis) mecanismos
de acao envolvido(s) na atividade antinociceptiva causada pelo EECL ou triterpeno
TTHP. Com esta finalidade, analisou-se o0 possivel envolvimento com o sistema
opioide, serotonérgico, nitrérgico entre outros de acordo com o método descrito por
Santos et al. (1999) e Mendes et al. (2000). Para isso, foram realizados ensaios
farmacolégicos “in vivo” utilizando varios agonistas e antagonistas especificos ou
inibidores enzimaticos e o tratamento posterior com o EECL e o triterpeno TTHP. A
reversao ou nao do efeito antinociceptivo foi analisada na nocicepg¢ao induzida pelo

glutamato.

4.4 3.1. Participacdo do sistema opidide.

Com o objetivo de avaliar a participagdo do sistema opidide sobre o efeito
antinociceptivo do EECL, grupos distintos de animais foram pré-tratados com
antagonista opidide nao seletivo, naloxona (1 mg/kg, i.p.) 15 min antes da
administracdo do EECL (100 mg/kg, v.o0.) ou de morfina (5 mg/kg, s.c.), utilizada
como controle positivo. Decorridos 1h ou 30min apds a administracdo do EECL ou
da morfina respectivamente, foi avaliado o efeito desse tratamento em relagcéo a
nocicepgao induzida pela injecdo intraplantar de glutamato. Os grupos utilizados
como controle foram tratados com o EECL (100 mg/kg, v.0.), veiculo (utilizado para
diluir o extrato), morfina (5 mg/kg, s.c.) ou naloxona (1 mg/kg, i.p.), 60 e 30min antes

da injegao de glutamato.

4.4.3.2. Participacdo da via L-arginina-6xido nitrico.

Para avaliar a possivel participagédo da via da L-arginina-6xido nitrico no efeito
antinociceptivo causado pelo EECL, os animais foram pré-tratados com o precursor

do 6xido nitrico, a L-arginina (600 mg/kg, i.p.), € apés 15min receberam o EECL (100
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mg/kg, v.0.) ou NC-nitro-L-arginina (L-NOARG, 75 mg/kg, i.p., inibidor da enzima
oxido nitrico sintase) (SANTOS et al., 1995b; VAZ et al., 1996; BEIRITH et al., 1998).

Decorridos 1h ou 30min apds o tratamento com o EECL ou L-NOARG
respectivamente, os animais foram analisados na nocicep¢ao induzida pela inje¢cao
de glutamato. Os animais controles foram tratados com o EECL (100 mg/kg, v.o., 1h
antes), veiculo (v.o., 1h antes), L-arginina (600 mg/kg, i.p., 30 min antes) ou L-

NOARG (75 mg/kg, i.p., 30 min antes) antes da inje¢do de glutamato.

4.4 .3.3. Participacao do sistema serotonérgico.

Visando investigar a possivel participacdo do sistema serotonérgico no efeito
antinociceptivo causado pelo EECL, os camundongos foram pré-tratados com
pindolol (1 mg/kg, i.p., antagonista 5-HT1a/1g € antagonista dos B-adrenoreceptores),
cetanserina (0,3 mg/kg, i.p., antagonista preferencial do receptor 5-HTza) €
ondansetron (0,5 mg/kg, i.p., antagonista do receptor 5-HT3). Transcorridos 15min
apos o ultimo tratamento, os animais foram tratados com o EECL (100 mg/kg, v.o.)
ou veiculo (v.0.) e apos 1h foram analisados na nocicepgéao induzida pelo glutamato.
Os animais controles foram tratados com: EECL (100 mg/kg, v.o., 1h antes), veiculo
(10 ml/kg, i.p., 1h antes), pindolol (1 mg/kg, i.p., 30 min antes), cetanserina (0,3
mg/kg, i.p., 30 min antes) ou ondansetron (0,5 mg/kg, i.p., 30 min antes) antes da

injecado de glutamato.

4.4 3.4. Participacdo do sistema glutamatérgico.

A fim de obter informagdes adicionais sobre a possibilidade dos aminoacidos
excitatorios (AAE) estarem envolvidos no mecanismo antinociceptivo do EECL e do
triterpeno TTHP foi avaliada a atividade antinociceptiva do EECL (100 mg/kg, v.0.) e
do triterpeno TTHP (10 e 30 pg/sitio, administrado i.t. em associacdo com os
agonistas) sobre a nocicepgao direcionada a regido dorso/caudal causada pelos
agonistas seletivos de receptores glutamatérgicos em camundongos. As injegdes
foram realizadas em animais conscientes, a fim de eliminar a possivel interferéncia
de anestésicos, de acordo com o método descrito por Hylden e Wilcox (1980).

Os animais foram imobilizados manualmente e uma agulha conectada a uma

microseringa de 50ul, foi inserida através da pele entre as vértebras Ls e Lg dentro



34

do espacgo subdural, para a administracado de um volume de 5 pL das drogas ou
veiculo. A resposta nociceptiva foi induzida pelo trans-ACPD (agonista dos
receptores glutamatérgicos metabotrépicos, 50 nmol/sitio, i.t.) (BOXALL et al., 1998),
AMPA (agonista seletivo de receptores AMPA, 135 nmol/site, i.t.) (BRAMBILLA et al,
1996), glutamato (175 nmol/sitio, i.t.), cainato (agonista seletivo de receptores de
cainato, 110 pmol/sitio, i.t.) ou N-metil-D-aspartato (agonista seletivo de receptores
NMDA, 450 pmol/sitio, i.t.) (URCA e RAIGORODSKY, 1998).

A injecdo intratecal dos AAE causa uma reagdo comportamental de
nocicepgao direcionada a regido dorso/caudal. A reagdo nociceptiva foi definida
como o tempo que o animal permaneceu lambendo ou mordendo os membros
posteriores (patas posteriores, cauda e abdémen) que foi cronometrado no periodo
apropriado para cada droga, como descrito na literatura: glutamato: 3 min; NMDA: 5
min; AMPA: 1 min; cainato: 4 min e trans-ACPD: 15 min (URCA e RAIGORODSKY,
1988; SAKURADA et al.,, 1992; BRAMBILLA et al., 1996; BOXALL et al., 1998;
SCHEIDT et al, 2002).

4.5. Drogas e solugdes usadas

Os experimentos realizados utilizaram as seguintes drogas e solugdes: acido
acetico, formalina e hidrocloreto ou hidrobrometo de morfina (Merck AG, Darmstadt,
Alemanha); NC-nitro-L-arginina (L-NOARG), L-arginina, glutamato, capsaicina,
diazepam, fentanil, cainato, substancia P, trans-ACPD e pindolol (Sigma Chemical
CO., St Luis, MO, EUA); hidrocloreto de naloxona (Research Biochemicals
International, Natick, MA, EUA); AMPA e NMDA (Tocris Cookson, Bristol, UK);
tartarato de cetanserina (Tocris Cookson Inc., Ellisville, USA); hidrocloridrato de
ondansetron (Cristalia, Sao Paulo, Brasil).

