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RESUMO

A B-glucana é um polissacarideo isolada do Pleurotus pulmonarius (Fr.) Quel., um
cogumelo comestivel conhecido no Japdo como “usuhiratake”. Uma variedade de
efeitos biolégicos tem sido atribuida a essas glucanas, como propriedades
antitumoral, antioxidante, anti-inflamatoria e imunomodulatéria. O presente estudo
avaliou a atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria da (1—3),(1—6) B-glucana
(GL), verificando seus possiveis mecanismos de acdo. O GL administrado pela
via oral (v.0.) e intraperitoneal (i.p.) reduziu de forma dependente da dose a
nocicepcao induzida pelo &cido acético. Além disso, o GL (i.p.) também reduziu a
migracdo de células e extravasamento plasmatico apdés a inje¢cdo de acido
acético. A nocicepcao induzida pela formalina também foi diminuida com a
administracdo do GL (i.p.). O tratamento com o GL reduziu a migracdo de
leucdcitos, neutrofilos e mononucleares induzidos pela carragenina, além de
aumentar os niveis de IL-10. Entretanto, a antinocicep¢ao provocada pela GL néo
foi afetada pelo tratamento dos animais com o antagonista opioide (naloxona) e
nem foi associada a uma acdo sedativa ou relaxante muscular, observado no
teste do campo aberto. A antinocicep¢cdo causada pelo GL no teste do acido
acético foi parcialmente revertida pelo pré-tratamento dos animais com toxina
pertussis (inativador da proteina Gi/o). O tratamento (i.p.) dos animais com o GL
também preveniram a nocicep¢ao induzida pela injecao intraplantar (i.pl.) de
capsaicina, cinamaldeido, mentol e salina acida, mas ndo quando co-administrado
na pata com esses agonistas. Além disso, foi demonstrado que as fibras
sensoriais do tipo C e Ad sensiveis a capsaicina estao parcialmente envolvidas na
atividade antinociceptiva promovida pela glucana. A nocicepcdo induzida pelo
glutamato i.pl., bem como, a nocicep¢ao induzida pela injecao intratecal (i.t.) de
AEE para receptores ionotropicos e da citocina pro-inflamatéria, IL-13 foram
reduzidas com a administracdo do GL. O GL foi efetivo em inibir tanto a
nocicepcao quanto a ativacdo da PKCe (através da analise de Western blot)
induzida pela injecao i.pl. de PMA (ativador da PKC). O tratamento dos animais
com o GL também diminuiu a imunorreatividade para GFAP de astrocitos da
medula espinhal apdés a inducdo da nocicep¢do pela formalina. O GL inibiu a
alodinia mecanica induzida pela constricdo do nervo ciatico em camundongos.
Coletivamente, o presente trabalho demonstrou que o GL possui um interessante
efeito antinociceptivo quando avaliada em varios modelos de nocicep¢do aguda
quimica e crénica em camundongos. Além disso, o GL apresentou marcada agéo
anti-inflamatéria no modelo de peritonite induzida por carragenina. Os
mecanismos de acdo antinociceptiva e anti-inflamatoria do GL ainda estdo sob
investigacdo, contudo, neste trabalho pode-se demonstrar que a inibicdo da PKC
e da ativacdo astrocitadria e o aumento dos niveis de IL-10 estdo envolvidos na
acao antinociceptiva e anti-inflamatéria do GL.

Palavras-chave: Pleurotus pulmonarius, (-glucana, antinocicepcédo, anti-
inflamatoria, PKC e IL-10.



ABSTRACT

B-glucan is a polysaccharide isolated from Pleurotus pulmonarius (Fr.) Quel., an
edible mushroom known as “usuhiratake” in Japan. A variety of biological effects
have been ascribed to [(-glucans, namely antitumoral, antioxidant, anti-
inflammatory and immunomodulatory properties. The present study assessed the
possible antinociceptive and anti-inflammatory action of the (1—3),(1—6) [-
glucana (GL), evaluating its possible mechanisms of action. The oral (p.o.) and
intraperitoneal (i.p.) administration of GL reduced in a dose-dependent manner the
nociception induced by acetic acid. Besides, GL (i.p.) also reduced the cellular
migration and plasmatic extravasation after acetic acid injection. The formalin-
induced nociception was inhibited by GL administration (i.p.). GL treatment
reduced the leukocyte migration, neutrophils and mononuclears induced by
carrageenan, and increased the IL-10 levels. However, the antinociception caused
by the GL was not affected by intraperitoneal treatment of mice with naloxone (a
non-selective opioid receptor antagonist) and was not associated with nonspecific
effects such as muscle relaxation or sedation, observed in the open-field test. The
antinociception caused by GL in the acetic acid test was partially reverted by Gi/o
protein inactivation (pertussis toxin treatment). l.p. treatment of animals with GL
also prevented the nociception induced by intraplantar (i.pl.) injection of capsaicin,
cinnamaldehyde, menthol and acidified saline, but not when these agonists were
co-administered with GL. Therefore, the capsaicin-sensitive C-fibers seem partially
play a critical role in the antinociception caused by the glucan. The nociception
induced by glutamate (i.pl.) and by NMDA, AMPA, kainate and IL-1f intrathecal
(.t.) injections were reduced GL administration. the administration of GL reduced
the nociception induced by i.pl. injection of PMA. Western blot analysis revealed
that GL treatment fully prevented PKCe activation by PMA in mice hindpaw. The
treatment with GL also reduced the GFAP immunoreactivity of astrocytes from
spinal cord after the formalin-induced nociception. Finally, the GL also reduced
mechanical allodynia evaluated by von Frey monofilament fibers, induced by
partial sciatic nerve injury neuropathy. Collectively, this present study showed that
GL has an interesting antinociceptive and anti-inflammatory effect. The precise
mechanisms through which GL exerts its action are currently under investigation,
but the present study showed that the inhibition of PKC and astrocytes activation
and the increasing IL-10 levels are involved in the antinociceptive and anti-
inflammatory action of GL.

Key words: Pleurotus pulmonarius, 3-glucan, antinociception, antiinflamatory, PKC
and IL-10.
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1 INTRODUCAO

1.1 Dor

A sensacdo de dor € um mecanismo de alerta do organismo que indica a
presenca de um estimulo lesivo e que aciona respostas protetoras apropriadas
(WOOLF, SALTER, 2000; JULIUS, BASBAUM, 2001). Dessa maneira, 0
funcionamento adequado do sistema nociceptivo € essencial para proteger o
organismo de danos teciduais. Entretanto, sob condicbes patoldgicas, este
sistema se torna sensibilizado e a dor transforma-se em uma doenca

(ZEILHOFER, 2005).

Em 1994, a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP, do
inglés International Association for the Study of Pain) definiu a dor como uma
“experiéncia sensorial e emocional desagradavel a qual est4 associada a lesdes
teciduais reais ou potenciais ou descrita em termos de tais lesdes”. Desta forma, a
dor possui uma conotacao individual e sofre influéncia de experiéncias prévias
(MERSKEY, BOGDUK, 1994). Precisamente, a dor &€ um resultado subjetivo da
nocicepcado, a qual € definida como processos neurais de codificacdo e
processamento do estimulo nocivo (SCHAIBLE, RICHTER, 2004; LOESER,

TREEDE, 2008).

Descrevendo melhor, a nocicep¢cdo é o processo pelo qual estimulos
térmicos, mecanicos ou quimicos nocivos sdo detectados por uma subpopulagéo
de fibras nervosas periféricas, chamadas nociceptores (BASBAUM et al., 2009).

Os nociceptores sdo extremamente heterogéneos, diferindo quanto aos tipos de
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neurotransmissores que contém, os receptores e canais ibnicos que expressam,
na velocidade de conducdo, nas suas propriedades de resposta ao estimulo
nocivo e sua capacidade de serem sensibilizados durante a inflamacéo, lesdo e
doenca (STUCKY, GOLD, ZHANG, 2001). Existem duas classes principais de
nociceptores. A primeira inclui fibras C ndo-mielinizadas de pequeno diametro e a
segunda classe engloba fibras mielinizadas (Ad) de diametro meédio. Essas fibras
aferentes mielinizadas diferem consideravelmente das fibras AB de grande
diametro de conducdo rapida que responde a estimulacdo mecanica indcua
(BASBAUM et al., 2009). A velocidade de transmissao do estimulo nocivo pelas
fibras C ndo-mielinizadas € lenta e pelas fibras Ad a velocidade de conducéo é
mais rapida (JULIUS, BASBAUM, 2001; WOOLF, MA, 2007) (Fig. 1). Existem
duas principais subclasses de nociceptores Ad, ambas respondem a estimulos
mecanicos intensos, mas podem ser diferenciadas pela sua responsividade
diferenciada ao calor intenso (tipo | séo ativadas a ~ 53 C; e tipo Il ativadas a ~
43 C) (JULIUS, BASBAUM, 2001). As fibras C também séo heterogéneas. Uma
populacdo de fibras C, chamada de peptidérgica, contém uma variedade de
neuropeptideos, incluindo substancia P (SP) e peptideo relacionado ao gene de
calcitonina (CGRP) e expressa receptores de neurotrofina tirosina quinase A
(trkA), os quais respondem ao fator de crescimento do nervo (NGF). A populacdo
nao-peptidérgica expressa o receptor de neurotrofina c-Ret que é alvo do fator
neurotréfico derivado de células gliais (GDNF) e expressa um grupo de
carboidrato de superficie que se liga seletivamente a uma lectina de planta
chamada isolectina B, (IB4) (STUCKY, GOLD, ZHANG, 2001; BASBAUM et al.,

2009).
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Figura 1: Via aferente primaria e suas conexdes no corno dorsal da medula
espinhal. Fibras C ndo-mielinizadas e fibras Ad mielinizadas transmitem o impulso
nociceptivo até o corno da medula espinhal. Ocorre entdo sinapse com 0S

neurénios de segunda ordem que ascendem para o cortex.

A fibra nervosa aferente primaria detecta estimulos ambientais (de
natureza térmica, mecanica ou quimica) e transduz essa informacdo na
linguagem do sistema nervoso, ou seja, corrente elétrica (BASBAUM et al., 2009).
Na dultima década, muitas moléculas de transducdo da nocicepc¢do tém sido
identificadas e o maior grupo de detectores de estimulos nocivos é a familia dos
receptores de potencial transitorio (TRP) (CHENG, Jl, 2008; PATAPOUTIAN,

TATE, WOOLF, 2009). Esses canais participam na geracdo de sensacodes
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dolorosas evocadas por estimulos quimicos, térmicos e mecanicos (LEVINE,
ALESSANDRI-HABER, 2007). O receptor de potencial transitorio vanildide 1
(TRPV1), originalmente chamado de receptor vanildéide 1 (VR1) e comumente
referido como receptor da capsaicina, foi o primeiro descrito como receptor
polimodal ativado por trés estimulos dolorosos; compostos vanildides (capsaicina,
resiniferatoxina), calor nocivo (= 43 C) e pH baixo (< 5,9) (CATERINA et al,,
1997; TOMINAGA et al., 1998). Desde entédo, tem sido reportado que o TRPV1 é
ativado pela céanfora, alicina, 6xido nitrico (NO), toxinas de aranha e mediadores
lipidicos como endovaniléides (anandamida) e produtos da lipoxigenase
(leucotrieno B4, LTB,4); potencializado pelo etanol, nicotina e citocinas pré-
inflamatdrias e modulado por cations extracelulares (ZYGMUNT et al.,, 1999;
HWANG et al., 2000; TREVISANI et al., 2002; LIU et al., 2004; AHERN et al.,
2005; MACPHERSON et al., 2005; XU, BLAIR, CLAPHAM, 2005; MACPHERSON
et al., 2006; SIEMENS et al., 2006; YOSHIDA et al., 2006). Além disso, estudos in
vitro e in vivo utilizando diferentes mediadores inflamatorios como bradicinina
(BK), glutamato, prostaglandinas E, (PGE,) ou fator de crescimento do nervo
(NGF) séo capazes de sensibilizar e estimular o TRPV1 indiretamente através da
ativacdo da fosfolipase C (PLC), com consequiente ativacdo da proteina kinase C
(PKC) ou da fosfolipase A, (PLAy), culminando com a ativacdo da proteina
quinase A (PKA) (CHUANG et al., 2001; HU, BHAVE, GEREAU, 2002;

FERREIRA, DA SILVA, CALIXTO, 2004).

Similar ao receptor para o calor, TRPV1, existem dois receptores que
detectam o frio. O receptor de potencial transitério anquirina 1 (TRPA1), chamado
anteriormente de ANKTM1, € um canal ndo-seletivo permeavel ao calcio (STORY

et al., 2003) e ativado por temperaturas mais baixas que 17 T (revisto por
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CALIXTO et al., 2005; PATAPOUTIAN, TATE, WOOLF, 2009). Esses receptores
também podem ser ativados por substancias pungentes incluindo compostos
presentes nos 0leos de mostarda (isotiocianato de alila) e canela (cinamaldeido),
alicina, A%tetraidrocanabinol (THC), formalina e irritantes ambientais (BANDELL
et al.,, 2004; JORDT et al., 2004; MCNAMARA et al., 2007). Recentemente, foi
demonstrada a sensibilizacdo do TRPAL1 pela bradicinina e parece envolver as
vias da PLC e PKA, enquanto que a sensibilizagdo do TRPA1l pelo receptor
ativado por protease 2 (PAR2) ocorre pela via da PLC (DAI et al., 2007; WANG et
al., 2008). E finalmente, outro receptor que detecta o frio é o receptor de potencial
transitério melastatina 8 (TRPM8) (MCKEMY, NEUHAUSSER, JULIUS, 2002;
PEIER et al., 2002). O TRPMS8 ¢ ativado por temperaturas frias moderadas (15 a
25 C) e por compostos que evocam uma sensacgado de frescor, como mentol,
icilina, eucaliptol e eugenol (REID, FLONTA, 2001; BANDELL et al., 2004,
BEHRENDT et al.,, 2004, CHUANG, NEUHAUSSER, JULIUS, 2004). Estudos
prévios demonstraram que a atividade do TRPM8 é diminuida pela ativacdo da

PKC e inibida pelo etanol (PREMKUMAR et al., 2005; BENEDIKT et al., 2007).

Outra familia que participa da transducdo da nocicepgdo € a dos canais
ibnicos sensiveis ao acido (ASICs), que sdo canais de cations insensiveis a
voltagem (PETROFF et al., 2008). Os ASICs sado ativados por protons
extracelulares e modulados pela PKC (KRISHTAL, PIDOPLICHKO, 1980; BARON
et al., 2002). Alguns estudos demonstraram que a expressdo de ASICs é
aumentada por mediadores pro-inflamatorios, como NGF, serotonina, interleucina

1 (IL-1) e bradicinina (VOILLEY et al., 2001; MAMET et al., 2002).
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A estimulacdo dos nociceptores gera potenciais de acdo que Ssao
conduzidos pelas fibras dos neurbnios sensoriais primarios aos neurdnios de
segunda ordem no corno dorsal da medula espinhal, ascendendo para o coértex
(Fig. 1) (CHENG, JI, 2008). Assim como todos 0s neurfnios sensoriais primarios
do sistema somatosensorial, 0s nociceptores possuem seus corpos celulares no
ganglio da raiz dorsal ou trigeminal e um axénio que se bifurca em um ramo
periférico (para inervar o tecido alvo periférico) e um ramo central (o qual entra no
SNC para fazer sinapse com neurdnios nociceptivos de segunda ordem)
(WOOLF, MA, 2007). As fibras nervosas aferentes primarias projetam-se para o
corno dorsal da medula espinhal, o qual € organizado em laminas
anatomicamente e eletrofisiologicamente distintas. Por exemplo, nociceptores Ad
projetam-se para as laminas | e V, enquanto que as fibras C projetam-se para

laminas mais superficiais | e Il (BASBAUM et al., 2009).

