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RESUMO

Estudo da atividade antinociceptiva e possiveis mecanismos de a¢cdo do &cido
oleandlico em modelos de nocicepcdo induzida por capsaicina e 6leo de
mostarda em camundongos. Juliana Lemos Maia. Orientador: Prof. Dr. Vietla
Satyanarayana Rao. Departamento de Fisiologia e Farmacologia, UFC, 2006.

O &cido oleandlico é um triterpeno pentaciclico largamente encontrado em varias
plantas medicinais. Essa substancia demonstrou ter uma variedade de atividades
farmacoldgicas, dentre as quais se destacam: antiinflamatéria, hepatoprotetora,
gastroprotetora e antinociceptiva. Este trabalho objetivou investigar a atividade
antinociceptiva do acido oleandlico em modelos de nocicepgédo aguda induzida por
capsaicina (20ul/ 1,6 ug) e Oleo de mostarda (0,75%, 50 pL/animal) em
camundongos, além dos possiveis mecanismos de a¢do envolvidos. Camundongos
foram pré-tratados com acido oleandlico (3, 10, 30, 100 mg/kg, v.0.) ou veiculo, e os
comportamentos de dor foram analisados. As doses de 10, 30 e 100 mg/kg, v.o.,
foram capazes de reduzir os comportamentos dolorosos expressos pelos animais
nos modelos de nocicepgéo induzida por capsaicina e 6leo de mostarda, sendo o
maior nivel de inibicdo (p<0,001) encontrado na dose de 30 mg/kg. Na tentativa de
desvendar os possiveis mecanismos de acdo do acido oleandlico no modelo de
nocicepcao induzido por capsaicina, avaliamos a participacdo dos receptores
opioides, a,, Oxido nitrico e canais de potassio. O efeito antinociceptivo do acido
oleandlico (30 mg/kg, v.o.) foi significantemente revertido pelo pré-tratamento com
antagonista opidide, naloxona (2 mg/kg, i.p.); pelo doador de éxido nitrico, L-arginina
(600 mg/kg, i.p.) e pela glibenclamida (2 mg/kg, i.p.), um antagonista dos canais de
potassio. Por outro lado, o pré-tratamento com um antagonista a, ioimbina (2 mg/kg,
i.p.), ndo ocasionou a reversdo da antinocicepcdo. Na tentativa de desvendar os
possiveis mecanismos de acdo do acido oleandlico no modelo de nocicepcéo
visceral induzida por 6leo de mostarda, avaliamos a participacdo dos receptores
opidides, a, e TRPVL1. O efeito antinociceptivo do acido oleandlico (30 mg/kg, v.0.)
foi significantemente revertido (p<0,05) pelo pré-tratamento com antagonista opioide,
naloxona (2 mg/kg, i.p.), enquanto que o antagonista a, , ioimbina (2 mg/kg, i.p.),
nao teve o mesmo efeito. O pré-tratamento com vermelho de ruténio (3 mg/kg, s.c.),
um antagonista ndo competitivo do receptor TRPV1 causou inibicao significativa da
nocicepcao (p<0,01) induzida pelo 6leo de mostarda, entretanto a administracao
conjunta com o acido oleandlico ndo produziu antagonismo nem potenciacdo da
antinocicepcdo causada pelo acido oleandlico. Para avaliar a existéncia de um
impedimento locomotor ou de uma incoordenag¢do motora, foram utilizados os testes
do campo aberto e o teste do rota rod, respectivamente. Os dados indicaram que o
tratamento com o acido oleandlico (30 mg/kg, v.0.) nado induziu (p>0,05)
impedimento locomotor ou incoordenacdo motora nos animais, sendo ainda capaz
de reverter (p<0,05) o impedimento locomotor induzido pelo 6leo de mostarda no
teste do campo aberto. Em conjunto os dados revelaram a efetividade do acido
oleandlico em modelos de nocicepg¢do possivelmente envolvendo receptores
opidides, TRPV1, 6xido nitrico e canais de potassio.

Palavras-chave: acido oleandlico, triterpenos, atividade antinociceptiva, receptor
opidide, TRPV1, 6xido nitrico.



ABSTRACT

Antinociceptive study and possible mechanisms of action of oleanolic acid in
models of nociception induced by capsaicin and mustard oil in mice. Juliana
Lemos Maia. Principal guide: Dr. Vietla Satyanarayana Rao. Department of
Physiology and Pharmacology, UFC, 2006.