Os demais reagentes e sais utilizados foram de alto grau de pureza analitica e
procedéncia Merck.

O 4&cido arjundlico e o triterpeno TTHP foram isolados das flores do
Combretum leprosum pelo Departamento de Quimica Organica da Universidade
Federal do Ceara, Brasil, como descrito anteriormente (FACUNDO et al, 1993).

O EECL e os compostos foram dissolvidos em salina contendo tween 80 e
DMSO. A capsaicina foi dissolvida em etanol absoluto e carbonato de sodio (0,5%).

A concentracéo final de etanol, tween 80 e DMSO nao excederam a 5%, de modo a



35

nao influenciar no efeito causado pelo extrato e compostos. As demais drogas foram

diluidas em salina.

4.6. Analise estatistica

Os resultados sao apresentados como a média + erro padrdo da média,
exceto as Dlsgs (dose do extrato ou compostos que reduziram a resposta em 50%
em relacdo ao grupo controle), que sao apresentadas como médias geométricas
acompanhadas de seus respectivos limites de confianca, em nivel de 95%. As
analises estatisticas dos resultados foram realizadas por meio de analise de
variancia (ANOVA), seguida pelo teste de multipla comparacdo utilizando-se o
método de Newman Kuels, quando apropriado. Valores de P<0,05 foram
considerados como indicativos de significancia. As Dlsgs foram estimadas a partir de
experimentos individuais utilizando o método de regressao linear através do

programa “Graph Pad Prism”.



36

5 RESULTADOS

5.1. Nocicepgédo induzida pela injecdo intraperitoneal de acido acético em

camundongos.

Os resultados apresentados na Figura 3 mostram que o EECL administrado
por via oral (10 - 1000 mg/kg) causou inibicdo dependente da dose das contorgbes
abdominais induzidas pela injecdo de acido acético em camundongos. O valor médio
da Dlsp (juntamente com seus intervalos de confianga de 95%) foi 131,9 (91,8 —
189,6) mg/kg e inibicdo de 88 + 9% na dose de 1000 mg/kg.
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Figura 3. Efeito antinociceptivo do EECL, administrado 1h antes pela via oral, em relagdo as
contorgbes abdominais induzidas pela injecdo de acido acético (0,8%) em camundongos. Cada grupo
representa a média do numero de contorgcbes de 8 a 12 animais, e as linhas verticais, indicam os
E.P.M. Difere significativamente do controle (C), **P < 0,01; ***P < 0,001.

5.2. Nocicepg¢ao induzida pela injeg¢ao intraplantar de formalina em camundongos.

Os resultados apresentados na Figura 4 mostram que o EECL administrado por
via oral (10, 30, 100 e 300 mg/kg) causou inibigao significativa de ambas as fases da
nocicepcao induzida pela formalina, sendo, contudo, mais efetivo em relagcdo a
segunda fase deste modelo. As Dlsps calculadas foram ~300 e 88,8 (59,9 — 131,5)
mg/kg e inibicdo de 4514 e 75+6% para a dose de 300 mg/kg, respectivamente, para

a primeira e segunda fase da nocicepg¢éao induzida pela formalina.
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Figura 4. Efeito antinociceptivo do EECL, administrado 1h antes por via oral, em relagdo a primeira
(A) e segunda fase (B) da nocicepg¢éo induzida pela formalina. Cada grupo representa a média do
tempo de reagdo de 8 a 12 animais, e as linhas verticais, os E.P.M. Difere significativamente do
controle (C), *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.

5.3. Curva tempo-resposta do EECL no modelo de nocicepcédo induzido pela
formalina.

Os dados apresentados na Figura 5 confirmam os resultados anteriores que o
EECL, administrado na dose de 100 mg/kg, v.o., foi capaz de inibir de forma parcial,
porém significativa, a nocicepcdo neurogénica somente até 1h apds sua
administragdo. Contudo, indicam também que o efeito antinociceptivo da EECL foi
mais duradouro e pronunciado em relagdo a nocicepcao inflamatéria induzida pela
formalina, sendo que seu efeito durou de forma significativa de 1 a 6h apds a sua

administragao.
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Figura 5. Efeito antinociceptivo tempo-resposta do EECL, administrado por via oral, em relagéo a
primeira (A) e segunda fase (B) da nocicepgao induzida pela formalina em camundongos. Cada grupo
representa a média do tempo de reacdo de 8 a 12 animais, e as linhas verticais, os E.P.M. Difere
significativamente do controle (C), *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.
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5.4. Nocicepgao induzida pela inje¢ao intraplantar de capsaicina em camundongos.

O tratamento dos animais com o EECL (10 — 1000 mg/kg, v.0.) causou
reducao significativa e dependente da dose da nocicepgdo neurogénica induzida
pela injecao intraplantar de capsaicina (1,6 ug/pata). A Dlsy calculada foi de 160,5
(105,0 — 245,2) mg/kg e a inibigao de 91 + 2% na dose de 1000 mg/kg (Figura 6).
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Figura 6. Efeito antinociceptivo do EECL, administrado 1h antes por via oral, em relagdo a
nocicepcao induzida pela injecdo intraplantar de capsaicina (1,6 ug/pata) em camundongos. Cada
grupo representa a média do tempo de reacdo de 8 a 12 animais, e as linhas verticais, os E.P.M.
Difere significativamente do controle (C), **P < 0,01, ***P < 0,001.

5.5. Nocicepgao induzida pela injegao intraplantar de glutamato em camundongos.

Os resultados apresentados na Figura 7 mostram que o EECL (10, 30, 100 e
300 mg/kg, v.0.) causou inibigdo significativa e dependente da dose da nocicepgéo
induzida pela inje¢do intraplantar de glutamato (10 umol/pata), com Dlsy de 38,3

(29,9 — 70,2) mg/kg e inibicdo de 74 £ 6% na dose de 300 mg/kg.
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Figura 7. Efeito antinociceptivo do EECL, administrado 1 h antes por via oral, em relagdo a
nocicepgao induzida pelo glutamato (10 umol/pata) em camundongos. Cada grupo representa a
média do tempo de reagdo de 8 a 12 animais, e as linhas verticais, os E.P.M. Difere
significativamente do controle (C), *P<0,05; ***P<0,001. Difere significativamente do grupo controle
(©), *P < 0,01 quando comparado com o grupo pré-tratado com salina (SAL).
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Os resultados apresentados na Figura 8 (A e B) mostram que o triterpeno
TTHP (1, 3, 10 e 30 mg/kg), administrado pela via oral ou pela via intraperitoneal, foi
capaz de inibir de maneira significativa e dependente da dose a nocicepgao induzida
pela injecéo intraplantar de glutamato (10 umol/pata). A Dlsy calculada foi 5,5 (3,7 —
7,9) e 7,9 (6,4 — 9,8) mg/kg com inibicdo de 786 e 79+6% na dose de 30 mg/kg
para a via i.p. ou oral, respectivamente. Além disso, pode-se observar que o TTHP
foi 4,8 a 6,9 vezes mais potente que o EECL em relagado a nocicepgao causada pelo
glutamato. Outro aspecto interessante é que o triterpeno TTHP apresentou poténcia
e eficacia semelhante, tanto administrado pela via i.p., quanto pela via oral,
indicando que o mesmo apresenta uma boa biodisponibilidade, o que & importante

para um futuro farmaco com atividade analgésica.
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Figura 8. Efeito antinociceptivo do triterpeno TTHP administrado por via intraperitoneal (A, 30 min
antes) e oral (B, 1h antes) em relagdo a nocicepg¢ao induzida pelo glutamato (10 pmol/pata) em
camundongos. Cada grupo representa a média do tempo de reagdo de 8 a 12 animais, e as linhas
verticais, os E.P.M. Difere significativamente do controle (C), **P < 0,01; ***P<0,001.