Os neurdnios sensoriais primarios utilizam o aminoécido L-glutamato como
seu principal neurotransmissor excitatorio e quando liberado na sinapse atua em
receptores glutamatérgicos ionotrépicos do tipo a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolepropionato (AMPA), cainato e N-metil-D-aspartato (NMDA) po0s-
sinapticos e em receptores glutamatérgicos acoplados a proteina G
(metabotrépicos) (ZEILHOFER, 2005). Nessa sinapse, além do glutamato, ocorre
a liberacdo de outros moduladores sinapticos como SP, neurocinina A e CGRP

(SCHAIBLE, RICHTER, 2004).

Os axobnios dos neurbnios de segunda ordem constituem os feixes
aferentes que transmitem os impulsos nociceptivos a estruturas do tronco cerebral

e diencéfalo incluindo o tdlamo, substancia cinzenta periaquedutal, hipotalamo,
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entre outros (ALMEIDA, ROIZENBLATT, TUFIK, 2004). A informacao nociceptiva
€ transmitida por varios tratos, entre eles o0 espinotalamico e
espinoreticulotalamico que levam essas mensagens para o talamo e tronco

cerebral, respectivamente (BASBAUM et al., 2009).

Os nociceptores nao sinalizam somente a dor aguda, mas também
contribuem em condi¢Bes dolorosas persistentes de cunho patolégico. Embora a
dor aguda possua um papel protetor como um sistema de alerta, a dor crbnica
como a dor neuropatica, € produzida pela disfuncédo ou lesdo do sistema nervoso
periférico ou central e pode persistir por dias, meses ou anos apds a lesao
nervosa (ZIMMERMANN, 2001; SOMERS, CLEMENTE, 2009). A dor neuropatica
€ caracterizada por sintomas de hipersensibilidade dolorosa, representados pela
alodinia mecanica (respostas dolorosas a estimulos tateis normalmente indcuos)
e hiperalgesia mecanica e térmica (responsividade aumentada a estimulos
previamente nocivos) (JI, STRICHARTZ, 2004). Isto é resultado de duas
diferentes condi¢bes: aumento da responsividade dos neurdnios da medula
espinhal (sensibilizacdo central) ou diminuicdo do limiar de ativacdo dos

nociceptores (sensibilizacao periférica) (JULIUS, BASBAUM, 2001).

Atualmente, é incorreto considerar somente a atividade neuronal na
inducdo e manutencao de dores crbénicas e neuropaticas. Desta forma, a ativacao
glial na medula espinhal parece ser um mecanismo envolvido em neuropatias de
diferentes etiologias (MILLIGAN, WATKINS, 2009). Tem sido demonstrado
recentemente que astrécitos e microglias desempenham importantes papéis na
transmissdo da dor, podendo modular a funcéo sinaptica e a excitabilidade neural

por diferentes mecanismos (HALASSA, FELLIN, HAYDON, 2007; POCOCK,
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KETTENMANN, 2007), e ambas as células gliais sdo responsaveis pela resposta
imune inata no SNC (NGUYEN, JULIEN, RIVEST, 2002). As células gliais
excedem o0s neurbnios em numero e compreendem os astrécitos, microglias
residentes, microglia perivascular e oligodentrécitos, os quais possuem distintas

funcdes no controle do processamento da dor (EMERY et al., 2006).

Os astrocitos sé@o as células gliais mais abundantes no SNC. Seu contato
proximo com 0s neurdnios permite a ativacdo astrocitaria por diversos
neurotransmissores, além disso, 0s astrécitos expressam varios receptores de
membrana funcionais (PORTER, MCCARTHY, 1997). Dentre estes, pode-se
destacar os receptores glutamatérgicos ionotropicos NMDA e nao-NMDA, bem
como receptores purinérgicos e receptores da substancia P. Na ativacao
astrocitaria, o sinal extracelular promove a ativacdo das vias de sinalizacao
intracelular ERK/MAPK-1 (proteina quinase ativada por mitégeno 1) e INK/MAPK-
8 (c-Jun-N-terminal quinase). Este processo leva a sintese de mediadores pro-
inflamatorios, como IL-13, TNF-a, PGE; e NO (MILLIGAN, WATKINS, 2009). Os
padrbes temporais da ativacdo enzimética e da liberacdo de citocinas proé-
inflamatorias sédo diferentes para astrdcitos e microglias (ZHUANG et al., 2005).
Durante condi¢des de neuropatia crbénica, os astrocitos permanecem ativados em
resposta aos mediadores pro-inflamatoérios derivados das microglias ativadas

inicialmente (JI, SUTER, 2007).

As microglias residentes, reconhecidas classicamente como “macréfagos”
do SNC séo células hematopoiéticas que invadem o SNC durante o periodo
embrionario e ndo sado mais re-substituidas. Por outro lado, as microglias

perivasculares sao substituidas continuamente durante a vida adulta por
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precursores hematopoiéticos (HICKEY, KIMURA, 1988), sendo que sua producao
aumenta durante processo inflamatorio no SNC ou leséo de nervo periférico. No
entanto, o exato papel de cada sub-populacédo de microglia no SNC saudavel ou
com determinada patologia permanece desconhecido (MILLIGAN, WATKINS,
2009). Sabe-se que as microglias perivasculares alteram a barreira
hematoencefalica promovendo efeito anti-inflamatorio em resposta a condi¢cbes
inflamatorias. Ja as microglias residentes sédo reconhecidas por exercer acdes
tanto inflamatodrias quanto anti-inflamatérias (ROMERO-SANDOVAL, HORVATH,
DELEO, 2008). Geralmente as microglias atuam como a primeira linha de defesa
contra invasao de algum patodgeno, reconhecendo, sequiestrando e processando
antigenos. Entretanto, as microglias (tanto perivascular como as residentes)
expressam diversos neurotransmissores que também sdo encontrados em

astrocitos e neurénios (POCOCK, KETTENMANN, 2007).

Assim, a ativacdo de células microgliais produz subsequente liberacédo de
diversas substancias e ativacdo de astrécitos e neurbnios vizinhos (sinais
neuroexcitatorios que levam ativacdo neuronal) (MILLIGAN, WATKINS, 2009).
Durante condi¢cGes neuropaticas, a ativacao de células gliais promove a liberacao
dos mesmos sinais heuroexcitatorios que sao liberados em condicdes
imunoldgicas. De fato, os eventos fisiolégicos que envolvem o inicio e a
manutencdo da dor neuropatica em modelos animais envolvem sinais
neuroexcitatorios que incluem o TNF-a, IL-1B e IL-6 (WATKINS, MILLIGAN,
MAIER, 2001; MARCHAND, PERRETTI, MCMAHON, 2005). Além disso, todos 0s
sinais neuroexcitatorios ou neuromodulatérios que as células gliais liberam (como
SP, aminoacidos excitatorios, NO e ATP) ou aqueles nos quais as células gliais

expressam receptores, desempenham papel fundamental em estados de dor
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neuropatica (MCMAHON, CAFFERTY, MARCHAND, 2005). A excitabilidade dos
neurdnios responsivos a dor aumenta rapidamente em resposta a exposicao a
estes produtos gliais, os quais apresentam efeitos diretos em neurbnios
(BESSON, 1999). Como discutido anteriormente, um dos eventos que ocorrem
seguindo a lesdo em nervo periférico é o aumento do Ca®' intracelular, levando a
subsequente ativacdo das vias de p38, MAPK e ERK na microglia. A ativacéo
destas vias promove a ativacéo de varios fatores de transcricdo, como o NF-kB e
secrecdo de TNF-q, IL-1[3, IL-6 e PGEZ2, e o fator neurotrofico derivado do cérebro

(BDNF).

Uma possibilidade pela qual as citocinas pro-inflamatoérias liberadas
contribuem para a dor é por atuar em seus receptores gque Sa0 expressos em
neurdnios em regides responsivas a dor na medula espinhal. Por exemplo, TNF-a
e IL-1B liberados por astrécitos aumentam a excitabilidade neuronal e a forca
sinaptica por aumentar a condutividade dos receptores glutamatérgicos AMPA e
NMDA, bem como, por aumentar 0 nimero destes receptores na membrana dos
neurénios (STELLWAGEN, MALENKA, 2006). Além disso, a IL-13 aumenta o
influxo de fons Ca** através dos receptores NMDA em neurdnios da medula

espinhal (VIVIANI et al., 2003).

1.2 Inflamacéo

A inflamacdo é uma resposta imune complexa integrada ao dano
tecidual/celular causada por estimulos fisico, quimico, imunolégico ou microbiano

(HUME, FAIRLIE, 2005). E uma resposta de protecdo, cujo objetivo é livrar o
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organismo tanto da causa inicial da agressao celular quanto das consequéncias

desta agressdo (COTRAN, KUMAR, ROBBINS, 1996).

Clinicamente, a inflamac&o € caracterizada por cinco sinais classicos: o
calor, o rubor, o edema, a dor, e consequentemente perda da fungcdo do membro
afetado. As mudancas fisioldgicas que acompanham a inflamacdo aguda local
incluem algumas caracteristicas principais e envolve uma sequéncia de eventos,
como a vasodilatacdo, aumento do fluxo sangtiineo local e da permeabilidade
vascular, infiltracdo de leucocitos, prejuizo tecidual por atividade de proteases e
espécies reativas de oxigénio, necrose e apoptose, além da liberacdo de
inimeros mediadores pro-inflamatérios (HUERRE, GOUNON, 1996; VIVIER,
MALISSEN, 2005). A dor aparece devido aos efeitos diretos de mediadores
resultantes tanto do dano inicial quanto da resposta inflamatoria em si, como pela
compressdo dos nervos sensoriais ocasionada pelo edema local. As
caracteristicas fisiologicas do processo inflamatério séo iniciadas e reguladas
pelos mediadores inflamatorios solUveis. Sao eles: a histamina e serotonina (de
mastocitos), proteases plasmaticas (sistema complemento, cininas e proteinas
fibrinoliticas e de coagulacdo), mediadores lipidicos [PGs, leucotrienos e fator
ativador de plaquetas (PAF)], citocinas (de linfécitos ativados e macréfagos), NO,
entre outros (COTRAN, KUMAR, ROBBINS, 1996; ROSENBERG, GALLIN, 1999;

ROBERTS Il, MORROW, 2003) (Fig. 2).

A vasodilatagcdo, responsavel pelo calor e rubor, € um fenbmeno classico
associado a inflamacdo que facilita a disponibilidade de mediadores e células
inflamatorias para o local lesado. Os principais mediadores envolvidos nesse

processo sdo o NO e PGs vasodilatadoras. Outro sinal da inflamagé&o é o edema,
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que ocorre devido ao aumento da permeabilidade vascular, acarretando em
extravasamento plasmatico (fluido rico em proteinas) para a local. Esse evento &
resultado da liberacdo de histamina, BK, leucotrienos, fatores do complemento,

SP e PAF (SHERWOOD, TOLIVER-KINSKY, 2004).

Diapedese

Paracelular Transcelular

s \ Rolamento Adesédo

Célula endotelial

| Fonte: modificado de Nourshargh, Hordijk, Sixt (2010)

Figura 2. Migracao de neutrdfilos. Para alcancar o foco inflamatorio, os neutroéfilos
da corrente sangiinea sao ativados e realizam o processo de rolamento, adesdo
e diapedese. Uma vez atingido o sitio da inflamacé&o, os neutréfilos fagocitam e

destroem as bactérias.

Um importante fenbmeno atribuido a vasodilatacdo e ao extravasamento
plasmatico é o recrutamento de leucocitos para o foco inflamatério. O endotélio
ativado dos vasos sanguineos permite o extravasamento seletivo de neutrofilos
atravées da ligacdo de selectinas das ceélulas endoteliais com integrinas e
receptores de quimiocinas dos leucécitos (MEDZHITOV, 2008). A transmigracao

dos neutrdfilos ocorre através da marginacdo (movimentacdo do neutréfilo do
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centro para a periferia do vaso), rolamento (desaceleracdo do neutrofilo através
da ligacdo com moléculas de adesdo chamadas selectinas), adeséo e diapedese
(o neutrofilo atravessa o endotélio atravées de juncbes entre as ceélulas)

(MARSHALL et al., 2003).

Os leucdcitos necessitam de moléculas quimioatraentes para migrar para o
sitio inflamatdrio. Entres essas moléculas encontram-se: bioprodutos de bactérias,
componentes do sistema complemento, quimiocinas, leucotrieno B4 (LTB,) e fator
de ativacdo plaquetaria (PAF) (SIMON, GREEN, 2005). Quando os neutrofilos
atingem o foco inflamatoério, tornam-se ativados e tentam eliminar o patdogeno
liberando o conteudo toxico de seus granulos, 0os quais incluem espécies reativas
de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS), proteinases, catepsinas, elastases,

mieloperoxidase, entre outros (MEDZHITOV, 2008).

Uma resposta inflamatoria aguda bem sucedida resulta na eliminacdo do
agente infeccioso seguida pela fase de resolucédo e reparo, a qual € mediada
principalmente por macrofagos residentes e recrutados. Se a inflamacao aguda
falha em eliminar o patdégeno, o processo inflamatério persiste e adquire novas
caracteristicas. O infiltrado de neutrofilos é substituido por macrofagos, e no caso
de infeccédo por linfocitos T. Se o efeito combinado dessas células ainda continua
insuficiente, um estado inflamatorio crénico se segue, envolvendo a formacéo de

granulomas (MEDZHITOV, 2008).
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1.3 Pleurotus pulmonarius

O reino dos fungos € um grupo bastante heterogéneo e seus
representantes sdo conhecidos popularmente como bolores, mofos, cogumelos
alucinégenos e comestiveis (ESPOSITO, AZEVEDO, 2004). O numero de
cogumelos na Terra é estimado em 140.000, mas somente 10% dos cogumelos
sdo conhecidos (WASSER, 2002). Os cogumelos tém sido utilizados como
alimento ou como materiais flavorizantes de alimentos devido ao seu sabor sutil e
anico (CHIANG, YEN, MAU, 2006). Os fungos comestiveis sdo conhecidos por
serem utilizados a milhares de anos atras por civilizacdes antigas pelos seus
poderes de cicatrizagdo bem como por aumentar a longevidade (ROP, MLCEK,
JURIKOVA, 2009). Eles séo ricos em fibras, minerais, proteinas, carboidratos,
vitaminas e pobres em gordura (MANZI, AGUZZI, PIZZOFERRATO, 2001), e
recentemente tornaram-se atrativos como fonte para o desenvolvimento de

farmacos (MANZI, PIZZOFERRATO, 2000).

Uma grande variedade de compostos bioativos, isolados de varias
espécies de cogumelos, tem sido identificados (WASSER, 2002). Muitos desses
compostos sdo terpenoides, esterdis, acidos graxos, proteinas, lectinas,
proteoglicanas e especialmente, polissacarideos (LIU et al., 2007; MORADALI et
al., 2007). Muitos componentes de cogumelos podem reduzir a colesterolemia,
modular o sistema imune e inibir o crescimento de tumores (SMITH, ROWAN,
SULLIVAN, 2002; WASSER, 2002). Extratos de muitos cogumelos, incluindo
Lentinus edodes, Agaricus blazei, Ganoderma lucidum e Grifola frondosa
suprimem o crescimento tumoral por modular o sistema imune (SCHEPETKIN,

QUINN, 2006).
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O Pleurotus pulmonarius (Fr.) Quel. da familia Lentinaceae (Fig. 3) é um
fungo comestivel saboroso, distribuido desde a China até a india (ZHUANG et al.,
1993) e tem sido cultivado no Japao recentemente (YATSUZUKA et al., 2007).
Estudos fitoquimicos deste cogumelo tém relatado a presenca de proteinas,
varias vitaminas (especialmente a vitamina D) e polissacarideos (YATSUZUKA et

al., 2007).