Oleanolic acid is a triterpene pentacyclic widely distributed in the plant kingdom.
Different biologic activities have been reported including: antinflammatory,
hepatoprotective, gastroprotective and antinociceptive. This work was aimed to
evaluate the antinociceptive effect of oleanolic acid in acute nociception models
induced by capsaicin (20ul/ 1.6 ug) and mustard oil (0.75%, 50 pL/animal) in mice
and to establish the likely mechanism(s) of action. Mice were pretreated orally with
oleonolic acid (3, 10, 30 and 100 mg/kg) or vehicle, and the pain-related behavioral
responses were analysed. The pain behavioral responses were significantly
suppressed at doses 10, 30 and 100 mg/kg in acute nociception models induced by
capsaicin and mustard oil. The maximal suppression (p<0.001) was observed at the
dose of 30 mg/kg. In order to verify the possible mechanisms involved in the
antinociceptive action of oleanolic acid in the capsaicin-induced nociception, the
involvement of endogenous opioids, ap, nitric oxide and Karp channels were
analyzed. The antinociception produced by OA (30 mg/kg, v.0.) was found to be
significantly blocked in animals pre-treated with the opioid antagonist, naloxone (2
mg/kg, i.p.); the substrate for oxide nitric synthase, L-arginine (600 mg/kg, i.p.); or a
Katp-channel blocker, glibenclamide (2 mg/kg, i.p.) but was unaffected by yohimbine
(2 mg/kg, i.p.), an a, -adrenoceptor antagonist. In order to verify the possible
mechanisms involved in the antinociceptive action of oleanolic acid in the mustard
oil-induced visceral pain model, opioid, a, adreno and TRPV1 receptors were
analyzed. The antinociceptive effect of oleanolic acid (30 mg/kg, v.0.) was
significantly blocked (p<0.05) by pretreatment with the opioid antagonist, naloxone (2
mg/kg, i.p.), but the az-adrenoceptor antagonist, yohimbine (2 mg/kg, s.c.), had no
effect. Pretreatment with ruthenium red (3 mg/kg, s.c.), a non-competitive TRPV1
antagonist alone caused significant inhibition (p<0.01) of mustard oil-induced
nociception but its co-administration with oleanolic acid produced neither antagonism
nor potentiation of oleonolic acid antinociception. Further, to evaluate a possible
motor impairment and motor incoordination effects related to oleanolic acid, open-
field and rota-rod tests were performed. The data indicated that the treatment of
animals with the oleanolic acid (30 mg/kg, v.0.) was unable to cause motor
impairment or motor incoordination effects (p>0.05), being even able to reverse
(p<0.05) a mustard oil-induced motor impairment in the open field test. The results
taken together strongly suggest the therapeutic potential of oleanolic acid in oblitering
nociception through the mechanisms that possibly involve the opioids, TRPV1
receptors, nitric oxide and Katp channels.

Key words: oleanolic acid, triterpenes, antinociceptive activity, opioid-receptor,
TRPV1 receptor, oxide nitric.
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1. INTRODUCAO

1.1. Dor

A dor continua sendo uma das grandes preocupacdes da humanidade. Desde
os primérdios do ser humano, conforme sugerem alguns registros graficos da pré-
histéria e os varios documentos escritos anteriormente, 0 homem sempre procurou
esclarecer as raz0es que justificassem a ocorréncia de dor e os procedimentos
destinados ao seu controle. A expressao da dor varia ndo somente de um individuo

para outro, mas também de acordo com as diferentes culturas (COLLINS, 1978).

A capacidade de sentir dor tem papel protetor para os seres vivos, pois alerta-
0s para iminente ou real dano aos tecidos e induz reflexos coordenados e respostas
comportamentais para que tal lesdo seja minima (LEE et al., 2005; CAILLIET, 1999).
Se o dano tecidual for inevitavel, uma gama de alteragbes da excitabilidade no
sistema nervoso central e periférico se estabelece como um profundo, mas
reversivel estado de dor e hipersensibilidade no tecido inflamado e nas suas
adjacéncias. Esse processo facilita a reparacdo das partes lesadas, evitando o
contato local até que a cura aconteca. Entretanto, quando as lesbes afetam as vias
nervosas centrais e periféricas, podem se desenvolver sindromes dolorosas
persistentes que ndo oferecem nenhuma vantagem biolégica, causando sofrimento e

estresse para os portadores (USUNOFF et al., 2006).

De acordo com a Associacao Internacional para o Estudo da Dor (IASP) deve-
se distinguir dor de nocicepcdo. A dor foi conceituada em 1986, como uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel que € associada a lesfes reais ou
potenciais ou descrita em termos de tais les6es (IASP, 1979). Nocicepc¢ao, por outro
lado, € um termo neurofisiolégico que denota a atividade especifica do nervo e o
mecanismo de transmissao fisioldgica, ndo descrevendo a dor psicolégica (NASSER
et al., 2004).