Os resultados apresentados na Figura 9 (A e B) mostram que o triterpeno
TTHP (3-300 pg/sitio), administrado perifericamente pela via intraplantar (em
associagao com o irritante) ou centralmente pela via i.t., também foi capaz de inibir
de maneira significativa e dependente da dose a nocicepgao induzida pela injecéo
intraplantar de glutamato (10 umol/pata). A Dlsy calculada foi 15,7 (12,2-20,2) e
107,1 (65,9-173,8) pg/sitio e a inibicdo maxima foi de 8214 e 77+8% para a via
intraplantar e intratecal, respectivamente. Além disso, pode-se observar que o TTHP
administrado perifericamente (via intraplantar) foi 6,8 vezes mais potente que a via

central (intratecal) na nocicepgdo causada pelo glutamato. Outro aspecto
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interessante € que a eficacia do triterpeno TTHP na nocicepgao do glutamato foi
semelhante independente da via de administragdo utilizada, confirmando que o

mesmo apresenta uma boa biodisponibilidade.
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Figura 9. Efeito antinociceptivo do triterpeno TTHP administrado por via intraplantar (em associagéo
com o irritante) (A) e administrado 15 min antes por via intratecal (B) em relagdo a nocicepgao
induzida pelo glutamato (10 umol/pata) em camundongos. Cada grupo representa a média do tempo
de reacéo de 4 a 8 animais, e as linhas verticais, os E.P.M. Difere significativamente do controle (C),
**P < 0,01; ***P<0,001.

Os resultados apresentados na Figura 10 mostram que o acido arjundlico (3,
10, 30 e 100 mg/kg, i.p.), também causou inibicdo significativa e dependente da
dose da nocicepgao induzida pela inje¢ao intraplantar de glutamato (10 umol/pata).
A Dlsg calculada foi 14,6 (10,9 — 19,5) mg/Kg e inibicdo de 73+6% na dose de 100
mg/kg.
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Figura 10. Efeito antinociceptivo do acido arjundlico, administrado 30min antes por via intraperitoneal,
em relacdo a nocicepgao induzida pelo glutamato (10 umol/pata) em camundongos. Cada grupo
representa a média do tempo de reagdo de 4 a 6 animais, e as linhas verticais, os E.P.M. Difere
significativamente do controle (C), **P < 0,01; ***P < 0,001.
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5.6. Efeito do EECL no teste da placa quente em camundongos.

Os resultados apresentados na Figura 11 (A) mostram que o EECL (10, 30, 100
e 300 mg/kg, v.0.) ndo foi capaz de alterar de forma significativa a laténcia ao
estimulo térmico quando analisado no teste da placa quente a temperatura de 55°C.
Ao contrario, o tratamento com fentanil (agonista opioide, 100 pg/kg, s.c.) causou
significativo aumento da laténcia dos animais quando avaliada nesse modelo.
Contudo, os dados da Figura 11 (B) mostram claramente que o EECL (10, 30, 100 e
300 mg/kg, v.0.) e o Fentanil (100 pg/kg, s.c.) aumentaram de forma significativa a
laténcia ao estimulo térmico quando analisados no teste da placa quente a

temperatura de 50°C.
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Figura 11. Influéncia do EECL, administrado 1h antes por via oral, ou do fentanil, administrado 15min
antes pela via subcutanea, na laténcia ao estimulo térmico no teste da placa quente a temperatura de
55°C (painel A) e 50°C (painel B) em camundongos. Cada grupo representa a média do tempo de
permanancia de 8 a 12 animais, e as linhas verticais, os E.P.M. Difere significativamente do controle
(C), **P<0,01; ***P<0,001; #P < 0,001.

5.7. Efeito do EECL sobre a performance motora dos animais no modelo do “Rota-
rod”.

Os resultados apresentados na Figura 12 mostram que o tratamento com o
EECL (10, 30, 100 e 300 mg/kg, v.0.) ndo alterou significativamente o desempenho e
nem o tempo de permanéncia dos camundongos no aparelho “Rota-rod” quando
comparado com o grupo controle (tratados somente com o veiculo). Entretanto, o
tratamento dos animais com o diazepam (2,0 mg/kg, i.p.) alterou o desempenho e
reduziu o tempo de permanéncia dos animais no aparelho “Rota-rod” quando

comparado ao grupo controle.
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Figura 12. Efeito do EECL, administrado 1h antes por via oral, € do diazepam (DIAZ), administrado
30 min antes pela via intraperitoneal, sobre a performance motora dos animais no aparelho do “Rota-
rod”. Cada grupo representa a média do tempo de permanéncia de 8 a 12 animais, e as linhas
verticais, os E.P.M. Difere significativamente do controle (C), #P<0,001.

5.8. Analise do mecanismo de acao antinociceptiva do EECL e do triterpeno TTHP.

5.8.1. Participagao do sistema opidide.

Os resultados apresentados na Figura 13 demonstram que o pré-tratamento
dos animais com naloxona (1 mg/kg, i.p., antagonista opidide nao seletivo) causou
reversao completa do efeito antinociceptivo induzido pela administracao de morfina
(5 mg/kg, s.c., agonista opidide nao seletivo) e pelo EECL (100 mg/kg, v.0.) quando

analisada em relagéo a nocicepg¢ao induzida pelo glutamato.
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Figura 13. Influéncia do pré-tratamento de camundongos com naloxona (1 mg/kg), sobre o efeito
antinociceptivo causado pelo EECL (100 mg/kg, v.0.) ou morfina (5 mg/kg, s.c.) na nocicepgao
induzida pelo glutamato (10 umol/pata). Cada grupo representa a média do tempo de reacdo de 8 a
12 animais, e as linhas verticais, os E.P.M. Difere significativamente do grupo veiculo (barras cheias),
*P < 0,01. P < 0,01 quando comparado com o grupo pré-tratado com naloxona mais agonistas
(EECL ou morfina).
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5.8.2. Efeito do pré-tratamento com L-arginina.