S
Fonte:
NATUREPHOTO-CZ.EU

Figura 3: Imagens do cogumelo Pleurotus pulmonarius (Fr.) Quel.

Algumas atividades bioldgicas tém sido descritas para o extrato de P.
pulmonarius e seus polissacarideos como a atividade anticarcinogénica contra
carcinoma hepatocelular em camundongos (WASONGA et al.,, 2008) e efeito

antiproliferativo sobre células cancerosas de colon e diminuicdo da aderéncia das
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células tumorais (LAVI et al., 2010b). Além disso, P. pulmonarius foi efetivo em
aliviar os sintomas da rinite alérgica através da inibicdo da liberacéo de histamina
(YATSUZUKA et al.,, 2007) e seu extrato atenuou o desenvolvimento da
inflamacé&o coldénica em camundongos com colite induzida por dextrana sulfato de
sédio (DSS) (LAVI et al., 2010a). Outra atividade biolégica observada com o
extrato do P. pulmonarius foi a reducdo da hiperglicemia induzida pela aloxana
em camundongos (BADOLE et al, 2008). Recentemente, nosso grupo
demonstrou que uma manogalactana isolada desse cogumelo inibe as contor¢des
abdominais induzidas por &acido acético em camundongos, revelando seu

potencial antinociceptivo (SMIDERLE et al., 2008b).

1.3.1 B-Glucanas

As [-glucanas sao polissacarideos que ocorrem naturalmente. Estes
polimeros de glicose séo produzidos por uma variedade de plantas como a aveia,
cevada e algas marinhas. Elas também s&o constituintes da parede celular de
certas bactérias patogénicas (Pneumocystis carinii, Cryptococcus neoformans,
Aspergillus fumigatus, Histoplasma capsulatum, Candida albicans) e fungos

(Saccharomyces cerevisiae) (AKRAMIENE et al., 2007).

Nos fungos, as B-glucanas ocorrem como polimeros de glicose ligados por
ligacbes B-1-3 com cadeias laterais ligadas por ligacbes (-1-6 (TSONI,
BROWN, 2008). As glucanas diferem na estrutura de suas cadeias laterais, as
quais sao especificas para espécies individuais de fungos e podem apresentar-se
tanto na forma solavel quanto insolivel em agua (ROP, MLCEK, JURIKOVA,

2009). Essas diferencas estruturais como, por exemplo, diferencas no



comprimento da cadeia polissacaridica, extensdo da ramificacdo e o comprimento
dessas ramificacbes, podem ter grandes implicacbes para a atividade da [3-
glucana (AKRAMIENE et al.,, 2007). A estrutura basica das [B-glucanas esta

demonstrada na Fig. 4.
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Figura 4. Representacdo esquematica da estrutura basica das B-glucanas linear
(A) e ramificada (B).

As [-glucanas tém sido descritas como ativadoras do sistema imune,
estimulando a atividade antitumoral e antimicrobiana; e modificadoras da resposta
celular (BROWN, GORDON, 2001; AKRAMIENE et al., 2007; CHEN, SEVIOUR,
2007). A B-glucana também mostrou atividade anticarcinogénica, prevenindo a
oncogénese e a metastase (AKRAMIENE et al., 2007; CHEN, SEVIOUR, 2007).
Apesar das [B-glucanas geralmente serem consideradas seguras, existe alguns
efeitos negativos associados com estes carboidratos. O uso intravenoso de [3-

glucanas pode induzir a formacdo de granulomas e se administrado em
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combinacdo com agentes anti-inflammatorios néo-esteroidais, as [-glucanas
solaveis podem induzir efeitos colaterais letais, incluindo aumento da leséo
gastrointestinal e peritonite. As [-glucanas também tém sido implicadas no
desencadeamento de doencgas auto-imunes como artrite e poderia estar envolvida
no desenvolvimento de desordens respiratorias, incluindo alergia e asma (TSONI,

BROWN, 2008).

A inducdo das respostas celulares pelos cogumelos e outras B-glucanas
envolve sua interacdo especifica com um ou mais receptores de superficie
(AKRAMIENE et al., 2007). Provavelmente, as (-glucanas de fungos atuam como
padrées moleculares associados a patdégenos (PAMPS) e sdo reconhecidas por
receptores de superficie celular apropriados como o0s receptores de
reconhecimento de padrdo (PRRs) (CHEN, SEVIOUR, 2007). Estes receptores
sdo conhecidos como receptores sequestradores, receptor do complemento 3
(CR3), dectina-1,lactosilceramida (LacCer) e receptor do tipo toll (TLR)

(AKRAMIENE et al., 2007; CHEN, SEVIOUR, 2007; TSONI, BROWN, 2008).
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2 JUSTIFICATIVA

O manejo da dor € um aspecto essencial da medicina moderna e para a
qualidade de vida, no entanto as terapias atuais sao freqientemente insuficientes
devido a severos efeitos indesejados ou eficacia limitada. Por essa razdo que a
descoberta de novas terapias para o tratamento da dor € necessaria,
especialmente para tratar a proporcdo de pacientes que ndo respondem aos

analgésicos disponiveis (BOURINET et al., 2005).

Devido as atividades promissoras demonstradas pelas [B-glucanas e
resultados preliminares positivos obtidos com outros polissacarideos isolados de
cogumelos (CARBONERO et al., 2008; SMIDERLE et al., 2008b), resolveu-se
estudar a atividade antinociceptiva da (1-3),(1-6) B-glucana isolada do
cogumelo P. pulmonarius, bem como 0s mecanismos de acéo responsaveis por

seus efeitos.



37

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria da (1-3),(1-6) B-
glucana (GL) isolada do Pleurotus pulmonarius e seus possiveis mecanismos de

acao.

3.2 Objetivos especificos

- Verificar o efeito antinociceptivo do GL em modelos de nocicep¢do quimica e

térmica em camundongos;

- Avaliar a atividade anti-inflamatéria do GL no modelo de peritonite induzida pela

carragenina;

- Investigar se no efeito antinociceptivo do GL h& a participacdo de receptores de

potencial transitorio (TRP) e canais ibnicos sensiveis ao acido (ASIC);

- Avaliar se na acdo antinociceptiva do GL existe a participacdo das fibras C

sensiveis a capsaicina;

- Verificar se na atividade antinociceptiva do GL h& o envolvimento do sistema

opidide;

- Investigar se na acao antinociceptiva do GL existe a participacédo da proteina Gjj

sensivel a toxina pertussis;
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- Avaliar se no efeito antinociceptivo do GL existe o envolvimento do sistema

glutamatérgico;

- Investigar se no efeito antinociceptivo do GL ha a participacdo de citocinas pro-

inflamatorias;

- Analisar se no efeito antinociceptivo do GL ha o envolvimento da proteina

quinase C (PKC);

- Verificar se na antinocicepcdo provocada pelo GL existe a participacdo dos

astrocitos da medula espinhal;

- Avaliar o possivel efeito do GL sobre a alodinia mecanica no modelo de

neuropatia induzida pela ligadura parcial do nervo ciatico em camundongos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Polissacarideo

A (1-3),(1—6) pB-glucana (GL) foi isolada do cogumelo Pleurotus
pulmonarius (Fr.) Quel., purificada e caracterizada pelo grupo de pesquisa do
Prof. Dr. Marcello lacomini do Departamento de Bioquimica da UFPR, como

descrito anteriormente por SMIDERLE (2008a) (Fig. 5).
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Figura 5: Estrutura quimica do GL.

4.2 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss adultos (25 a 35 g) de ambos os
sexos, mantidos em temperatura controlada (23 = 2 C), ciclo claro-escuro de 12
horas e tratados com agua e racao ad libitum. Os animais foram fornecidos pelo
Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina e permaneceram no

laboratério por um periodo de adaptacdo de pelo menos 1 h antes da realizagédo
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dos experimentos. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica de Uso Animal da

UFSC, sob o nUmero 303.

4.3 Avaliacao da atividade antinociceptiva e anti-i  nflamatoria

4.3.1 Contorcbes abdominais, infiltracdo de leucdcitos e extravasamento
plasmatico induzidos pela injecdo intraperitoneal de acido acético em

camundongos

A injecao intraperitoneal de acido acético € descrita como um modelo para
avaliar a dor visceral de origem inflamatdria, com pouca especificidade, mas boa
sensibilidade, podendo ser considerado uma ferramenta para avaliacdo da
atividade analgésica e anti-inflamatéria de novos produtos (LE BARS, GOZARIU,
CADDEN, 2001). Os animais foram pré-tratados com uma solucdo de azul de
Evans pela via intravenosa (25 mg/kg), utilizada como marcador do
extravasamento plasmatico. Uma hora depois, os animais foram tratados pela via
oral (v.0.) ou intraperitoneal (i.p.) com veiculo (C: salina, 0,1 ml/10 g) ou GL (1-30
mg/kg, v.o. ou 0,3-3 mg/kg, i.p.) e individualmente ambientados em funis de vidro
transparentes. Apos 60 e 30 min dos tratamentos, respectivamente, administrou-
se 0,45 ml de &cido acético 0,6% e o numero de contor¢cdes abdominais foi
guantificado cumulativamente, durante 20 min, (COLLIER et al., 1968; SANTOS

et al., 1999b; LE BARS, GOZARIU, CADDEN, 2001).

Imediatamente ap0s a contagem das contor¢des abdominais, 0os animais
foram mortos e a cavidade peritoneal foi lavada com 1,5 ml de uma solugéo de

salina estéril e heparina (25 Ul/ml) seguida da coleta desse volume. A contagem
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de leucdcitos totais foi feita utilizando-se uma camara de Neubauer sob
microscopio apos a diluicdo da amostra do fluido peritoneal em solucdo de Turk
(1:20). Outra amostra do fluido coletado (700 pl) foi centrifugada a 1000 rpm por
10 min e a absorbancia do sobrenadante foi lida a 690 nm em leitor de ELISA. O
extravasamento plasmatico induzido pelo acido acético foi determinado por
interpolacdo na curva padrao de azul de Evans e expresso em pg/ml (LUCENA et

al., 2007).

4.3.2 Nocicepcdo induzida pela injecdo intraplantar de formalina em

camundongos

Este modelo € mais especifico que o teste de contor¢cdes abdominais,
permitindo avaliar dois tipos distintos de nocicepcdo: a de origem neurogénica
(estimulacédo direta dos neurbnios nociceptivos) e a inflamatéria (caracterizada
pela liberacdo de mediadores pro-inflamatérios) (HUNSKAAR, HOLE, 1987,
TJOLSEN et al., 1992). Os animais foram pré-tratados com veiculo (C: salina, 0,1
mi/10 g) ou GL (3-30 mg/kg) pela via intraperitoneal e apdés 30 min foi
intraplantarmente injetado um volume de 20 pl de solugcéo de formalina 2,5% na
superficie ventral da pata direita do animal. A resposta nociceptiva (lambida e/ou
mordida da pata) foi observada de 0-5 min (fase neurogénica) e de 15-30 min

(fase inflamatoria) apds a injecdo da formalina.
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4.3.3 Nocicepcéo induzida pelo estimulo térmico (calor nocivo)

Os animais foram submetidos aos testes de placa quente e retirada da
cauda para avaliar o possivel efeito antinociceptivo do GL sobre as respostas

nociceptivas induzidas pelo calor nocivo.

4.3.3.1 Placa quente

O teste de placa quente foi realizado como descrito por Woolfe e
MacDonald (1944) com algumas modificacdes, utilizando um aparato que
compreende uma superficie metélica a 50 + 1 <C, circundada por um cilindro
transparente (24 cm de diametro, Ugo Basile, modelo DS37). Cada animal foi
colocado individualmente dentro do cilindro e o tempo que o animal levou para
sacudir ou lamber a pata ou pular foi cronometrado e marcado como indice de

laténcia de resposta térmica.

Os animais foram pré-testados para se obter o valor de laténcia basal. Um
tempo de corte de 30 s foi utilizado para minimizar danos ao tecido. Apés 30 min,
os animais foram tratados com o veiculo (C: salina, 0,1 ml/10 g, i.p.), morfina
(agonista nao seletivo de receptores opidides, 5 mg/kg, s.c.) ou GL (100 mg/kg,
i.p.) e depois de 30 min foi realizado o teste. O tempo de permanéncia dos
animais foi convertido em percentuais, sendo utilizada a seguinte férmula:
porcentagem maxima de efeito (PME%) = TF (tempo final) — TB (tempo basal)/30

— TB (tempo basal) x 100.
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4.3.3.2 Retirada da cauda

O teste de retirada da cauda (tail-flick) foi realizado de acordo com o
meétodo descrito por D' AMOUR, SMITH (1941), com algumas modificacdes, no
qual o animal foi colocado dentro de um tubo plastico contensor perfurado e a sua
cauda exposta a um estimulo quente radiante (90 W). O tempo para o animal
retirar a cauda (periodo de laténcia) foi medida automaticamente pelo

analgesimetro.

Os animais foram pré-selecionados, sendo que 0s que permaneceram no
aparato, por mais de 8 segundos, foram eliminados do teste. Os animais foram
tratados com o veiculo (C: salina, 0,1 ml/10 g, i.p.), morfina (agonista ndo seletivo
de receptores opidides, 5 mg/kg, s.c.) ou GL (100 mg/kg, i.p.), 30 min antes da
realizacdo do teste. Um tempo de corte de 30 s foi utilizado para evitar danos
teciduais. O tempo de permanéncia dos animais foi convertido em percentuais,
sendo utilizada a seguinte férmula: porcentagem maxima de efeito (PME%) = TF

(tempo final) — TB (tempo basal)/30 — TB (tempo basal) x 100.

4.3.4 Avaliacao da atividade locomotora espontanea

Para excluir a possibilidade de prejuizo no desempenho motor dos animais
ap6s o tratamento com o0 composto, foi avaliada a atividade locomotora
espontanea no campo aberto. A atividade locomotora foi avaliada em um campo
aberto, que consiste de uma caixa de madeira medindo 40 x 60 x 50 cm e o fundo

desta arena é dividido em 12 quadrados idénticos (MEOTTI et al., 2006).



Os camundongos foram tratados com veiculo (salina, 0,1 ml/10 g, i.p.) ou
GL (30 e 100 mg/kg, i.p.) 30 min antes de serem colocados individualmente na
arena e observados por um periodo de 6 min. O niumero de quadrados cruzados

com todas as patas foi contado.

4.3.5 Peritonite induzida por carragenina

A carragenina foi utlizada como estimulo para produzir uma resposta
inflamatoria aguda na cavidade peritoneal em camundongos ap6s 4 h, com um
grande numero de leucécitos no exsudato. Os animais foram pré-tratados
intraperitonealmente com veiculo (C: salina, 0,1 ml/10 g), dexametasona (anti-
inflamatorio esteroidal, glicocorticéide, 0,5 mg/kg) ou GL (0,1-10 mg/kg) 30 min
antes da injecdo de carragenina (750 pg/cavidade) na cavidade peritoneal. O
grupo salina recebeu somente uma injecdo de salina (0,1 ml/10 g) no peritdnio.
Quatro horas ap6és a inducdo da peritonite, os animais foram mortos por inalacédo
de CO, e a cavidade peritoneal foi lavada com 1,5 mL de solugdo salina
heparinizada (20 Ul/ml). A seguir, o liquido peritoneal foi coletado e processado

para posterior anélise (PAGANO et al., 2002).

4.3.5.1 Contagem dos leucdcitos peritoneais

A contagem de leucdcitos totais foi realizada utilizando-se a camara de

Neubauer apds a diluicdo do fluido peritoneal com liquido de Turk (1:20). Uma

aliquota do exsudato foi citocentrifugado utilizando uma citocentrifuga Cytospin
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(Tharmac, Germany) e corado com May-Grinwald Giemsa para a contagem

diferencial dos leucécitos (MONTANHER et al., 2007).

4.3.5.2 Determinacéo dos niveis de citocinas

Quatro horas ap0s a peritonite induzida pela carragenina, o fluido
peritoneal foi utilizado para determinar os niveis de citocinas pelo método de
ELISA (MIZGERD, SPIEKER, DOERSCHUK, 2001). Aliquotas de 100 pl de
amostra foram usadas para quantificar os niveis de TNF-a, IL-1 e IL-10 através
dos kits de ELISA para citocinas R&D Systems (Minneapolis, USA) de acordo
com as instru¢cdes do fabricante. A absorbancia foi medida usando um leitor de

microplacas a 450 nm e 550 nm.

4.3.6 Estudo do possivel mecanismo de acdo antinociceptivo

4.3.6.1 Participacdo de receptores de potencial transitério (TRP) e canais i6nicos

sensiveis ao acido (ASIC)

4.3.6.1.1 Nocicepcdo induzida pela injecao intraplantar de capsaicina em

camundongos

Para investigar se na atividade antinociceptiva do GL existe a participacao
dos receptores TRPV1, foram realizados experimentos de nocicepgédo induzida
pela injecdo de capsaicina (agonista de receptor TRPV1). Os animais foram

tratados com veiculo (salina, 0,1 ml/10 g, i.p.), GL (3-30 mg/kg, i.p.) ou vermelho
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de ruténio (antagonista TRP nao seletivo, VR, 3 mg/kg, i.p.), 30 min antes da
injecdo intraplantar de 20 ul da solugcdo de capsaicina (5,2 nmol/pata) na pata
posterior direita. O tempo que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a
pata injetada com capsaicina foi cronometrado por um periodo de 5 min e
considerado como indice de nocicepcdo (SANTOS, CALIXTO, 1997). Em outro
grupo de experimento, o GL (30 pg/pata, i.pl.) foi co-administrado com capsaicina
(5,2 nmol/pata) na pata posterior direita e a resposta nociceptiva foi determinada

como mencionado acima.

4.3.6.1.2 Nocicepcao induzida pela injecdo intraplantar de cinamaldeido em

camundongos

Com o objetivo de avaliar se na antinocicep¢cao promovida pelo GL ha o
envolvimento dos receptores TRPALl, foram realizados experimentos de
nocicepc¢ao induzida pela injecdo de cinamaldeido (agonista de receptor TRPA1L).
Os animais foram tratados com veiculo (salina, 0,1 ml/10 g, i.p.), GL (3-30 mg/kg,
I.p.) ou canfora (antagonista TRPA1l, CAN, 7,6 mg/kg, s.c.), 30 min antes da
injecdo intraplantar de 20 pl da solucédo de cinamaldeido (10 nmol/pata) na pata
posterior direita. O tempo que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a
pata injetada com cinamaldeido foi cronometrado por um periodo de 5 min e
considerado como indice de nocicepcdo (ANDRADE et al., 2008). Em outro grupo
de experimento, o GL (30 ug/pata, i.pl.) foi co-administrado com cinamaldeido (10
nmol/pata) na pata posterior direita e a resposta nociceptiva foi determinada como

mencionado acima.
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4.3.6.1.3 Nocicepcdo induzida pela injecdo intraplantar de mentol em

camundongos

Para avaliar se no efeito antinociceptivo do GL existe o envolvimento dos
receptores TRPMS8, foram realizados experimentos de nocicep¢ao induzida pela
injecdo de mentol (agonista de receptor TRPM8). Os animais foram tratados com
veiculo (salina, 0,1 ml/10 g, i.p.) ou GL (0.1-10 mg/kg, i.p.), 30 min antes da
injecdo intraplantar de 20 pl da solugcdo de mentol (1,2 pmol/pata) na pata
posterior direita. O tempo que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a
pata injetada com mentol foi cronometrado por um periodo de 20 min e
considerado como indice de nocicep¢do. Em outro grupo de experimento, o GL
(30 pg/pata, i.pl.) foi co-administrado com mentol (1,2 pumol/pata) na pata posterior

direita e a resposta nociceptiva foi determinada como mencionado acima.

4.3.6.1.4 Nocicepcao induzida pela injecdo intraplantar de salina acida em

camundongos

Para avaliar se no efeito antinociceptivo do GL ha a participacdo dos
receptores ASIC, foram realizados experimentos de nocicepc¢ao induzida pela
injecdo de salina acida (ativador de receptor TRPV1 e ASIC). Os animais foram
tratados com veiculo (salina, 0,1 ml/10 g, i.p.), GL (0.1-10 mg/kg, i.p.) ou amilorida
(bloqueador de canais de Na" epiteliais, AML, 100 mg/kg, i.p.), 30 min antes da
injecdo intraplantar de 20 ul da solugédo de salina &cida (4cido acético 2%, pH
1,98/pata) na pata posterior direita. O tempo que o animal permaneceu lambendo

ou mordendo a pata injetada com salina acida foi cronometrado por um periodo
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de 20 min e considerado como indice de nocicepcdao (MEOTTI, COELHO,
SANTOS, in press). Em outro grupo de experimento, o GL (30 pg/pata, i.pl.) foi
co-administrado com salina acida (a4cido acético 2%, pH 1,98/pata) na pata
posterior direita e a resposta nociceptiva foi determinada como mencionado

acima.

4.3.6.2 Participagéo das fibras sensiveis a capsaicina

Para avaliar se as fibras sensiveis a capsaicina constituem um alvo
relevante para o efeito antinociceptivo do GL, camundongos com dois dias de vida
foram tratados com capsaicina (50 mg/kg, s.c.) com o propdsito de induzir a
degeneracéo irreversivel de neurdnios aferentes ndo mielinizados, especialmente
fiboras C e algumas Ad (HOLZER, 1991). Animais controle receberam o veiculo
(etanol 10% em salina 0,9%). A eficiéncia do tratamento dos camundongos com
capsaicina neonatal foi confirmada, apds 6 semanas, pela aplicacao topica de 10
pul de capsaicina (10 pg/ml) no olho direito e foi observado o numero de
movimentos de limpeza do olho durante 1 min (IKEDA et al., 2001). Depois, os
animais foram tratados com veiculo (salina, 0,1 ml/10 g, i.p.) ou GL (3 mg/kg, i.p.)
30 min antes da administracdo do &cido acético 0,6% como observado no modelo

de contor¢des abdominais descrito anteriormente.

4.3.6.3 Participagéo do sistema opioide

Para determinar se mecanismos opidides contribuem para a

antinocicepcdo induzida pelo GL, os camundongos foram pré-tratados com
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naloxona (antagonista nao seletivo de receptores opidides, 1 mg/kg, i.p.) ou
veiculo (salina, 0,1 ml/10 g, i.p.) e ap6s 20 min os animais foram tratados com
veiculo (salina, 0,1 ml/10 g, i.p.), morfina (agonista ndo seletivo de receptores
opibides, 1 mg/kg, s.c.) ou GL (10 mg/kg, i.p.). Trinta minutos depois, 0s animais
receberam uma injecdo i.pl. de capsaicina (5,2 nmol/pata) e a resposta

nociceptiva foi avaliada como descrito anteriormente.

4.3.6.4 Participacéo da proteina Gj, sensivel a toxina pertussis

A fim de verificar o envolvimento da proteina Gj, na antinocicepcao
induzida pelo GL, os animais foram pré-tratados com toxina pertussis intratecal, a
qual ribosila e consequientemente inativa a subunidade catalitica da proteina Gj.

As injecOes intratecais foram administradas nos camundongos totalmente
acordados conforme o método previamente descrito (HYLDEN, WILCOX, 1980).
Os animais foram imobilizados manualmente, e uma agulha conectada por um
tubo de polietileno a uma microseringa de 25 pl foi inserida através da pele entre
as vértebras no espaco subdural dos segmentos espinhais L5-L6. As injecdes
foram administradas por um periodo de 5 s. Os animais foram pré-tratados com
toxina pertussis (1 pg/sitio, i.t.) ou solucao salina (5 pl/site, i.t.), 7 dias antes da
administracdo do veiculo (C: salina, 0,1 ml/10 g, i.p.), morfina (2,5 mg/kg, s.c.) ou
GL (3 mgl/kg, i.p.). Apés 30 min, os animais foram avaliados no modelo de
contorcbes abdominais induzidas pelo acido acético, conforme descrito

anteriormente (SANTOS et al., 1999a).
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4.3.6.5 Participacéo do sistema glutamatérgico e substancia P

4.3.6.5.1 Nocicepcdo induzida pela injecdo intraplantar de glutamato em

camundongos

O principal neurotransmissor excitatorio envolvido na transmisséo de sinais
nociceptivos é o glutamato (BEIRITH, SANTOS, CALIXTO, 2002). Por essa razao,
investigou-se se na antinocicep¢do produzida pelo GL ha o envolvimento do
sistema glutamatérgico. Os animais foram tratados intraperitonealmente com
veiculo (C: salina, 0,1 ml/10 g) ou GL (1-10 mg/kg). Apds 30 min, 0s animais
receberam por via intraplantar 20 ul de solucdo de glutamato (20 pmol/pata
preparada em solugdo salina com pH ajustado para 7,4 com hidroxido de sodio)
na pata posterior direita. A resposta nociceptiva (tempo que o animal permaneceu
lambendo ou mordendo a pata injetada) foi cronometrada por um periodo de 15

min (BEIRITH, SANTOS, CALIXTO, 2002).

4.3.6.5.2 Nocicepc¢dao induzida pela inje¢céo intratecal de aminoacidos excitatorios

e da substancia P em camundongos

Para determinar se a antinocicep¢ao induzida pelo GL depende da
estimulacdo do SNC, os aminoacidos excitatorios (AAE) e SP foram
administrados intratecalmente. A resposta nociceptiva foi definida como o tempo
em que o animal permaneceu lambendo ou mordendo os membros inferiores
(patas posteriores, cauda e abdémen) e foi causada pela administracdo intratecal

(5 u) de NMDA (agonista seletivo de receptores ionotropicos glutamatérgicos do
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subtipo NMDA, 74,3 ng/sitio), AMPA (agonista seletivo de receptores ionotropicos
glutamatérgicos do subtipo AMPA, 25 ng/sitio), cainato (agonista seletivo de
receptores ionotropicos glutamatérgicos do subtipo cainato, 23,5 ng/sitio), trans-
ACPD (agonista de receptores glutamatérgicos metabotropicos, 1,9 ug/sitio) e SP
(agonista preferencial de receptores NK1, 135 ng/sitio) (SCHEIDT et al., 2002). O
tempo que o animal lambeu/mordeu a regiao posterior foi cronometrado dentro do
tempo padronizado para cada agonista (NMDA: 5 min, AMPA: 1 min, cainato: 4
min, trans-ACPD: 15 min e SP: 6 min, apdés sua administragdo) e considerado
como indice de nocicepcao. Os animais receberam pela via i.p. veiculo (C: salina,

0,1 ml/10 g) ou GL (1 mg/kg) 30 min antes da injecao intratecal.

4.3.6.6 Participagdo das citocinas pro-inflamatdrias

As citocinas proé-inflamatérias, como o TNF-a e a IL-1[B, também estéo
envolvidas na modulacdo de processos nociceptivos, e a capacidade das
citocinas induzirem nocicep¢do quando administrados i.t. tem sido atribuida a
inducao de liberacdo de glutamato e SP dos terminais nervosos (TADANO et al.,
1999; CHOI et al.,, 2003). Por esta razao, foi investigado o efeito do GL na

resposta nociceptiva induzida pelo TNF-a e pela IL-13 em camundongos.

O procedimento para a administracao i.t. de TNF-a (0,1 pg/sitio) e IL-1(3 (1
pg/sitio) foi semelhante ao descrito anteriormente e o0 tempo de resposta
nociceptiva foi cronometrado dentro do tempo padronizado das citocinas: 15 min
(CHOI et al., 2003; MEOTTI et al., 2007). Os animais foram tratados com veiculo

(C: salina, 0,1 ml/10 g) ou GL (1 mg/kg) 30 min antes da injecéo intratecal.
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4.3.6.7 Participacéo da proteina quinase C

4.3.6.7.1 Nocicepcado induzida pela injecao intraplantar de miristato-acetato de

forbol (PMA) em camundongos

Para avaliar a influéncia do GL sobre a nocicepc¢édo dependente de proteina
quinase C (PKC), a resposta nociceptiva foi induzida pela injecdo i.pl. de PMA
(500 pmol/pata), um ativador da PKC (FERREIRA et al., 2005). Os animais foram
intraperitonealmente tratados com veiculo (C: salina, 0,1 ml/10 g) ou GL (10-100
mg/kg) e 30 min apos, receberam 20 yl de PMA (500 pmol/pata) na superficie
ventral da pata direita. A resposta nociceptiva (tempo que o animal permaneceu
lambendo ou mordendo a pata injetada foi cronometrada por um periodo de 15 a

45 min.

4.3.6.7.2 Preparacdo dos extratos citosolicos e nucleares

A fim de verificar se o GL promove atividade antinociceptiva através da
inibicdo da ativacdo da PKCg, a superficie ventral da pata foi coletada apds 15
min da administracdo intraplantar de PMA (animais tratados com veiculo ou GL e
animais nao manipulados: naive). Em seguida, as amostras foram
homogeneizadas com processador de tecidos (Tissue tearor; Biospec Products,
INC., OK, EUA) em tampao de lise A gelado [Tampédo A: HEPES 10 mM (pH 7,9),
contendo: MgCl, (1,5 mM), KCI (10 mM), fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF, 0,5
mM), ditiotreitol (DTT, 0,5 mM), NaF (50 mM), NazVO, (2 mM), inibidor de tripsina

(1,5 pg/ml), pepstatina A (7 pg/ml), leupeptina (5 pg/ml) e aprotinina (10 pg/ml),
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incubadas em gelo por 15 min e centrifugadas a 14000 rpm por 60 min a 4 . O
sobrenadante resultante coletado correspondeu ao extrato citosélico. Para
obtencéo das proteinas de membrana, o pellet foi re-suspenso em tampao de lise
A contendo de triton-X 100 1%, homogeneizado e centrifugado a 14000 rpm por
30 min a 4 €. O sobrenadante obtido foi coletado como extrato rico em
membrana. A concentracdo de proteinas das amostras foi determinada utilizando
o reagente de Bradford (Bio-Rad Protein Assay Kit) segundo recomendacfes do
fabricante. As fracdes celulares foram armazenadas em freezer a -70 € até o

momento do uso.

4.3.6.7.3 Ensaios de Western Blot

Aproximadamente 50 ug de proteinas foram misturadas com tampéao de
amostra 5 vezes concentrado (Tris-HCI 150 mM, pH 6,8, contendo: [-
mercaptoetanol 15%, SDS 6%, azul de bromofenol 0,3%), fervidas por 5 min e
separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida a 10%. Em seguida, as
proteinas presentes no gel foram eletrotransferidas para membranas de
polivinilidenodifluorido (PVDF). Para bloquear sitios de ligacdo inespecifica do
anticorpo, as membranas foram incubadas “overnight” em solugdo de TBS-T,
contendo leite desnatado (5%) a 4 T, lavadas em tampdo TBS-T e entéao
incubadas overnight com os anticorpos primarios anti-PKCe (Santa Cruz Biotech.
Inc., CA, USA) ou B-tubulina (controle). A visualizacéo das proteinas foi realizada
utilizando anticorpo secundario especifico conjugado a peroxidase e as bandas

imunorreativas foram visualizadas usando-se kit de aumento de



quimioluminescéncia (ECL, Amersham Pharmacia Biotech.) e filme radiografico,

segundo recomendacdes do fabricante.