Os resultados apresentados na Figura 14 mostram que o pré-tratamento dos
animais com L-arginina (substrato da sintase do Oxido nitrico, 600 mg/kg, i.p.)
reverteu completamente a acado antinociceptiva causado pela administracédo do
inibidor da sintase o 6xido nitrico, L-NOARG (75 mg/kg, i.p.). No entanto, 0 mesmo
tratamento com L-arginina ndo interferiu de maneira significativa com a atividade
antinociceptiva produzida pelo EECL (100 mg/kg, v.0.) quando analisado em relagéo

a nocicepgao induzida pela inje¢ao do glutamato.
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Figura 14. Influéncia do pré-tratamento dos camundongos com L-arginina (600 mg/kg) sobre o efeito
antinociceptivo causado pelo EECL (100 mg/kg, v.0.) ou L-NOARG (75 mg/kg, i.p.) em relagéo a
nocicepcao induzida pelo glutamato (10 umol/pata). Cada grupo representa a média do tempo de
reacéo de 8 a 12 animais, e as linhas verticais, os E.P.M. Difere significativamente do grupo veiculo
(barras cheias), **P < 0,01. *P < 0,01 quando comparado com o grupo pré-tratado com L-arginina
mais agonistas (EECL ou L-NOARG).

5.8.3. Participacao do sistema serotonérgico.

O pré-tratamento dos animais com cetanserina (antagonista do receptor
S5HT2a; 0,3 mg/kg, i.p.) e pindolol (antagonista serotonérgico 5-HT 1415 € antagonista
dos B-adrenoreceptores; 1 mg/kg, i.p.), mas ndo com o ondansetron (antagonista do

receptor 5HT3; 0,5 mg/kg, i.p.), alterou de maneira significativa a acao
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antinociceptiva causada pelo EECL (100 mg/kg, v.0.) em relagdo a nocicepgao

causada pela injecao de glutamato (Figura 15).
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Figura 15. Influéncia do pré-tratamento de camundongos com o pindolol (1 mg/kg), administrado 30
min antes pela via intraperitoneal; cetanserina (0,3 mg/kg), administrada 30min antes pela via
intraperitoneal; ou ondansetron (0,5 mg/kg), administrado 30min antes pela via intraperitoneal, sobre
o efeito antinociceptivo causado pelo EECL (100 mg/kg), administrado 1h antes, em relagdo a
nocicepcao induzida pelo glutamato (10 umol/pata). Cada grupo representa a média do tempo de
reacéo de 8 a 12 animais, e as linhas verticais, os E.P.M. Difere significativamente do grupo veiculo
(barras cheias), **P<0,01. *P < 0,01 quando comparado com o grupo pré-tratado com antagonista
mais EECL.

5.8.4. Participagao do sistema glutamatérgico

5.8.4.1. Efeito do EECL administrado por via oral sobre a nocicepg¢ao induzida pela

administracao intratecal de glutamato

Os resultados apresentados na Figura 16 mostram que o EECL (100 mg/kg.
v.0.) causou parcial inibigdo, porém néao significativa, da nocicepg¢ao induzida pela

injecao intratecal de glutamato (175 nmol, i.t.).
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Figura 16. Efeito antinociceptivo do EECL (100 mg/kg, v.0.), administrado 1h antes por via oral, em
relagdo a nocicepgéo induzida pela injecéo i.t. de glutamato (175 nmol). Cada grupo representa a
média do tempo de reagdo de 8 a 12 animais, e as linhas verticais, os E.P.M. Nao difere
significativamente do grupo glutamato (barra cheia).

5.8.4.2. Efeito do triterpeno TTHP na nocicep¢ao induzida pelo glutamato.

Os resultados apresentados na Figura 17 mostram que o triterpeno TTHP (10 e
30 ug/sitio, co-administrado pela via intratecal com glutamato) foi capaz de reduzir
de maneira significativa a nocicepgdo causada pela administragdo intratecal de
glutamato (175 nmol, i.t.). A inibicdo maxima da nocicepg¢ao observada para a dose

de 10 e 30 pg/sitio foi de 3418 e 46+6%, respectivamente.
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Figura 17. Efeito do triterpeno TTHP co-administrado em relagdo a nocicepgao induzida pela injecéo
i.t. de glutamato (175 nmol) em camundongos. Cada grupo representa a média do tempo de reagao
de 4 a 6 animais, e as linhas verticais, os E.P.M. Difere significativamente do grupo salina *P<0,01,
P<0,01 em relagdo ao grupo glutamato (barra cheia).
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5.8.4.3. Efeito do triterpeno TTHP sobre a nocicepgdao causada pelos agonistas
glutamatérgicos seletivos.

A Figura 18 mostra que o triterpeno TTHP (30 ng/sitio), co-administrado com os
agonistas glutamatérgicos, foi capaz de reduzir de forma significativa a nocicepgéo
causada pelo NMDA (450 pmol, i.t.), além da induzida pelo glutamato (175 nmol, i.t.),
com inibicdo de 78 + 8% e 46 * 6%, respectivamente. No entanto, o TTHP nas
mesmas condi¢gdes nao alterou a resposta nociceptiva induzida pelo AMPA (135
pmol, i.t.) e Cainato (110 pmol, it.), reduziu parcialmente, porém nao
significativamente, a nocicepg¢do causada pelo agonista metabotropico trans-ACPD
(50 nmol, i.t.) com inibi¢do de 34 + 13%.
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Figura 18. Efeito do triterpeno TTHP co-administrado na nocicepgéo induzida pela injecéo intratecal
de glutamato (175 nmol), NMDA (450 pmol), trans-ACPD (50 noml), AMPA (135 pmol) e cainato (110
pmol) em camundongos. Cada grupo representa a média do tempo de reagéo de 8 a 12 animais, e as
linhas verticais, os E.P.M. Difere significativamente dos grupos tratados com os agonistas seletivos
(barras cheias), **P<0,01; ***P < 0,001.
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6 DISCUSSAO

A Combretum leprosum, popularmente conhecida como mufumbo, é
amplamente distribuida na regido norte do Brasil sendo utilizada pela populagcéo no
tratamento de hemorragias e como sedativo. Estudos preliminares sugerem que
essa planta possui atividade antinociceptiva suscitando o interesse na continuidade
da investigacédo das propriedades farmacoldgicas e também do mecanismo de agéo
envolvido no efeito antinociceptivo da Combretum leprosum (MEDEIROS et al, 2003;
LIRA et al, 2002).

Neste sentido, os resultados obtidos no presente estudo confirmam e
estendem os dados da literatura e mostram claramente que o extrato e os triterpenos
(triterpeno TTHP e o acido arjundlico) obtidos das flores da Combretum leprosum,
sao dotados de importante atividade antinociceptiva, quando administrados por via
sistémica, intraplantar e espinhal em diferentes modelos de nocicepgao de origem
neurogénica e inflamatéria em camundongos. Além disso, o extrato apresentou
expressiva atividade antinociceptiva quando analisado na nocicepgao térmica
avaliada no teste da placa quente.

Os experimentos realizados com agonistas e antagonistas farmacologicos
sugerem que a antinocicepg¢ao causada pelo extrato ou triterpeno TTHP obtido da C.
leprosum esta provavelmente relacionada com uma interagdo com os sistemas
opidide, serotonérgico (via receptor 5-HT; e 5-HTia1s) € glutamatérgico (via
receptores ionotropicos do tipo NMDA), sem envolver a via L-arginina-oxido nitrico e
efeitos relaxantes musculares ou sedativos sobre o sistema nervoso central e/ou
periférico.