4.3.6.8 Participacéo dos astrécitos da medula espinhal

Com o objetivo de avaliar se na atividade antinociceptiva do GL (30 mg/kg,
i.p.) existe a participagdo dos astrocitos, a nocicepc¢ao foi induzida pela formalina
como descrito anteriormente. Apds a contagem da resposta nociceptiva, 0s
animais foram sacrificados e as medulas rapidamente removidas, emblocadas em
meio de congelamento (Tissue Teck®, Sakura Finetek, EUA, contendo 10,24% de
alcool polivinilico; 4,26% de polietilenoglicol e 85,5% de ingredientes néo
reativos), congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer a -70 T
até o momento do uso. Os blocos foram cortados em criostato (modelo CM 1850,
Leica Microsystems, Alemanha) resfriado a -20 T. As seccbes de 12 um de
medula foram montadas em laminas de vidro transparente, previamente
gelatinizadas (0,1 g gelatina incolor; 0,01 g CrK(S0O4)2 dissolvidos em 100 ml
agua mili-Q aquecida), as quais foram armazenadas a -20 T até o momento do
processamento para imunofluorescéncia. Primeiramente, os cortes foram
delimitados com caneta hidrofobica, incubados com PBS por 10 minutos a
temperatura ambiente e entdo fixados com acetona P.A. por 20 minutos a 4 T.
ApoOs nova lavagem com PBS, as laminas foram incubadas a temperatura
ambiente com glicina (0,1 M) por 10 minutos para blogquear grupamentos
aldeidicos e incubadas por 1 hora em tampao de bloqueio (contendo 0,3% de
Triton X-100 e 2% de BSA em PBS) para permeabilizar a membrana e bloquear

sitios de ligacéo inespecifica do anticorpo. Os cortes de medula foram incubados
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overnight com anticorpo monoclonal anti-proteina fibrilar acida glial (GFAP, 1:50,
Santa Cruz Biotech. Inc., CA, USA) para marcacdo de astrocitos. Apds a
incubacédo, as laminas foram novamente lavadas com PBS e entdo incubadas
com o anticorpo secundario anti-lgG de cabra conjugado ao fluoroforo Alexa Flaor
488 (1:100) no escuro, por 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, as
laminas foram intensamente lavadas com PBS, e entdo laminulas contendo uma
gota de Fluormount-G® (EMS Science, EUA) diluido em PBS (2:1) foram
colocadas sobre os cortes. O material pronto foi armazenado a 4 C, observado
no microscopio de fluorescéncia para analise da estrutura e do padrdo de
expressdo do marcador acima descrito e as imagens obtidas foram analisadas

com o programa Image Tool.

4.3.7 Neuropatia periférica induzida pela constricdo parcial do nervo ciatico em

camundongos

O modelo experimental de neuropatia induzida pela constricdo parcial do
nervo ciatico mimetiza sintomas importantes observados em pacientes com
neuropatia periférica e €& muito empregado na pesquisa comportamental
(SELTZER, DUBNER, SHIR, 1990). Os animais foram intraperitonealmente
anestesiados com cetamina (100 mg/kg) e xilazina (5 mg/kg). Uma incisao lateral
na perna direita foi realizada para a exposi¢cdo do nervo ciético, que foi dissecado
das veias e dos tecidos aderentes de acordo com o método descrito para ratos
(SELTZER, DUBNER, SHIR, 1990) e adaptado para camundongos (MALMBERG,
BASBAUM, 1998). A ligadura de aproximadamente 1/2 a 2/3 do nervo ciético foi

realizada com o auxilio do fio de sutura (Ethicon, Cardiovascular, 7.0 Prolone) que
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também foi utilizado para suturar a fascia; ja a epiderme foi suturada com o fio 4.0

(Ethicon, Cardiovascular, Ethibond).

Os camundongos operados receberam veiculo (salina, 0,1 ml/10 g) ou GL
(30 mg/kg) pela via i.p. 7 dias apés a cirurgia. O grupo falso operado (sofreu o
procedimento cirdrgico sem a constricdo) recebeu veiculo (salina, 0,1 ml/10 g,
i.p.). A alodinia mecéanica foi avaliada imediatamente antes (0) e depois (0,5, 1, 2,
4 e 6 h) do tratamento para avaliar o efeito temporal do GL. Para investigar os
efeitos do tratamento prolongado, o GL foi administrado 2 x ao dia (a cada 12 h) e
a alodinia mecanica foi avaliada 0,5 h ap06s o primeiro tratamento do dia. O
tratamento repetido foi administrado do 7° ao 14° dia depois da ligadura, sendo
interrompido por 3 dias. O tratamento foi re-iniciado para avaliar o

desenvolvimento de uma possivel tolerancia ao GL.

A alodinia mecanica foi avaliada segundo BORTOLANZA et al. (2002),
onde a frequiéncia de retirada da pata a 10 aplicacdes dos filamentos de von Frey
(0,4 g) sob a regido plantar da pata que sofreu a constricao foi expressa como
porcentagem. A frequéncia de retirada foi determinada antes e depois da

constricao.

4.4 Anéalise Estatistica

Os resultados estdo apresentados como média *+ erro padrao da média
(EPM), exceto os valores de Dlsy (doses do GL que reduziram as respostas
nociceptivas em 50% em relagéo ao grupo controle), as quais estdo apresentadas

como médias geométricas acompanhadas de seus respectivos limites de
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confianca em nivel de 95%. Os valores de Dls, foram obtidos através do método
de regressao nao-linear utilizando-se o software Graph Pad Prism (2005, San
Diego, CA) versao 4.03. Para os dados paramétricos, a significancia estatistica
dos diferentes grupos foi determinada por ANOVA de uma via, seguido pelo teste
de Newman-Keuls. Para a analise de dois grupos independentes, a diferenca
estatistica foi determinada através do teste t de Student. Os dados do tratamento
prolongado com o GL (constricdo parcial do nervo ciatico) foram analisados
utilizando ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Bonferroni. Para os dados
nao paramétricos foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste
de Dunn. Em todos os casos, foi considerada diferenca significativa quando P <

0,05.



58

5 RESULTADOS

5.1 Efeito do GL sobre as contor¢bes abdominais, in  filtracdo de leucécitos e
extravasamento plasmatico induzidos pela injecdo in traperitoneal de acido

acético em camundongos

A administracdo do GL (1-30 mg/kg, p.o.) inibiu de forma dose dependente
as contorcbes abdominais induzidas por acido acético 0,6% com Dlsy de 15,6
(8,6-28,0) mg/kg e inibicdo de 55 + 5% (Fig. 6A). O GL nas doses de 1, 3, 10 e 30
mg/kg, reduziu a infiltracdo de leucécitos em 73, 85, 69 e 91%, respectivamente

(Fig. 6C). No entanto, o GL n&o inibiu o extravasamento plasmatico (Fig. 6E).

O tratamento i.p. dos animais com o GL (0,3-3 mg/kg) reduziu o numero de
contor¢des abdominais induzidas por acido acético 0,6% com Dlso de 1,3 (0,6-2,6)
mg/kg e inibicio de 88 + 4% (Fig. 6B). A migracdo de leucécitos e o
extravasamento plasmatico também foram inibidos com Dlsy de 1,2 (0,7-1,9)
mg/kg e inibicdo de 100% (Fig. 6D) e Dlsp maior que 3 mg/kg e inibicdo de 45 +

7% (Fig. 6F), respectivamente.
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Figura 6: Efeito do GL sobre as contor¢des abdominais, infiltracdo de leucocitos e

extravasamento plasmatico induzidos por acido acético 0,6% em camundongos.

Painel A, C e E: tratamento com GL via oral (v.0.) e Painel B, D e F: tratamento

com GL via intraperitoneal (i.p.). Os resultados estdo expressos como médias *

erro padrdo das médias (n = 6). A comparacdo entre os grupos foi realizada

através da analise da variancia (ANOVA) seguida do teste de Newman-Keuls.

Diferente do grupo salina para ** P < 0,001. Diferente do grupo controle para * P
<0,05,** P <0,01 e** P <0,001.
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5.2 Efeito do GL sobre a nocicepcédo induzida pela i  njecéo intraplantar de

formalina em camundongos

O GL administrado pela via i.p., na dose de 30 mg/kg, inibiu tanto a
primeira fase (neurogénica) quanto a segunda fase (inflamatéria) da nocicepcao
induzida pela formalina com inibicdes de 43 £ 5% e 96 + 4%, respectivamente
(Fig. 7A e B). A Dl foi de 12,9 (6,7-24,6) mg/kg na segunda fase da resposta

nociceptiva induzida pela formalina (Fig. 7B).
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Figura 7: Efeito do GL sobre a nocicepc¢éo induzida por formalina 2,5% em
camundongos. A nocicepgao foi avaliada na primeira fase (0-5 min, painel A) e na
segunda fase (15-30 min, painel B). Os resultados estdo expressos como médias
+ erro padrdo das médias (n = 6). A comparacao entre os grupos foi realizada
através da analise da variancia (ANOVA) seguida do teste de Newman-Keuls.

Diferente do grupo controle para ** P < 0,01 e *** P < 0,001.
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5.3 Efeito do GL sobre a nocicepcao induzida pelo e  stimulo térmico (calor

NocCivo)

Os resultados da Fig. 8A e B demonstram que o GL (100 mg/kg, i.p.) ndo
altera o periodo de laténcia tanto no teste da placa quente quanto no teste de
retirada da cauda. No entanto, o tratamento com morfina (agonista nao seletivo de
receptores opidides, 5 mg/kg, s.c.) aumentou o periodo de laténcia de resposta

dos animais nos dois testes avaliados (Fig. 8A e B).
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Figura 8: Efeito do GL sobre a nocicepcéao induzida pelo estimulo térmico (calor
nocivo) em camundongos. Teste da placa quente (painel A) e retirada da cauda
(painel B). Os resultados estao expressos como médias * erro padrdo das médias
(n = 6). A comparacédo entre os grupos foi realizada através do teste de Kruskal-

Wallis seguido do teste de Dunn. Diferente do grupo controle para *** P < 0,001.
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5.4 Efeito do GL sobre a atividade locomotora espon  tanea em camundongos

O tratamento i.p. dos animais com o GL, nas maiores doses (30 e 100
mg/kg) utilizadas nos modelos de nocicepcdo quimica e térmica, nao alterou a
atividade locomotora espontanea dos camundongos quando avaliados durante 6

min no teste do campo aberto e comparados com o grupo controle (Fig. 9).
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Figura 9: Efeito do GL sobre a atividade locomotora espontanea em
camundongos. Os resultados estdo expressos como meédias + erro padrdo das
médias (n = 8 a 10). A comparacdo entre os grupos foi realizada através da
analise da variancia (ANOVA) seguida do teste de Newman-Keuls.

5.5 Efeito do GL sobre a peritonite induzida por ca  rragenina

A administragcdo da carragenina aumentou a migracdo de leucdcitos,
neutréfilos e mononucleares para 5,2; 2,6 e 2,9 x 10° na cavidade peritoneal (Fig.

10A-C). O tratamento i.p. dos animais com o GL (0,1-10 mg/kg) reduziu a
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migracdo de leucdcitos totais com Dlsg de 0,4 (0,1-0,9) mg/kg e inibicdo de 89 £
5% (Fig. 10A). A migracdo de neutrofilos e mononucleares foram inibidos com
Dlso de 0,6 (0,1-2,4) e 0,2 (0,1-0,4) mg/kg, respectivamente. A inibicdo foi de 75 +
6 e 99 £ 1%, respectivamente (Fig. 10B e C). O controle positivo, dexametasona,

inibiu os leucadcitos totais, 0s neutréfilos e os mononucleares em 69 = 7, 100 e 74

+ 11%, respectivamente.
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Figura 10: Efeito do GL sobre a migracdo de leucdcitos totais (painel A),
neutrofilos (painel B) e mononucleares (painel C) induzida pela carragenina (750
pg/cavidade) por 4 h. A comparagdo entre os grupos (n = 6 a 8) foi realizada
através da andlise da variancia (ANOVA) seguida do teste de Newman-Keuls.

Diferente do grupo controle para * P < 0,05, * P < 0,01 e ** P < 0,001. Diferente
para o grupo salina para “* P < 0,001.



A injecdo de carragenina também aumentou os niveis de TNF-a e IL-1f3

para 142 e 1740 pg/ml e reduziu os niveis de IL-10 para 1041 pg/ml (Fig. 11A-C).

A dose de 10 mg/kg, i.p. do GL aumentou os niveis de IL-10 em 97 = 37% (Fig.
11C), mas néo alterou os niveis de TNF-a e IL-1(3 (Fig. 11A e B). A dexametasona
inibiu significativamente os niveis de TNF-a e IL-13 em 61 £ 7 e 69 = 15%,

respectivamente, mas nao alterou os niveis de IL-10.
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Figura 11: Efeito do GL sobre os niveis de TNF-a (painel A), IL-1( (painel B) e IL-
10 (painel C) induzida pela carragenina (750 pg/cavidade) por 4 h. A comparacéo
entre os grupos (n = 6 a 8) foi realizada através da analise da variancia (ANOVA)
seguida do teste de Newman-Keuls. Diferente do grupo controle para * P < 0,05 e

** P < 0,001. Diferente para o grupo salina para * P < 0,05 e ** P < 0,001.
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5.6 Efeito do GL sobre a nocicepcédo induzida pela i  njecéo intraplantar de

capsaicina em camundongos

A administracdo do GL (3-30 mg/kg, i.p.) inibiu de forma dose dependente
a nocicepcao induzida por capsaicina (5,2 nmol/pata) com Dlso de 8,1 (5,9-11,3)
mg/kg e inibicdo de 92 = 4% (Fig. 12A). O vermelho de ruténio (3 mg/kg, i.p.),
controle positivo do teste, inibiu a resposta nociceptiva causada pela capsaicina

em 87 + 2%.

Quando o GL (10 e 30 pg/pata) foi co-administrado com a capsaicina (5,2

nmol/pata), ndo houve alteracdo da resposta nociceptiva (Fig. 12B).
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Figura 12: Efeito do GL sobre a nocicep¢do induzida por capsaicina (5,2
nmol/pata) em camundongos. Painel A: tratamento intraperitoneal (i.p.) e painel B:
tratamento intraplantar (i.pl.). Os resultados estdo expressos como médias + erro
padrdao das médias (n = 6). A comparacao entre os grupos foi realizada através da
analise da variancia (ANOVA) seguida do teste de Newman-Keuls. Diferente do

grupo controle para ** P < 0,01 e *** P < 0,001.



66

5.7 Efeito do GL sobre a nocicepcédo induzida pela i  njecéo intraplantar de

cinamaldeido em camundongos

A administracao intraperitoneal do GL (3-10 mg/kg) reduziu a nocicepcao
induzida por cinamaldeido (10 nmol/pata) com Dlsg de 13,8 (9,6-19,8) mg/kg e
inibicdo de 67 + 12% (Fig. 13A). O controle positivo, canfora (7,6 mg/kg, s.c.),

inibiu a resposta nociceptiva em 57 + 6%.

Quando o GL (10 e 30 pg/pata) foi injetado em conjunto com o

cinamaldeido (10 nmol/pata), ndo houve alteragdo da resposta nociceptiva (Fig.

13B).
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Figura 13: Efeito do GL sobre a nocicepcdo induzida por cinamaldeido (10
nmol/pata) em camundongos. Painel A: tratamento intraperitoneal (i.p.) e painel B:
tratamento intraplantar (i.pl.). Os resultados estdo expressos como médias + erro
padrdo das médias (n = 6). A comparacao entre os grupos foi realizada através da
analise da variancia (ANOVA) seguida do teste de Newman-Keuls. Diferente do

grupo controle para *** P < 0,001.
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5.8 Efeito do GL sobre a nocicepcédo induzida pela i  njecéo intraplantar de

mentol em camundongos

O tratamento i.p. dos animais com o GL (0,1-10 mg/kg) reduziu a resposta
nociceptiva induzida pelo mentol (1,2 pmol/pata) com Dlsy de 0,19 (0,10-0,37)

mg/kg e inibicdo de 97 + 1% (Fig. 14A).

A co-administragdo do GL (10 e 30 pg/pata) com o mentol (1,2 pumol/pata)

nao alterou a resposta nociceptiva (Fig. 14B).
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Figura 14: Efeito do GL sobre a nocicepcéo induzida por mentol (1,2 umol/pata)
em camundongos. Painel A: tratamento intraperitoneal (i.p.) e painel B: tratamento
intraplantar (i.pl.). Os resultados estdo expressos como medias + erro padrao das
meédias (n = 6). A comparacao entre os grupos foi realizada através da analise da
variancia (ANOVA) seguida do teste de Newman-Keuls. Diferente do grupo
controle para ** P < 0,01 e ** P < 0,001.
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5.9 Efeito do GL sobre a nocicepcédo induzida pela i  njecéo intraplantar de

salina acida em camundongos

A administracao intraperitoneal do GL (10-100 mg/kg) reduziu a nocicepc¢ao
induzida pela salina acida (2%, pH 1,98/pata) com Dlsy de 29,8 (20,0-44,4) mg/kg
e inibicdo de 89 + 4% (Fig. 15A). O controle positivo, amilorida (100 mg/kg, i.p.),

inibiu a resposta nociceptiva em 65 * 5%.

Quando o GL (10 e 30 pg/pata) foi co-administrado com a salina acida (2%,

pH1,98/pata), ndo houve alteragéo da resposta nociceptiva (Fig. 15B).
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Figura 15: Efeito do GL sobre a nocicepcédo induzida pela salina acida (2%, pH
1,98/pata) em camundongos. Painel A: tratamento intraperitoneal (i.p.) e painel B:
tratamento intraplantar (i.pl.). Os resultados estdo expressos como médias + erro
padrdao das médias (n = 6). A comparacao entre 0s grupos foi realizada através da
analise da variancia (ANOVA) seguida do teste de Newman-Keuls. Diferente do

grupo controle para *** P < 0,001.
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5.10 Avaliacdo da deplecdo de fibras sensiveis a ca psaicina no efeito

antinociceptivo do GL em camundongos

A administracao tépica de 10 pl de capsaicina (10 pg/ml) no olho direito de
camundongos que foram tratados com capsaicina no periodo neonatal reduziu os

movimentos de limpeza do olho em 81 + 5% (Fig. 16A).

O tratamento com capsaicina neonatal (50 mg/kg, s.c.) reduziu a resposta
nociceptiva induzida pelo acido acético em 55 + 6% quando comparado com 0S
animais tratados com salina. O GL (3 mg/kg, i.p.) inibiu a resposta nociceptiva
induzida pelo acido acético em 86 + 4 e 92 + 3% quando comparado ao grupo

controle que recebeu salina e capsaicina neonatal, respectivamente (Fig. 16B).
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Figura 16: Efeito da administracdo de capsaicina sobre os movimentos de
limpeza dos olhos (painel A) e efeito do GL sobre a nocicepcao induzida pelo
acido acético 0,6% em camundongos com deplecdo de fibras sensiveis a
capsaicina (painel B). Os resultados estdo expressos como meédias + erro padrao
das médias (n = 6). A comparacao entre os grupos foi realizada através da analise
da variancia (ANOVA) seguida do teste t de Student ou do teste de Newman-
Keuls. Diferente do grupo controle que ndo recebeu capsaicina neonatal para **

P < 0,001. Diferente do grupo salina e controle para *** P < 0,001.
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5.11 Avaliacéo da participacdo do sistema opidide n o efeito antinociceptivo

do GL em camundongos

Os resultados da Fig. 17 demonstram que pré-tratamento dos animais com
naloxona (1 mg/kg, i.p., antagonista de receptores opibides), administrada 20 min
antes do veiculo, morfina ou GL reverteu completamente o efeito antinociceptivo
causado pela morfina (1 mg/kg, s.c.) no modelo de resposta nociceptiva induzida
capsaicina. No entanto, a naloxona ndo reverteu a antinocicepcao causada pelo

GL (10 mg/kg, i.p.).
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Figura 17: Efeito do pré-tratamento dos animais com naloxona (1 mg/kg, i.p.)
sobre o efeito antinociceptivo do GL no modelo de nocicepcdo induzida pela
capsaicina (5,2 nmol/pata) em camundongos. Os resultados estdo expressos
como médias + erro padrdo das médias (n = 6). A comparacao entre 0s grupos foi
realizada através da andlise da variancia (ANOVA) seguida do teste de Newman-
Keuls. Diferente do grupo salina + salina para ** P < 0,01 e ** P < 0,001 e

diferente do grupo salina + morfina para ** P < 0,001.
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5.12 Avaliacdo da participacao da proteina G  j, sensivel a toxina pertussis no

efeito antinociceptivo do GL em camundongos

O pré-tratamento dos animais com toxina pertussis (1 yg/ i.t.,, 7 dias antes
do experimento), a qual é capaz de produzir a inativagdo da proteina Gj,, néo
alterou a resposta nociceptiva induzida pelo acido acético. No entanto, 0 mesmo
tratamento com a toxina pertussis reverteu total e parcialmente os efeitos
antinociceptivos causados pela morfina (2,5 mg/kg, s.c., utilizada como controle
positivo) e pelo GL (3 mg/kg, i.p.), respectivamente, no modelo de contor¢cbes

abdominais induzidas pelo acido acético (Fig. 18).
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Figura 18: Efeito do pré-tratamento com toxina pertussis sobre o efeito
antinociceptivo do GL no modelo de nocicepcao induzida pelo &cido acético. Os
resultados estdo expressos como médias + erro padrdo das médias (n = 6). A
comparacao entre os grupos foi realizada através da analise da variancia
(ANOVA) seguida do teste de Newman-Keuls. Diferente do grupo salina + salina
para *** P < 0,001 e diferente do grupo salina + morfina e salina + GL para * P <
0,05 e ** P < 0,001.
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5.13 Efeito do GL sobre a nocicep¢ao induzida pela injecdo intraplantar de

glutamato em camundongos

A administragdo do GL (0,1-10 mg/kg, i.p.) inibiu de forma dose
dependente a nocicepcao induzida por glutamato (20 pumol/pata) com Dlsp de 0,34

(0,15-0,74) mg/kg e inibicado de 96 + 3% (Fig. 19).

200+

—_

@

-g 1504 —l—

a

[}

[}

'g 1004

c *k%k

0] _I_

J2

S 50

0

g *%k*

0 ! 1
C 0,1 1 10
GL mg/kg, i.p.

Figura 19: Efeito do GL sobre a nocicepcao induzida pelo glutamato (20
umol/pata) em camundongos. Os resultados estdo expressos como médias + erro
padrdao das médias (n = 6). A comparacao entre os grupos foi realizada através da
analise da variancia (ANOVA) seguida do teste de Newman Keuls. Diferente do

grupo salina para *** P < 0,001.

5.14 Efeito do GL sobre a nocicepcédo causada pela i njecado intratecal de

aminoacidos excitatorios (AAE) e substancia P (SP) em camundongos

O GL (1 mg/kg), administrado pela via intraperitoneal, inibiu a nocicepgao

induzida pela injecdo intratecal dos agonistas de receptores ionotropicos
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glutamatérgicos NMDA, AMPA e cainato em 67 = 13, 89 = 11 e 74 %= 9%,
respectivamente. No entanto, o GL (1 mg/kg, i.p.) ndo teve efeito antinociceptivo
quando a resposta nociceptiva foi induzida pela injecao intratecal de trans-ACPD

(agonista de receptor metabotropico glutamatérgico) e SP (Fig. 20).
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Figura 20: Efeito do GL sobre a nocicepcéo induzida pelos AAE (NMDA, AMPA,
cainato e trans-ACPD) e SP em camundongos. Os resultados estdo expressos
como meédias * erro padrao das meédias (n = 6). A comparacédo entre 0s grupos foi
realizada através da andlise da variancia (ANOVA) seguida do teste de Newman
Keuls. Diferente do grupo salina para ** P < 0,01 e *** P < 0,001.

5.15 Efeito do GL sobre a nocicepgdo causada pela i njecédo intratecal de

citocinas pro-inflamatoérias em camundongos

A administracdo do GL (1 mg/kg), pela via i.p., inibiu a nocicepcéo induzida
pela injecdo intratecal de IL-13 em 75 £ 7%, mas ndo a resposta nociceptiva

induzida pelo TNF-a (Fig. 21).
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Figura 21: Efeito do GL sobre a nocicep¢do induzida pelas citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a e IL-13) em camundongos. Os resultados estdo expressos
como meédias * erro padrao das meédias (n = 6). A comparacédo entre 0s grupos foi
realizada através da andlise da variancia (ANOVA) seguida do teste de Newman

Keuls. Diferente do grupo salina para *** P < 0,001.

5.16 Avaliagdo da participacdo da proteina quinase C (PKC) no efeito

antinociceptivo do GL em camundongos

A administracédo i.p. do GL (10-100 mg/kg) produziu uma inibicdo dose-
dependente da resposta nociceptiva induzida pelo PMA (500 pmol/pata), com

uma Dlsp de 17,5 (11,0-28,0) mg/kg e inibicdo de 100% (Fig. 22).
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Figura 22: Efeito do GL sobre a nocicepcéo induzida por PMA (500 pmol/pata).
Os resultados estdo expressos como médias + erro padrdo das meédias (n = 6 a
8). A comparacdo entre os grupos foi realizada através da analise da variancia
(ANOVA) seguida do teste de Newman-Keuls. Diferente do grupo controle para **
P <0,01 e ** P <0,001.

5.17 Ensaios de western blot

As andlises do western blot das patas confirmaram que a administracédo
i.pl. de PMA (500 pmol/pata) ativou a PKCg, observada através da translocacao
da PKCe do citosol para a membrana (Fig. 23A e B). O tratamento com GL (100
mg/kg, i.p.), 30 min antes da injecdo do PMA, inibiu a translocacdo da PKCe do

citosol para a membrana (Fig. 23A e B).
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Figura 23: Efeito do GL sobre a translocacao da PKCe do citosol (painel A) para a
membrana (painel B) em resposta a injecdo intraplantar de PMA. Os niveis de
PKCe citosélicos e da membrana foram determinados usando-se anticorpos
especificos. O grupo Naive representa 0 grupo de animais que nao foram
manipulados. A comparacao entre os grupos (n = 6 a 8) foi realizada através da
andlise da variancia (ANOVA) seguida do teste de Newman Keuls. Diferente do

grupo naive para ** P < 0,01 e diferente do grupo controle para * P < 0,05.

5.18 Efeito do GL sobre os astrécitos ativados na m  edula espinhal de

camundongos

As figuras 24A-D e 25 mostram que a formalina induz a ativacdo dos
astrocitos, representada pela maior imunorreatividade para GFAP, quando
comparado com o grupo naive (sem formalina). O tratamento dos animais com GL
(30 mg/kg, i.p.) diminuiu a marcacdo imunofluorescente do GFAP em 82 + 5%

(Fig. 24E-F e 25).
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Figura 24: Fotos dos astrécitos da medula espinhal de camundongos
imunorreativos para GFAP ap0s a injecao intraplantar de formalina. As medulas
de animais naive (Painéis A e B), controle — formalina (Painéis C e D) e GL
(Painéis E e F) foram preparados para imunohistoquimica de fluorescéncia.
Imagens representativas da seccédo de medulas de 2 a 3 animais (aumento de 4x,

escala 600 pum e aumento de 40x, escala 20 pum).
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Figura 25: Efeito do GL sobre os astrocitos imunorreativos para GFAP na medula
espinhal de camundongos apds a injecdo de formalina. Os resultados estédo
expressos como médias + erro padrdo das médias (n = 2 a 3). A comparagéo
entre os grupos foi realizada através da analise da variancia (ANOVA) seguida do
teste de Newman-Keuls. Diferente do grupo naive para * P < 0,05 e do controle
para * P < 0,05.

5.19 Efeito do GL sobre a neuropatia periférica ind  uzida pela constricdo

parcial do nervo ciatico em camundongos

A administracdo de uma Unica dose do GL (30 mg/kg, i.p.) diminuiu
significativamente a alodinia mecanica avaliada através do filamento de von Frey
(0,4 g) na pata dos animais operados, com inibicdo de 47 + 10% apds 30 min do

tratamento, um efeito que permaneceu significante até 2 h (Fig. 26).
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Figura 26: Efeito do GL sobre a alodinia mecéanica induzida pela constricdo
parcial do nervo ciatico em camundongos. O tratamento com o GL (30 mg/kg, i.p.)
foi realizado 7 dias apds a cirurgia e a antinocicepcao foi avaliada por até 6 h
apos o tratamento (B: freqiéncia de resposta basal). A comparacdo entre o0s
grupos foi realizada através da analise da variancia (ANOVA de duas vias)
seguida do teste de Bonferroni. Diferente do grupo falso-operado para * P < 0,05
e " P < 0,001; diferente do grupo operado para * P < 0,05 e ** P < 0,01.

Quando administrado diariamente (2 x ao dia) por um periodo de 7 dias, o
GL (30 mg/kg, i.p.), reduziu a alodinia mecéanica com inibicdes entre 45 + 13 e 60
+ 8%. Além disso, a suspensao do tratamento com o GL por 3 dias néo afetou a

sua eficacia nos dias subsequentes (Fig. 27).
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Figura 27: Efeito do GL sobre a alodinia mecéanica induzida pela constricao
parcial do nervo ciatico em camundongos. O tratamento com o GL (30 mg/kg, i.p.)
foi realizado por 7 dias, 2x ao dia e a antinocicepcao foi avaliada 30 min apds o
tratamento (B: freqiiéncia de resposta basal). A comparacdo entre os grupos foi
realizada através da andlise da variancia (ANOVA de duas vias) seguida do teste
de Bonferroni. Diferente do grupo falso-operado para * P < 0,05 e * P < 0,01;
diferente do grupo operado para * P < 0,05 e ** P < 0,01.
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6 DISCUSSAO

A dor esta freqientemente associada a muitas doencas. Apesar dos
principais avan¢os no conhecimento dos mecanismos moleculares envolvidos na
dor e investimento consideravel na pesquisa farmacéutica e desenvolvimento
nessa area, ainda existem poucas classes de drogas analgésicas, principalmente
para o controle da dor crénica (WOODCOCK, WITTER, DIONNE, 2007). Além
disso, as terapias atuais sdo usualmente insuficientes por possuirem efeitos
colaterais severos e efetividade limitada (BOURINET et al., 2005). Por essa
razdo, a busca por novas moléculas que sejam eficazes e com efeitos adversos

menores é continua e necessaria.

Neste trabalho, o objetivo foi avaliar a atividade antinociceptiva do GL em
modelos de nocicepcdo aguda induzida por agentes quimicos e térmico e em
modelo de nocicepcdo crbnica representada pela neuropatia periférica. Além
disso, alguns possiveis mecanismos envolvidos no efeito antinociceptivo do GL
foram investigados. Outro objetivo deste estudo foi verificar a atividade anti-

inflamatoria do através do modelo de peritonite.