Atualmente, o interesse para o uso clinico de novas substancias com
atividade analgésicas utilizadas principalmente para o tratamento de varios tipos de
dor (tanto de origem neurogénica quanto inflamatdria), vem aumentando
significativamente. Varios modelos de nocicepg¢do em animais de laboratérios podem
ser utilizados para verificar atividade analgésica de extratos e compostos. No
entanto, de uma maneira geral, esses modelos possuem caracteristicas proprias que
devem ser consideradas, tais como simplicidade, reprodutibilidade e validade dos
resultados obtidos e principalmente, a possibilidade de serem correlacionados com
estudos clinicos (DICKENSON e BESSON, 1997).
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Dentre os modelos de nocicepgao utilizados neste trabalho, o teste das
contor¢gdes abdominais induzidas pela inje¢ao intraperitoneal de acido acético é um
modelo relativamente simples e com pouca especificidade, mas de facil observacéo,
rapido e com boa sensibilidade a varias drogas analgésicas e antiinflamatoérias ndo
esteroidais, bem como a drogas semelhantes a morfina e outros analgésicos que
atuam centralmente. Além disso, os resultados obtidos com as varias classes de
drogas analgésicas neste modelo mostram boa correlagdo com a agao analgésica
encontrada em outros modelos pré-clinicos, bem como em estudos clinicos
(KOSTER et al., 1959; BLANE, 1967; BLUMBERG et al., 1965; SIEGMUND et al.,
1957 a, b).

Foi postulado por Whittle (1964) que o acido acético atua indiretamente
causando a liberagdo de mediadores enddgenos envolvidos na modulagédo da
nocicepgao, incluindo a bradicinina, serotonina, histamina e as prostaglandinas.

Além disso, recentemente Ribeiro et al. (2000) mostraram que a nocicepgao
induzida pelo acido acético depende da liberagéo de citocinas, como a IL-153, TNF-a
e a IL-8, a partir de macrofagos e basofilos residentes na cavidade abdominal, e que
em conjunto com outros mediadores podem induzir a nocicepgao caracteristica
observada nesse modelo.

Utilizando esse teste foi possivel demonstrar, pela primeira vez, que o EECL
administrado por via oral produziu inibicdo quase que completa e dependente da
dose do numero das contor¢oes abdominais provocadas pelo acido acético. Esses
resultados indicam, portanto, que o efeito antinociceptivo causado pelo EECL pode
ser decorrente da inibicdo direta ou indireta da liberagcdo de mediadores proé-
inflamatodrios induzido pelo acido acético, ou mesmo modulando centralmente a
transmissao nociceptiva deste modelo.

A atividade antinociceptiva do EECL foi confirmada na nocicepc¢éo induzida
pela injecdo intraplantar de formalina em camundongos. Esse modelo descrito
inicialmente em gatos e em ratos por Dubuisson e Dennis (1977), vem desde entao,
sendo sistematicamente empregado para o estudo de drogas analgésicas
(HUNSKAAR et al., 1985; HUNSKAAR e HOLE, 1987; ROSLAND, 1991; CORREA e
CALIXTO, 1993; SANTOS e CALIXTO, 1997a; SEGUIN et al., 1995).

O modelo de nocicepgao da formalina consiste na injecao intraplantar de
solucao de formaldeido na pata posterior do animal, a qual desencadeia intensa

nocicepcao por estimulagcdo direta dos nociceptores. A nocicep¢cao causada pela
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injecao intraplantar de formalina é caracterizada por vigorosas lambidas, mordidas e
batidas na pata injetada com o irritante. A maioria dos estudos realizados com esse
modelo utiliza roedores, predominantemente ratos e camundongos. Este teste é
caracterizado por apresentar duas fases distintas de nocicepg¢do, que parecem
envolver diferentes mediadores (DUBUISSON e DENNIS, 1977; HUNSKAAR et al.,
1985; HUNSKAAR e HOLE, 1987; ROSLAND, 1991; CORREA e CALIXTO, 1993;
SANTOS e CALIXTO, 1997a; SEGUIN et al., 1995), além de ser considerado
atualmente o modelo que mais se aproxima da dor clinica (TJOLSEN e HOLE, 1997).

A primeira fase da nocicepgao inicia-se imediatamente apds a injegdo da
formalina, estendendo-se pelos primeiros 5min, 0 que se acredita ser devido a
estimulagdo quimica direta dos nociceptores (DUBUISSON e DENNIS, 1977;
HUNSKAAR et al., 1985), predominantemente das fibras aferentes do tipo C e, em
parte, as do tipo Ad (HEAPY et al., 1987) e esta associada a liberagdo de aminoacidos
excitatorios, 6xido nitrico e substancia P, entre outros.

A segunda fase desse modelo ocorre entre 15 - 30min apds a injecéo de
formalina e esta relacionada principalmente com a liberagdo de varios mediadores pro-
inflamatdrios como a bradicinina, histamina, prostaglandinas e serotonina, entre outros
(HUNSKAAR e HOLE, 1987; CORREA e CALIXTO, 1993; SANTOS e CALIXTO,
1997a; SEGUIN et al., 1995; TJOLSEN e HOLE, 1997).

Os resultados do presente estudo confirmam os dados da literatura descritos
por Lira et al (2002) e demonstram que, quando avaliado no teste da formalina, o EECL
administrado via oral causou atividade antinociceptiva maxima em 1h (referencial para
0s demais pré-tratamento), sendo significativa em até 6h apds sua administracéo, em
relagéo a segunda fase da nocicepg¢ao induzida pela formalina.

Além disso, os nossos dados também demonstram que o EECL, administrado
por via oral, produziu significativo efeito antinociceptivo de forma dose dependente em
relacdo a ambas as fases da nocicepgao induzida pela formalina, sendo, contudo mais
efetivo em relagdo a segunda fase desse modelo. Dessa forma, os resultados no teste
da formalina realmente reforcam a hipotese que esta planta é dotada de importante
atividade antinociceptiva e/ou antiinflamatoria.

No presente estudo procurou-se analisar também a possivel acao
antinociceptiva do EECL na nocicepgdo neurogénica induzida pela injecéo
intraplantar de capsaicina em camundongos. Sakurada et al. (1992) foram os

primeiros a demonstrar que a injecao intraplantar de capsaicina na pata posterior de
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camundongos causa vigorosa nocicepg¢ao, caracterizadas por lambidas e mordidas na
pata injetadas, sendo esse efeito relacionado com a nocicepgao de origem
neurogénica.

A capsaicina € uma amina neurotoxica extraida da pimenta vermelha que,
quando aplicada na pele ou injetada em animais, produz irritagdo caracterizada por
reagao dolorosa e subsequente dessensibilizacdo para a dor induzida quimicamente
(JANCSO et al., 1981).