Recentemente, foi relatado que a administracdo intraperitoneal do GL
reduziu significativamente as contor¢des abdominais, o niumero de leucécitos e o
extravasamento plasmatico induzidos pelo acido acético, bem como também foi
efetivo em reduzir a resposta nociceptiva produzida pela administracido

intraplantar de formalina, em camundongos (SMIDERLE et al., 2008a).

Entre os modelos de nocicepgdo quimica utilizados nesse trabalho, o teste

de contor¢cdes abdominais induzidas por &cido acético é descrito como tipico
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modelo de dor inflamatéria, sendo uma ferramenta de triagem para avaliacdo da
atividade analgésica e anti-inflamatoria de novos agentes (VINEGAR et al., 1979;
TJOLSEN, HOLE, 1997). Desta maneira, estes dados confirmam que o
tratamento intraperitoneal dos animais com o GL (0,3-3 mg/kg) produz um efeito
antinociceptivo de forma dependente da dose. Além disso, a atividade
antinociceptiva do GL (1-30 mg/kg) quando administrado pela via oral apresentou
o mesmo perfil de inibicdo. No entanto, neste modelo, a administracdo
intraperitoneal do GL apresentou um efeito 10 vezes mais potente que o
tratamento via oral. A irritacdo local promovida pelo acido acético induz a
liberacdo de varios mediadores endégenos como bradicinina, prostaglandinas e
citocinas (TNF-a, IL-13 e IL-8) que estimulam o0s neurbnios nociceptivos
(COLLIER et al., 1968; RIBEIRO et al., 2000; IKEDA et al., 2001). Além de ser
influenciada por esses mediadores inflamatérios, a nocicepgédo promovida pelo
acido acético também pode ser mediada pela dissociacdo dos prétons presentes
no acido acético, que estimulam os canais TRPV1 e ASICs localizados nos
neurbnios aferentes primarios (IKEDA et al., 2001; JULIUS, BASBAUM, 2001,
COUTAUX et al., 2005). Considerando os resultados obtidos, é possivel sugerir
que o efeito antinociceptivo do GL pode estar relacionado com a inibicdo da

liberacdo desses mediadores ou dos canais TRPV1 e ASIC.

A redugé&o da migragéo celular promovida pelo GL observada no modelo de
nocicepcao inflamatéria visceral induzida pelo acido acético pode ser resultado da
diminuicdo dos niveis de citocinas e de mediadores lipidicos na cavidade
peritoneal. Além disso, a inibicdo do extravasamento plasmatico observada pela
administracao intraperitoneal do GL também pode estar associada a reducdo dos

niveis dos mediadores inflamatdrios (DOHERTY et al., 1985; KOLACZKOWSKA
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et al.,, 2002). Devido a estes resultados obtidos, pode-se sugerir que, além do

efeito antinociceptivo, o GL também apresenta uma atividade anti-inflamatoria.

A fim de estender os estudos sobre a acdo antinociceptiva e anti-
inflamatoria do GL, utilizou-se 0 modelo de nocicepc¢ao induzida pela formalina. O
teste da formalina é constituido por duas fases distintas. A nocicepgao
neurogénica (fase inicial) resulta do efeito irritante direto sobre 0s nociceptores
ativando as fibras aferentes primarias, acarretando na liberacdo de
neuropeptideos como SP e CGRP em terminais periféricos e centrais. Ja a
nocicepcao inflamatoéria (fase tardia) € mediada pela combinacdo de estimulos
periféricos e sensibilizacdo da medula espinhal (HUNSKAAR, HOLE, 1987,
TJOLSEN et al.,, 1992; MCCALL, TANNER, LEVINE, 1996; PUIG, SORKIN,
1996). Varios trabalhos tém demonstrado que a injecdo de formalina libera
diferentes mediadores, como PGE,, NO, glutamato, cininas, entre outros
peptideos, sendo que recentemente foi relatado que a formalina também ativa os
canais TRPA1 (HUNSKAAR, HOLE, 1987; TJOLSEN et al.,, 1992; SANTOS,
CALIXTO, 1997; SANTOS, VEDANA, DE FREITAS, 1998; MCNAMARA et al.,
2007). Outros dados importantes foram demonstrados por Yashpal et al. (1995),
onde inibidores inespecificos da proteina quinase C (PKC) atenuam a segunda
fase da nocicepcao induzida pela formalina e houve aumento da ativagcédo e
translocagdo da PKC em neurbnios do corno dorsal apds a administracdo
periférica da formalina. O GL reduziu a fase neurogénica sendo seu efeito mais
pronunciado na fase inflamatéria da formalina. Estes dados reforcam os indicios
de que a glucana em questdo possui um importante efeito antinociceptivo e

também anti-inflamatério. A modulacdo da liberacdo de mediadores pro-



inflamatorios, bem como a inibicdo da ativacdo do TRPAL e da PKC podem estar

envolvidos nessas atividades.

O teste do campo aberto foi utilizado para excluir a possibilidade da acao
antinociceptiva do GL estar relacionada a distarbios ndo-especificos da atividade
locomotora dos animais. Os resultados mostraram que as doses do GL que
tiveram acdo antinociceptiva ndo alteraram o desempenho motor dos
camundongos. Nesse contexto, foi relatado que varias drogas analgésicas com
acao depressora sobre o sistema nervoso central e muscular podem reduzir a
coordenacdo motora em animais bem como a expressdo de comportamentos

nociceptivos (SOJA et al., 2002).

Como o GL apresentou uma boa eficacia nos modelos de acido acético,
inibindo a migracdo de leucoOcitos e extravasamento plasmatico,
reconhecidamente caracteristicas da inflamacdo; e no modelo da formalina,
reduzindo a segunda fase (inflamatoria) da resposta nociceptiva, foi investigada a
atividade anti-inflamatdria do composto utilizando o modelo de peritonite induzida

por carragenina.

A peritonite induzida por carragenina € um modelo experimental bem
caracterizado de inflamacdo aguda empregado largamente para testar novas
terapias anti-inflamatoérias por permitir a quantificacdo e correlacdo da migragcéo
celular e do exsudato inflamatério (SHERWOOD, TOLIVER-KINSKY, 2004).
Quando a inflamacdo aguda peritoneal foi induzida por carragenina em
camundongos, o tratamento com GL reduziu a migracdo de leucocitos e o

extravasamento plasmatico 4 h ap6s a administracdo de carragenina. Esses
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dados corroboram os resultados anteriores obtidos nos modelos de acido acético

e formalina.

Varios mediadores pro-inflamatorios estdo envolvidos na inflamacao aguda
induzida por carragenina como neuropeptideos, prostaglandinas, NO e citocinas
(DE CASTRO FRANCA et al., 2007). Em relac&o a participacdo de citocinas pro-
inflamatorias neste modelo, esta bem estabelecido que os leucdcitos, entre outras
células, produzem IL-1f3, IL-6, IL-8 e TNF-a (PEREIRA, MEDEIROS, FRODE,
2006). Por outro lado, os macréfagos produzem IL-10, uma citocina anti-
inflamatdria que possui mecanismos importantes no controle da inflamacao
(MOSSER, ZHANG, 2008). A inducédo da peritonite com carragenina aumentou 0s
niveis de IL-13 e TNF-a, e ao contrario, reduziu os niveis de IL-10 no fluido
peritoneal. A administracdo do GL aumentou os niveis de IL-10, mas néo
modificou os niveis de IL-1p e TNF-a. O resultado obtido esta de acordo com os
dados de Queiroz et al. (2010), os quais também observaram que glucanas
extraidas do cogumelo Caripia montagnei aumentaram os niveis de IL-10 apos a
inducéo da peritonite com tioglicolato. Inclusive, foi relatado que a IL-10 também
possui uma potente acdo analgésica, onde a sua administracdo reduz as
respostas hiperalgésicas induzidas pela injecdo de carragenina e citocinas proé-
inflamatodrias na pata (POOLE et al., 1995). Este efeito também €& observado
guando ha uma lesdo do nervo (WAGNER, JANJIGIAN, MYERS, 1998). Assim, o
aumento dos niveis de IL-10 pode ser um dos mecanismos envolvidos na

atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria do GL.
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Como o GL apresentou um interessante efeito antinociceptivo, o proximo
passo deste trabalhou foi avaliar o(s) possivel(is) mecanismo(s) envolvido (S)

nessa acao.

Primeiramente, avaliou-se a participacao dos receptores TRPs e ASIC na
atividade antinociceptiva do GL. Sabe-se que esses receptores possuem um
importante papel na deteccédo de estimulos nocivos (MCCLESKEY, GOLD, 1999;
TOMINAGA, 2007). Neste estudo, foi observado que o GL administrado i.p. inibe
efetivamente as respostas nociceptivas induzidas pelas injecbes i.pl. de
capsaicina ou cinamaldeido, os quais sdo agonistas altamente seletivos dos
canais TRPV1 e TRPAL, respectivamente, bem como a nocicepc¢ao induzida pelo
mentol (agonista preferencial do canal TRPM8 que também pode ativar canais
TRPA1 em altas concentra¢cdes) ou salina acidificada (a qual ativa canais TRPV1
e ASIC). Além disso, a poténcia do GL em inibir a nocicep¢ao induzida pelo
cinamaldeido esta de acordo com os resultados obtidos no modelo de formalina,
especialmente considerando que a formalina também ativa canais TRPA1
(MCNAMARA et al., 2007). No entanto, quando o GL foi co-administrado na pata
com os agonistas dos receptores TRPV1, TRPAL, TRPMS8 e ASIC, o0 mesmo nédo
reduziu as respostas nociceptivas (Fig. 28). Esses resultados indicam que
provavelmente o GL ndo atue diretamente nos receptores que estado presentes
nas fibras aferentes primarias. No entanto, pode-se sugerir que a glucana estaria
atuando em vias de sinalizacdo subsequlientes a ativacdo desses receptores ou
modulando a liberacdo de mediadores pelo terminal central da fibra aferente na
sinapse com 0s neurdnios presentes na medula. De fato, a fosforilagdo do TRPV1
pela PKC sensibiliza o canal para sua ativagdo frente a capsaicina e o bloqueio

desse processo poderia contribuir para o efeito analgésico do GL contra a
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nocicepcao induzida pela capsaicina (BHAVE et al., 2003). No entanto, esta ndo
seria uma explicacdo para suas acdes inibitdrias na nocicepcédo produzida pelo
mentol, cinamaldeido ou salina acida, ja que a PKC desfosforila e inibe os canais
TRPM8, nado contribui para a sensibilizacdo dos canais TRPAL e parece fosforilar
e sensibilizar somente canais ASIC contendo subunidades de ASIC2, os quais
sdo pobremente expressos por neurénios do GRD (BARON et al., 2002; DEVAL

et al., 2004, PREMKUMAR et al., 2005; UGAWA et al., 2005; WANG et al., 2008).

Tem sido mostrado que o TRPMS8 é expresso no conjunto de fibras C e Ad
negativas para o TRPV1, enquanto que o TRPA1l é expresso em fibras C
positivas para o TRPV1 de camundongos e ganglio da raiz dorsal (GRD) de ratos
(STORY et al., 2003; KOBAYASHI et al., 2005). Além disso, UGAWA et al. (2005)
avaliaram a co-expressao de transcritos de subtipos ASIC distintos e TRPV1 em
neurénios de GRD de ratos, usando hibridizacdo in situ. Eles reportaram que
grandes proporcdes (~30-45%) dos neurdnios de pequeno diametro TRPV1-
positivo também expressam transcritos de ASICla e/ou ASIC3, mas dificilmente
algum dos neurdnios que expressam ASIClb sdo TRPV1-positivo. Alguns
estudos demonstraram que uma proporcdo apreciavel dos neurbnios sensoriais
do GRD que expressam canais ASIC e todos aqueles que expressam TRPM8 néo
expressam canais TRPV1 (e também TRPA1) (MAMET et al., 2002). Realmente,
o fato das respostas de contor¢des abdominais de camundongos ao &cido acético
serem somente parcialmente atenuadas depois do tratamento neonatal com
capsaicina, um procedimento que causa degeneracdo permanente de fibras
sensoriais C e Ad que expressam canais TRPV1 (JANCSO, KIRALY, JANCSO-
GABOR, 1977), da suporte a esse achado. Nossos resultados mostraram que as

fibras sensiveis a capsaicina participam parcialmente do efeito antinociceptivo do
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GL, ja que o composto praticamente aboliu a resposta nociceptiva induzida pelo

acido acético em camundongos que receberam capsaicina neonatal.

Por outro lado, o GL ndo aumentou o tempo de laténcia nos teste da placa
quente e retirada da cauda. Estes resultados sugerem que o efeito antinociceptivo
do composto ndo envolve mecanismos centrais relacionados a modelos que
dependem de reflexos espinhais. Sabe-se que estes testes sdo bem eficientes em
revelar a atividade de analgésicos opidides (LE BARS, GOZARIU, CADDEN,
2001) e essa observacao foi confirmada pelo fato da morfina (agonista dos
receptores opidides) aumentar o tempo de laténcia nos dois modelos. Foi
demonstrado também que a ac&do antinociceptiva do GL néo foi revertida pela
naloxona, um antagonista ndo seletivo dos receptores opibides, confirmando
assim que o sistema opioide parece nao participar da analgesia provocada pela

glucana.

Varios estudos demonstraram que muitos receptores, incluindo os opidides,
efetivamente se acoplam a seus efetores através da proteina Gi/o (JIANG,
BAJPAYEE, 2009). Interessantemente, a antinocicepcdo produzida pela
administracdo do GL foi parcialmente revertida nos animais previamente tratados
com a toxina pertussis (uma proteina que catalisa a ribosilacdo das subunidades
a da proteina Gi/o e por isso a desacopla de seus receptores). Enquanto que o
efeito antinociceptivo da morfina, que atua em receptores opidides, foi
completamente revertido. Esse resultado esta de acordo com o dado anterior,
reforcando a nédo participacdo do sistema opidide na atividade analgésica do GL.
No entanto, ndo se pode excluir totalmente a participacdo dos receptores

acoplados a proteina Gi/o do efeito antinociceptivo do GL por causa da reversao
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parcial da antinocicepcao (Fig. 28). Estudos demonstraram que 0s receptores
dopaminérgicos, serotoninérgicos e muscarinicos também utilizam a proteina Gi/o

para a sua sinalizacdo (JIANG, BAJPAYEE, 2009).

Ja foi demonstrado que a liberacédo de neuropeptideos, como SP e CGRP,
dos terminais periféricos dos neurdnios sensoriais primarios € mediada pela
ativacdo do TRPV1 pela capsaicina (CATERINA, JULIUS, 2001). Além disso, a
estimulacdo dos terminais centrais dos aferentes primarios pela capsaicina
também libera SP e CGRP e induz a transmisséo sinaptica glutamatérgica, sendo
que nesse caso, a ativacdo do TRPV1 é mediada por PKC (LABRAKAKIS,

MACDERMOTT, 2003; SWEITZER et al., 2004).

Desta forma, para fornecer mais evidéncia sobre a participacao do sistema
glutamatérgico na antinocicepcao causada pelo GL, foi investigado o efeito do GL
na nocicepcéo induzida pelo glutamato administrado via intraplantar. Sabe-se que
o glutamato € o principal neurotransmissor excitatorio envolvido na transmissao
de sinais nociceptivos. Além disso, tem sido demonstrado que a injecao
intraplantar de glutamato libera aminoacidos excitatérios, PGE,, NO, cininas,
prétons, glutamato e SP no corno dorsal (MILLAN, 1999; BEIRITH, SANTOS,
CALIXTO, 2002; SAKURADA et al., 2003). Nesse trabalho, foi observado que o

GL inibe efetivamente a resposta nociceptiva induzida pelo glutamato intraplantar.