Estudos demonstraram que a capsaicina atua através da ativagcdo de
receptores especificos, que foram denominados de receptores vanildides do tipo 1
(VR1). Esses receptores estao presente principalmente nos ganglios da raiz dorsal da
medula espinhal e no ganglio do trigémio (CATERINA et al., 1997).

Estudos de biologia molecular demonstraram que os receptores vanildides
estdo acoplados a um canal ibnico permeavel a cations mono e divalentes (ordem de
permeabilidade: calcio>magnésio>saddio~potassio~césio), que, quando ativado, produz
despolarizacdo e excitagdo dos neurbnios levando a liberacdo de neuropeptideos
como a substancia P, neurocinina A e neurocinina B, peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP) e somatostatina, entre outros (GAMSE et al, 1979; 1981;
LEMBECK, 1988; SZOLCSANY!I, 1985; SANTOS e CALIXTO, 1997a, b; CATERINA et
al., 1997; OH et al., 1996; SZALLASI e BLUMBERG, 1999).

Levando-se em consideragdes estes relatos, o presente estudo demonstra
que o EECL, administrado pela via oral, foi capaz de inibir de maneira dependente da
dose, a nocicepgdao neurogénica causada pela capsaicina, abrindo, portanto novas
perspectivas para a utilizacao terapéutica do EECL nestes tipos de dores.

Atualmente, estda bem estabelecido que dentre os diversos
neurotransmissores que estao envolvidos nos modelos de nocicepgao acima citados,
0s aminoacidos excitatorios (glutamato e aspartato) apresentam papel relevante no
processo de sensibilizacdo do corno dorsal da medula espinhal, uma vez que a
estimulagdo das fibras aferentes primarias induz a liberacdo desses transmissores
nesse local (MILLAN, 1999; 2002).

Outros estudos mostram que os aminoacidos excitatérios, quando injetados
por via intraplantar ou intratecal, promovem um comportamento nociceptivo (BEIRITH
et al., 2002; AANONSEN e WILCOX, 1987).

Neste estudo, foi demonstrado também que o EECL reduz de maneira

dependente da dose a nocicepgao induzida pela inje¢ao intraplantar de glutamato em
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camundongos. O glutamato € o neurotransmissor encontrado em maior concentragao
nas sinapses excitatérias no cérebro de mamiferos e possui um papel fisiologico
(memoria e aprendizado) e patoldgico (doengas neurodegenerativas e na dor aguda e
cronica). Entretanto, apresenta uma importancia mais relevante nas condi¢des cronicas
gue envolvem a patogénese da dor neuropatica (GAVIRAGHI, 2000).

Este modelo de nocicepgdo aparentemente atua através de receptores
periféricos, via interacdo com receptores NMDA e receptores ndo-NMDA por um
mecanismo que depende da ativagao da via L-arginina-oxido nitrico (BEIRITH et al.,
2002).

Um grande numero de evidéncias sugere que ha excesso de aminoacidos
excitatérios, principalmente glutamato, apdés uma lesdo na medula espinhal ou apos
certos processos inflamatdrios, sugerindo que os aminoacidos excitatérios tém um
papel relevante na transmissao sensorial (BEIRITH, 2002).

Estes resultados fornecem indicios de que a antinocicep¢ao do EECL pode
estar relacionado, pelo menos em parte, com uma modulagao direta ou indireta sobre
0s aminoacidos excitatorios.

Estudos fitoquimicos realizados com o Combretum leprosum por Facundo et
al. (1993) permitiram o isolamento e a identificagdo de um triterpeno ainda inédito na
literatura que foi denominado de 38,683,16p-trihidroxilup-20(29)-eno (TTHP), além do
acido arjundlico. A estrutura quimica do TTHP foi também determinada através de
cristalografia de raios-X, confirmando que se tratava de um triterpeno realmente
inédito na literatura.

Desta forma, utilizando-se o0 modelo de nocicepgdo induzida pela injegao
intraplantar de glutamato, pode-se observar que os triterpenos (TTHP e o acido
arjundlico) isolados foram efetivos em reduzir de forma dose dependente a
nocicepcao caracteristica deste modelo de nocicepcao. Além disso, 0os nossos dados
também indicam que o triterpeno TTHP e o acido arjundlico foram cerca de 2,6 a 6,9
vezes mais potente que o EECL.

Outro aspecto importante do presente estudo foi o fato que o TTHP
apresentou a mesma eficacia e poténcia, tanto administrado via i.p. quanto pela via
oral, sugerindo que este triterpeno apresenta uma boa biodisponibilidade, o que
torna este composto importante para um futuro farmaco com atividade analgésica.

Administrado tanto perifericamente (via intraplantar) quanto centralmente (via

intratecal), o TTHP também foi capaz de inibir, de maneira dependente da dose, a
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nocicepgao causada pelo glutamato. Estes dados claramente indicam que o
triterpeno TTHP apresenta importante efeito antinociceptivo tanto em nivel periférico
quanto central.

A fim de obter informacdes adicionais sobre a possibilidade dos aminoacidos
excitatérios estarem envolvidos no mecanismo antinociceptivo do EECL ou do
triterpeno TTHP, a atividade antinociceptiva do EECL ou do triterpeno TTHP foi
avaliada sobre o comportamento nociceptivo causado pela injegdo intratecal de
glutamato, NMDA e trans-ACPD em camundongos.

Como mostrado na literatura, a inje¢ao intratecal de glutamato, trans-ACPD e
NMDA causa reagao comportamental de nocicepgao dirigida a regido caudal. Esta
reagao nociceptiva é definida como um unico movimento de cabeca direcionada a
parte posterior do corpo mordendo ou lambendo os membros posteriores (patas
posteriores, cauda e abdémen), que resulta em contato do focinho do animal com o
membro alvo (FERREIRA et al., 1999; BOXALL et al., 1998; URCA e RAIGORODSKY,
1988).

Utilizando este modelo, o EECL, administrado oralmente, inibiu parcialmente,
mas de forma nao significativa a resposta nociceptiva induzida pela injecéo intratecal
de glutamato.

Além disso, os nossos dados também mostram que o triterpeno TTHP foi
capaz de inibir a nocicepgdo causada pelo glutamato, sugerindo, portanto que o
sistema glutamatérgico realmente esta envolvido na antinocicepgdo causada pelo
EECL e pelo triterpeno.

Por outro lado, o triterpeno TTHP administrado centralmente (via intratecal) foi
capaz de inibir a nocicepcéo causada pelo NMDA, mas nao aquela causada pelo trans-
ACPD, AMPA e cainato. Estes resultados sugerem que a agao antinociceptiva
produzida pelo EECL e pelo triterpeno TTHP depende, pelo menos em parte, de uma
interagdo com receptores ionotropicos glutamatérgicos sensiveis ao agonista NMDA.