O glutamato induz uma resposta nociceptiva através da sua atuagdo em
receptores glutamatérgicos que estdo presentes em sitios de acdo periférica,
espinhal e supra-espinhal (BEIRITH, SANTOS, CALIXTO, 2002). Existem 2
familias de receptores glutamatérgicos, os ionotropicos e os metabotropicos. O

receptores ionotrépicos sdo canais permedveis a céations e subdivididos em 3
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grupos: AMPA, cainato e NMDA (OZAWA, KAMIYA, TSUZUKI, 1998). Os
receptores metabotropicos sdo acoplados a proteina G e operam liberando
segundos mensageiros ou influenciando canais i6nicos através da interacdo das
subunidades da proteina G (MELDRUM, 2000). Entdo, os animais foram tratados
pela via intraperitoneal com a Dlsg (~1 mg/kg) do GL obtida na nocicepcao
induzida pelo glutamato e a resposta nociceptiva foi induzida pelos agonistas dos
receptores ionotropicos (NMDA, AMPA e cainato) e pelo agonista do receptor
metabotropico (trans-ACPD). Nossos resultados demonstraram que o GL inibe a
nocicepcao causada por NMDA, AMPA e cainato, mas nao inibe aquela causada
por trans-ACPD (Fig. 28). Apesar dos receptores glutamatérgicos ionotropicos e
metabotropicos deflagrarem vias de sinalizacdo intracelular diferentes, ambos
ativam a PKC. No entanto, apenas os receptores NMDA estdo envolvidos na
translocacao da PKC e na nocicepcdo em modelos de dor aguda (YASHPAL et

al., 2001).

Em estudos anteriores foi descrito que tanto o glutamato quanto a
capsaicina, quando administrados perifericamente, provocam a liberacdo do
proprio glutamato, SP e protons em sinapses no corno dorsal (MILLAN, 1999).
Além disso, ha evidéncia indicando a interacdo da SP e glutamato em nivel
espinhal. Mudancas comportamentais observadas ap6s a administragdo espinhal
de SP é potenciada pela co-administracdo de NMDA e cainato (MJELLEM-JOLY
et al., 1991; 1992). Nesse estudo, foi observado que o GL néo reduz a resposta
nociceptiva induzida pela injecao intratecal de SP. No entanto, foi demonstrado
gue as respostas bioldgicas provocadas pela SP séo rapidamente atenuadas na
presencga continuada do agonista, indicando que o receptor para SP [receptor de

neurocinina 1 (NK1-R)] sofre dessensibilizacdo rapidamente (BOWDEN et al.,
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1994; GARLAND et al, 1996; MCCONALOGUE et al, 1998). Essa
dessensibilizacdo do NK1-R é mediada pela PKC, ja4 que foi observado que
ativadores da PKC induzem a fosforilacdo do receptor e inibem a sinalizacao da
SP (ROUSH, WARABI, KWATRA, 1999; VIGNA, 1999; DERY, DEFEA,
BUNNETT, 2001). Essas observacdes sugerem que o efeito antinociceptivo do
GL poderia ser regulado pela via dos receptores glutamatérgicos ionotropicos que
modulam a transmissao nociceptiva na medula. I1sso explicaria a falta de acdo da
glucana quando co-administrada com o0s agonistas/ativadores dos receptores
TRPs, ASICs e NK1-R. Estudos adicionais serdo realizados para verificar se o

efeito do GL também ocorre por acdo direta nos receptores glutamatérgicos.

Outros mediadores que estdo envolvidos na modulacdo de processos
nociceptivos sao as citocinas pro-inflamatorias, como o TNF-a e a IL-1[3. Sabe-se
gue essas citocinas, quando administradas intratecalmente, promovem um
comportamento nociceptivo por induzir a liberacdo de glutamato e SP dos
terminais nervosos (TADANO et al., 1999; CHOI et al., 2003). Recentemente, foi
demonstrado que o TNF-a e a IL-13 aumentam as correntes induzidas pelos
receptores para NMDA e AMPA nos neurdnios da lamina Il superficial do corno
dorsal (KAWASAKI et al., 2008). Por esta razao, foi investigado o efeito do GL na
resposta nociceptiva induzida por TNF-a e IL-13. O tratamento dos animais com
GL inibiu a resposta nociceptiva induzida por IL-13, mas ndo por TNF-a (Fig. 28).
E descrito na literatura a ativacdo de diferentes quinases pelo TNF: a aplicagéo
topica de TNF em raizes nervosas de ratos aumenta a fosforilacdo da quinase
relacionada a sinais extracelulares (ERK) com um tempo de inicio de varias
horas, enquanto que a aplicacdo aguda (5-15 min) de TNF em cultura de

neurénios do GRD induz a fosforilacdo da quinase terminal c-Jun (JNK) e proteina
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quinase p38 (p38), mas ndo a ERK (POLLOCK et al., 2002; TAKAHASHI et al.,
2006). Com os resultados obtidos pode-se sugerir que o GL nao interfere no
receptor de TNF-a ou na via de sinalizacdo deste receptor. No entanto, a IL-1(3
pode facilitar a ativacado do receptor para NMDA nos neurdnios e essa ativagao é
devido a fosforilacdo do receptor pela PKC (VIVIANI et al., 2003; YANG et al.,
2005; GUO et al., 2007). Outra explicacdo para a agao antinociceptiva do GL na
nocicepc¢ao induzida pela IL-1f3 seria a inibicdo da via de sinalizagcao dependente
de moléculas adaptadoras (MyD88, TIRAP, TRIF e TRAM). Essas moléculas
ligam-se no dominio intracelular do receptor Toll-IL-1 que € um dominio comum
na superfamilia de receptores Toll-IL-1. Essa superfamilia compreende receptores
para a IL-1p (IL-1R) e Toll-like (TLR) (LI, QIN, 2005). Os TLRs sao receptores que
reconhecem padrbes moleculares associados a patdgenos, e junto com o
receptor dectina-1 reconhecem [(-glucanas (que formam as paredes celulares de
fungos) (UNDERHILL, 2007). No entanto, mais estudos devem ser realizados

para confirmar essa acgao.

Existem evidéncias extensas implicando a proteina quinase C (PKC) nos
mecanismos de sinalizacdo que levam a nocicepcao e hiperalgesia (SOUZA et al.,
2002). A PKC é uma familia de quinases de serina/treonina que estdo divididas
em 3 grupos: as convencionais (c), isoenzimas (a, Bl, Bll e y) que séo
dependentes de calcio e diacilglicerol (DAG); as originais (n), isoenzimas (0, €, n e
0) que sdo independentes de calcio mas dependente de DAG; e as atipicas (a),
isoenzimas (§ e A1) que sdo independentes de calcio e DAG) (VELAZQUEZ,
MOHAMMAD, SWEITZER, 2007). Por esta razao, foi testada a hipétese de que a

PKC poderia constituir um alvo potencialmente relevante para a acao
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antinociceptiva do GL e foi observado que o composto inibe efetivamente as
respostas nociceptivas induzidas pela injecdo i.pl. de PMA (Fig. 28), um ativador

direto da PKC (FERREIRA et al., 2005).

Quando um ativador da PKC, como o PMA, é injetado intraplantarmente,
ocorre a translocacdo das isoformas a e € da PKC do citoplasma para a
membrana (FERREIRA et al., 2005). Desta forma, foram utilizadas as analises de
Western blot para se obter evidéncias ex vivo de que o PMA i.pl. promove a
translocacdo da PKCe da fracdo citosolica para membrana em homogenatos da
pele da pata. Interessantemente, o tratamento i.p. prévio com GL, em uma dose

gue promoveu analgesia, preveniu a translocacdo da PKCe induzida pelo PMA.

Nas fibras aferentes primarias periféricas, a PKC é ativada por um grande
namero de substancias que sdo liberadas em resposta a uma lesao, entre elas
estdo bradicinina, endotelina-1, prostaglandinas, citocinas, entre outras. E uma
vez ativada, a PKC pode fosforilar os canais TRPs e ASIC. J4& nos terminais
aferentes primarios centrais na medula espinha, a PKC influencia na liberacdo de
neurotransmissores e nos neurbnios pés-sinapticos do corno dorsal e regula a
atividade de receptores de NK-1, glutamatérgicos e CGRP (VELAZQUEZ,
MOHAMMAD, SWEITZER, 2007). Devido a essas evidéncias, pode-se sugerir
que o mecanismo de agao envolvido na atividade antinociceptiva do GL parece

envolver a inibicdo da PKCe.

Atualmente tem-se demonstrado que células ndo-neuronais da medula
espinhal, como a microglia e os astrocitos, também participam da geracdo e
manutencdo da nocicepcéo apos a inflamacao e lesbes dos nervos periféricos e

espinhas e da medula espinhal (WATKINS, MAIER, 2003). Sabe-se que na
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neuropatia crénica, as microglias sdo ativadas primariamente e estas liberam
citocinas pro-inflamatorias, como o TNF-a e a IL-1[3, que irdo ativar os astrocitos
(WATKINS, MILLIGAN, MAIER, 2001; MARCHAND, PERRETTI, MCMAHON,
2005; JI, SUTER, 2007). Além disso, os astrdcitos expressam receptores
glutamatérgicos ionotrépicos NMDA e ndo-NMDA (PORTER, MCCARTHY, 1997).
Como o GL apresentou uma efetiva atividade antinociceptiva em modelos de
nocicepc¢ao induzida por IL-13, NMDA, AMPA e cainato, avaliou-se o efeito do GL
sobre a ativacdo de astrocitos no modelo de nocicepcao induzida pela formalina.
Os resultados obtidos mostram que o GL, administrado pela via i.p., reduziu a
ativacdo dos astrécitos induzida pela formalina, evidenciado pela reducdo da
marcacdo com GFAP, um marcador especifico para astrécitos. Esses resultados
sugerem que a inibicdo da ativacdo astrocitaria pode estar envolvida no efeito
antinociceptivo do GL (Fig. 28). A modulacdo da atividade glial pelo GL pode
reduzir a liberacdo de mediadores pro-inflamatorios, como IL-13, TNF-a, PGE; e
NO, que por isso inibir a transmissdo da informacdo nociceptiva pelas células

neuronais, promovendo a antinocicepgao.

Como comentado anteriormente, a dor aguda serve como um sistema de
alerta para impedir algum possivel dano ao organismo (SCHOLZ, WOOLF, 2002).
No entanto, a dor cronica prejudica enormemente a qualidade de vida dos
pacientes e € uma dos principais problemas econémicos de saude. Estimativas
mostraram que a prevaléncia da dor neuropatica é acima de 5% na populacao
geral, onde um quarto desses sofre com uma intensidade severa (BARON, 2009).
Por esta razdo, a identificacdo dos mecanismos da dor e das possiveis aplicagbes
terapéuticas em modelos animais de dor se torna extremamente necessaria

(DECOSTERD, BERTA, 2009).
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Entdo, o proximo passo deste trabalho foi utilizar um modelo experimental
de mononeuropatia produzida pela ligadura parcial do nervo ciatico (LPNC) em
camundongos. A lesdo do nervo periférico é freqientemente acompanhada pela
inflamacéo local transitéria a qual provavelmente contribui para a estimulacdo da
dor neuropatica. Varios mediadores inflamatorios, como PGE,, bradicinina, fator
de crescimento do nervo, histamina, serotonina, interleucina-1p (IL-1pB), fator de
necrose tumoral-a (TNF-a), glutamato, endotelina-1 e quimiocinas, podem ser
liberados de axdénios ou células de Schwann danificados, ou células satélites,
mastocitos e leucdcitos infiltrados (JI, STRICHARTZ, 2004). Aléem disso, Mao et
al. (1992) demonstraram que ha um aumento da translocacdo da PKC para a
membrana na medula espinhal ap6s a lesdo por constricdo do nervo. Os
resultados obtidos mostram que o GL reverte significantemente a alodinia
mecanica causada pela LPNC, além disso, a resposta antialodinica causada pelo
GL néao foi susceptivel a tolerancia. Esta conclusdo € baseada nos dados que
mostram que a interrupcdo do tratamento com o GL foi seguida pelo retorno
completo da alodinia e que o tratamento com o GL duas vezes por dia produziu
efeitos anti-alodinicos pronunciados. Desta forma, pode-se sugerir que a glucana

estaria inibindo a liberacédo de mediadores inflamatorios ou a ativagéo da PKC.

Assim, neste trabalho foi demonstrado que o GL possui um
importante efeito antinociceptivo em modelos de nocicepc¢do aguda e cronica em
camundongos. Além disso, o GL apresentou uma interessante atividade anti-
inflamatoria. Os provaveis alvos para a acao do composto estdo mostrados na

figura 28.
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Figura 28: Efeito da (1—3),(1—6) B-glucana (GL) sobre a nocicepg¢do: possiveis
alvos de acdo. AAEs (aminoacidos excitatorios); AMPA, Kainato, NMDA
(receptores glutamatérgicos ionotropicos); ASIC (canais ibnicos sensiveis ao
acido); Gi/o (proteina Gi/o); IL-1B (receptor para interleucina 1B); PKC (proteina
quinase C); TRPA1 (receptor de potencial transitério sensivel ao frio lesivo);
TRPM8 (receptor de potencial transitério sensivel ao frio ndo lesivo); TRPV1

(receptor de potencial transitorio sensivel ao calor lesivo e a capsaicina).
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7 CONLUSOES

Os resultados obtidos nesse estudo permitem concluir que:

* A administracdo oral e intraperitoneal do GL promoveu antinocicepcao no
modelo de contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético, e quando
administrado pela via i.p. apresentou efeitos anti-inflamatdérios representados pela
inibicdo da migracdo de leucécitos e do extravasamento plasmatico para o

peritdnio apos a injecao de acido aceético;

« O tratamento intraperitoneal com o GL inibiu a resposta nociceptiva da

primeira e segunda fase induzida pela formalina;

» Os efeitos antinociceptivos observados com o GL ndo parecem envolver
sedacdo ou comprometimento da atividade locomotora, uma vez que esses

parametros nao foram alterados no teste do campo aberto;

» O tratamento intraperitoneal com o GL apresentou atividade anti-inflamatoria
com reducao da migracédo de leucdcitos, neutrofilos e mononucleares e aumento

dos niveis de IL-10 no modelo de peritonite induzida pela carragenina.

* O GL apresentou efeito antinociceptivo, quando administrado pela via
intraperitoneal, mas ndo pela via intraplantar, na nocicepcédo induzida pelos

agonistas/ativadores dos receptores TRPs e ASICs;

* A antinocicepcdo causada pelo GL depende parcialmente das fibras

sensoriais sensiveis a capsaicina;

O sistema opidide ndo participa do efeito antinociceptivo do GL;
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e A ativacdo de mecanismos dependentes da proteina Gi/o participa

parcialmente do efeito antinociceptivo do GL;

« Na atividade antinociceptiva do GL tem a participacdo do sistema

glutamatérgico e da citocina pré-inflamatéria, IL-1(3;

» O efeito antinociceptivo produzido pela administracéo intraperitoneal do GL

parece envolver a inibicdo da PKCg;

* A inibicdo da ativacdo dos astrdcitos esta envolvida no efeito antinociceptivo

do GL;

» A administracdo de uma unica dose ou o tratamento prolongado por 7 dias
com GL reduziram a alodinia mecéanica nos animais com ligadura parcial do nervo

ciatico, evidenciando seu efeito antinociceptivo em um modelo de dor neuropatica,

Coletivamente, os resultados obtidos no presente estudo demonstram que
a (1—3),(1—6) B-glucana isolada do Pleurotus pulmonarius (Fr.) Quel. apresentou

um importante efeito antinociceptivo e anti-inflamatério.
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