A andlise conjunta dos resultados obtidos com o EECL e os triterpenos
isolados da Combretum leprosum, nos modelos de nocicepg¢ao induzida pelo acido
acético, formalina, capsaicina e glutamato, indicam que essa esta planta e seus
constituintes apresentam potencial terapéutico para o desenvolvimento de farmacos
analgésicos, tanto no que se refere ao controle da nocicepgdo de origem neurogénica

como inflamatoéria.
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Considerando que a nocicepc¢ao de origem neurogénica € muito complexa, e
que até o momento ndo ha alternativas terapéuticas satisfatérias para seu tratamento,
esses resultados pode abrir novas perspectivas para o desenvolvimento de novas
moléculas com potencial interesse terapéutico no tratamento da dor (MACFARLANE et
al., 1997; FURST, 1999; MILLAN, 1999).

Outro aspecto importante analisado no presente trabalho foi a possibilidade
do EECL em produzir antinocicepcdo em modelos de nocicepgdo que utilizam
estimulos nocivos térmicos, como é o caso do modelo da placa quente. Este modelo
foi descrito inicialmente por Woolfe e Macdonald (1944) e posteriormente modificado
por Eddy e Leimback (1953), sendo bastante sensivel para drogas que atuam em nivel
central. Além disso, este teste pode determinar hiperalgesia térmica, bem como servir
como ferramenta para pesquisa de drogas analgésicas e anti-hiperalgésicas
(CARTER, 1991; HWANG e WILCOX, 1987; WOOLFE e MACDONALD, 1944).

O teste da placa quente caracteriza-se por produzir uma resposta rapida ao
estimulo nocivo, mediada pela ativagdo dos nociceptores (fibras C e Ad), conduzindo o
impulso ao corno dorsal da medula espinhal e posteriormente a centros corticais,
sendo que a resposta € proporcional a frequéncia e classe de fibras responsaveis pela
mensagem (DICKENSON e BESSON, 1997). Estas fibras sao estimuladas apds a
ativagado dos receptores vaniloides, entre outros, especificamente o tipo VR-1 (limiar de
ativacdo = 43°C) e VRL-1 (limiar de ativagdo = 52°C), gue sao responsaveis pela
resposta a aumento na temperatura, sendo que os receptores VRL-1 sdo mais
importantes na mediacdo da resposta a estimulos térmicos nocivos (JULIUS e
BASBAUM, 2001).

Os resultados obtidos no presente estudo indicam que o EECL foi também
efetivo em aumentar significativamente e de maneira dependente da dose a laténcia
dos animais na nocicepg¢ao térmica quando analisada no teste da placa quente
mantido a temperatura de 50°C, contudo, quando a temperatura foi elevada a 55°C o
EECL foi destituido de efeito antinociceptivo.

E importante mencionar que as doses efetivas no teste da placa quente, a 50°
C, foram semelhantes aquelas necessarias para produzir importante e eficaz atividade
antinociceptiva em modelos de nocicep¢ao quimica, como o teste da formalina,
capsaicina e glutamato em camundongos. Além disso, pode - se observar no presente
trabalho que o agonista opidide, fentanil, foi efetivo em aumentar a laténcia dos

animais na nocicepgao térmica independente da temperatura utilizada. Isso talvez seja
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reflexo da diferengca consideravel dos estimulos, da integragdo e complexidade das
respostas a diferentes temperaturas (JULIUS e BASBAUM, 2001).

Também é importante ressaltar que o resultado positivo no teste da placa
quente sugere uma importante participacdo de mecanismos supra-espinhais na
mediacao da atividade antinociceptiva demonstrada pelo EECL.

Um fator importante a ser descartado quanto a uma possivel resposta
antinociceptiva ser falsa - positiva nos ensaios nociceptivos discutidos anteriormente, é
a possibilidade de drogas em induzir alteracées motoras ou efeitos inespecificos. Neste
sentido, a maior fonte de erros em estudos sobre drogas que interferem na
transmissdo da resposta nociceptiva tanto em nivel periférico como central
(mecanismos espinhal ou supra-espinhal) € a modificagdo na performance motora do
animal (MILLAN, 1999; 2002).

Por esse motivo € importante avaliar a atividade de drogas potencialmente
analgésicas quanto a ocorréncia de incoordenagdo motora. Nossos resultados
demonstraram que o EECL n&o apresenta efeitos inespecificos nas doses utilizadas
para produzir antinocicep¢cdo nos modelos de nocicep¢ao tanto térmica quanto
quimica, uma vez que o EECL nao foi capaz de alterar significativamente o tempo de
queda e de permanéncia dos animais, quando avaliados no teste do "Rota-rod"
(DUHAM e MIYA, 1957; ROSLAND et al., 1990).

Os resultados obtidos nestes diferentes modelos de indugdo de nocicepgao
sugerem que o EECL possa atuar por interferir no processamento central de impulsos
nociceptivos, ou intervir nos mecanismos descendentes que controlam a transmissao.
Por este motivo, o segundo objetivo do nosso trabalho foi analisar através de estudos
“‘in vivo” alguns dos mecanismos pelos quais o EECL poderia estar promovendo seu
efeito antinociceptivo. Para tal, foi utilizado o modelo de nocicepcao induzida pela
injecao intraplantar de glutamato em camundongos; tendo em vista, que o EECL e os
triterpenos isolados mostraram-se efetivos em produzir marcada atividade
antinociceptiva neste modelo.

O primeiro mecanismo a ser estudado foi aquele relacionado aos receptores
opidides. Este mecanismo € claramente importante, pois é efetivo em reduzir a
nocicepgéo induzida nos métodos utilizados acima (SANTOS et al., 1999, MENDES et
al, 2000).
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Além disso, os receptores opidides (4, kK e 8) estdo localizados em varios
niveis da transmissdo da nocicepgao, sendo responsaveis por agdes antinociceptivas
diretas e indiretas dos agonistas opioides (FURST, 1999; MILLAN, 1999; 2002).

Nos experimentos realizados neste trabalho, observa-se que a morfina
(agonista opidide) aplicada por via subcutédnea apresentou atividade antinociceptiva
pronunciada na nocicepg¢ao causada pelo glutamato e que o tratamento prévio dos
animais com naloxona, antagonista opidide ndo seletivo, reverteu completamente a
antinocicepgao induzida pela morfina. Os nossos dados também mostram claramente
gue a naloxona, nas mesmas condi¢des que foi eficaz em reverter a agdo da morfina,
reverteu de forma significativa a atividade antinociceptiva causado pelo EECL na
nocicepgao causada pelo glutamato.

Esses resultados permitem sugerir que o sistema opidide parece estar
envolvido na mediagcdo da atividade antinociceptiva do EECL. Entretanto, estudos
adicionais sao necessarios para indicar qual o tipo de receptor que esta participando
neste efeito, bem como, se o efeito antinociceptivo do EECL é direto no receptor ou
indiretamente via liberagao de opidide enddgenos.

Investigou-se também a participagdo da via L-arginina-6xido nitrico na
antinocicepg¢ao produzida pelo EECL, tendo em vista que esta via exerce um papel
importante na modulagao da nocicepgéo (HALEY et al.,1992; SNYDER, 1992; YAKSH
e RUDY, 1977; FERREIRA et al., 1999).

Estudos demonstraram que a L-NG-nitro-arginina metil éster (inibidor da
sintase do oOxido nitrico), administrada sistémica ou centralmente, causou importante
efeito antinociceptivo em relacédo a ambas as fases da dor induzida pela formalina,
além de ter causado inibicdo da hiperalgesia induzida por agonistas de receptores de
NMDA (N-metil-D-aspartato) (MOORE et al. 1991; KITTO et al., 1992).

Além disso, a L-N®-nitro-arginina metil éster deprimiu a facilitagdo do reflexo
nociceptivo e reduziu a resposta em neurbnios dorsais da medula apos estimulagao
mecanica e térmica (VERGE et al., 1992; CODERRE e YASHPAL, 1994; MOORE et
al., 1991; YAKSH e RUDY, 1977; YAMAMOTO et al., 1993).

Recentemente, Beirith et al. (2002) também demonstraram que a nocicepgao
causada pelo glutamato envolve a participacdo do Oxido nitrico, e que a L-NC-nitro
arginina (L-NOARG) foi efetiva em reduzir a nocicepgao induzida pelo glutamato.

Os resultados obtidos no presente estudo confirmam essas observagbes e

demonstram que a administragao sistémica de L-NOARG causou pronunciada redugao



56

da nocicepgao causada pelo glutamato, sendo esse efeito seletivamente revertido pela
injecao de L-arginina, substrato para a sintase do 6xido nitrico. Entretanto, o tratamento
dos animais com L-arginina n&o reverteu o efeito antinociceptivo causado pelo EECL,
sugerindo que a via da L-arginina-Oxido nitrico ndo participa no efeito antinociceptivo
do EECL.

Estudos descritos na literatura demonstraram que o sistema serotonérgico
esta intimamente envolvido no mecanismo da regulagéo da transmissao da informagéo
nociceptiva no sistema nervoso central (BASBAUM e FIELDS, 1984; FIELDS et
al.,1991; LIPP, 1991; YAKSH, 1985; MILLAN, 1997; 1999; BESSON, 1999; DRAY,
1997).

Assim, um grande numero de drogas vem sendo utilizado para o tratamento
de dores crbnicas, destacando-se principalmente os antidepressivos ftriciclicos
(WALSH, 1983; VENTAFRIDDA et al., 1990; MAGNI, 1991; MILLAN, 1999; BESSON,
1999).

No presente estudo, os nossos resultados também demonstram que a
cetanserina (antagonista 5-HT,) e o pindolol (antagonista 5-HTia1g € dos pB-
adrenoceptores) reverteram quase que completamente a agdo antinociceptiva causada
pelo EECL. Entretanto, o ondasentron (antagonista serotonérgico 5-HT3) ndo reverteu
a acgao antinociceptiva causada pelo EECL.

Diante dos resultados descritos acima, ndo se pode destacar também a
possibilidade de que a o EECL possa estar induzindo a liberagdo de serotonina
endogena e consequentemente ela esteja contribuindo com seu importante efeito
antinociceptivo de uma forma direta (atuando nos receptores serotonérgicos) ou
indireta liberando outros mediadores enddgenos controladores da transmisséo
nociceptiva, como por exemplo, os opidides (MILLAN, 2002).

Desta forma, esses resultados parecem indicar que o EECL interage com o
sistema serotonérgico (via receptores 5-HT,a € 5-HT4a/18) € estudos adicionais s&o
necessarios para indicar que a acao antinociceptiva do EECL é direta nos receptores
serotonérgicos ou indireta via liberagdo de serotonina endégena.

Considerando o fato de que varios tipos de dores crbnicas sao tratadas
clinicamente com antidepressivos, segundo Besson (1999) e Millan (1997; 1999) e
que o sistema serotonérgico parece contribuir com o importante efeito
antinociceptivo do EECL, esses estudos abrem novas possibilidades de

aproveitamento do EECL para o estudo de sua possivel atividade antidepressiva.
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Em sintese, os resultados apresentados neste trabalho, confirmam e
estendem os dados descritos na literatura e indicam que o EECL, e os triterpenos,
obtidos da Combretum leprosum, apresentam importante efeito antinociceptivo na
nocicepgao quimica induzida pelo acido acético, formalina, capsaicina e glutamato
em camundongos. Além disso, 0s nossos resultados também demonstraram que a
acao antinociceptiva causada pelo EECL é particularmente interessante, tendo em
vista que ele parece interagir com o sistema opioide, serotonérgico e glutamatérgico
e que a acao antinociceptiva causada pelo TTHP parece ser dependente de uma
interacdo com os receptores ionotropicos glutamatérgicos do tipo NMDA.

Contudo, estudos eletrofisiolégicos adicionais e de biologia molecular sao
ainda necessarios para a confirmacdo do preciso mecanismo de acao desse
composto.

Além disso, conforme discutido acima, ndao pode ser completamente
descartada a possibilidade do EECL e dos outros compostos estarem interagindo
com outras vias e sistemas envolvidos no controle da transmissao nociceptiva.

Analisados em conjunto, esses resultados permitem sugerir que o EECL
compartilha alguns dos mecanismos comuns ja descritos para a morfina. Contudo,
existem varias discrepancias apresentadas que podem ser explicadas pela falta de
especificidade do EECL no sistema opidide.

Esses resultados sdo muito interessantes, considerando ser a morfina, ainda
nos dias de hoje a droga de escolha para o tratamento das dores relacionadas a varias
patologias crénicas, incluindo alguns tipos de cancer, apesar dos seus efeitos adversos
como a dependéncia, tolerancia e depresséo respiratéria (MENARD et al., 1995;
OSSIPOV et al., 1997).

Desta forma, os resultados obtidos no presente trabalho, fornecem a base
farmacolégica da utilizacao da planta Combretum leprosum na medicina popular, e
mostram claramente o potencial desta planta e de seus compostos para o

desenvolvimento de novas drogas analgésicas.
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo confirmam e estendem os dados
descritos na literatura e mostram claramente que o EECL e os triterpenos, TTHP e
acido arjundlico, obtidos das flores do Combretum leprosum apresentaram uma
importante acdo antinociceptiva, tanto na nocicepgédo de origem neurogénica e
inflamatadria, avaliada em camundongos.

Os mecanismos envolvidos nas agdes do extrato e dos compostos nao estao
completamente esclarecidos, contudo foi demonstrado que a agédo antinociceptiva
causada pelo EECL é particularmente interessante, tendo em vista que ele parece
interagir com o sistema opidide, serotonérgico e glutamatérgico e que a agao
antinociceptiva causada pelo TTHP parece interagir com os receptores NMDA.
Neste sentido, no presente estudo foram obtidos avangos significativos acerca do
mecanismo de acao da Combretum leprosum, o que tornam o extrato e seus
principios ativos atraentes para o aproveitamento e desenvolvimento de novos
produtos com potencial acdo antinociceptiva.

Em conjunto, os resultados do presente estudo indicam que extratos e
compostos obtidos dos produtos naturais, especialmente aqueles obtidos de plantas
medicinais, ainda tém e continuardo tendo um lugar importante no processo de
descoberta de novas drogas, particularmente no desenvolvimento de drogas

analgésicas.
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