A dor é uma sensacdo de complexa percepcédo (JULIOS; BASBAUM, 2001).

7

De todas as sensacdes € a mais influenciada pelo estado emocional, pelas
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contingéncias ambientais e pela propria experiéncia da pessoa sendo por isto dificil
de tratar clinicamente (CALVINO, 2006).

A dor é uma das razbes mais freqlentes das consultas médicas, sendo o
motivo pelo qual cerca de 10 a 40% dos individuos procuram clinicos gerais (SBED,
2005). No Brasil, a dor manifesta-se em mais de 70% dos doentes que procuram
consultérios médicos e € a razdo das consultas para um terco dos doentes. Devido a
dor, cerca de 50 a 60% dos doentes se tornam parcial ou totalmente incapacitados,

transitoria ou permanentemente (TEIXEIRA et al., 1995).

Mesmo tendo uma funcédo tdo importante, o conhecimento cientifico sobre a
dor ainda esta no seu inicio. Apesar de a dor ser um sentimento que sempre
acompanhou o ser humano e 0s seus ancestrais, foi s6 no ultimo século que o
Mundo Ocidental conseguiu ter algum tipo de conhecimento sobre 0 seu mecanismo
de funcionamento, e s0 nas Ultimas trés décadas a pesquisa sobre a dor foi
conduzida de maneira mais intensa. O principal motivo desta preocupacao esta no
aumento do numero de pessoas que sofrem de dores devido as mudancas ocorridas
na area da saude e na mudanca do estilo de vida do mundo moderno (YENG,;
TEIXEIRA, 2005).

Gracas aos avancos da medicina, as pessoas estdo tendo uma sobrevivéncia
muito maior do que ha apenas 20 ou 30 anos atras. Além da maior sobrevivéncia a
doenca, houve também nesta época um envelhecimento da populacéo,
especialmente nos paises mais ricos, que aumentou em muito a demanda por novas
pesquisas e tratamentos para a dor (YENG; TEIXEIRA, 2005).

1.2. Mecanismos da dor

O fendmeno sensitivo doloroso é um processo extensivo e complexo, que
envolve eventos bioldgicos em varios niveis do sistema nervoso (PORTH, 2004). A
sensacdo da dor é iniciada com a transformacdo dos estimulos ambientais em
potenciais de acdo, que das fibras periféricas, sdo transferidos para o Sistema
Nervoso Central (SNC) através de neurbnios de primeira, segunda e terceira ordem.
(SBED, 2005).
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Os neurdnios de primeira ordem e suas terminacgdes receptivas detectam
estimulos que ameacam a integridade dos tecidos inervados. Os neurbnios de
segunda ordem localizam-se na medula espinhal e processam a informagéo
nociceptiva. Os neurdnios de terceira ordem projetam a informac&o dolorosa para o
cérebro. A partir dessa percepcdo da dor pelo SNC, sdo obtidas as respostas
motoras, autondmicas e comportamentais diante do estimulo doloroso (PORTH,
2004).

Durante esse trajeto, esse mecanismo tem sua atividade regulada por um
conjunto de substancias produzidas no sistema nervoso, que agem sobre o sistema
de transmissdo da dor, aumentando ou diminuindo a sensagéo dolorosa (SBED,
2005).

1.2.1. Ativacéao e sensibilizacdo dos nociceptores

O estimulo doloroso € transcodificado por um mecanismo de transducéo,
onde estimulos nocivos sao transformados em potenciais de acdo do nervo
sensitivo, captado perifericamente pelos receptores do tipo nociceptores (receptores
para dor) (STUCKY et al., 2001).

Os nociceptores sao terminacdes nervosas livres, que consistem nos
prolongamentos periféricos de axénios de neurbnios aferentes primarios distribuidos
na periferia, cujos corpos celulares situam-se no glanglio da raiz dorsal ou ganglio
trigeminal (PORTH, 2004). Esses neurbnios, denominados neurdnios aferentes
primarios, possuem além do ramo periférico, um ramo central, que adentra o corno
dorsal da medula espinhal pela raiz dorsal (NUMAZAKI; TOMINAGA, 2004).

Os nociceptores estdo localizados na pele, nos musculos, articulagdes, tecido
conjuntivo e visceras. Podem ser ativados por basicamente 4 tipos de estimulos:
mecanico, elétrico, térmico ou quimico (NASSER et al., 2004). Alguns tecidos
possuem nociceptores que podem ser térmicos (ativados por temperaturas
extremas), mecanicos (ativados por intensa pressdo) ou polimodais (ativados por
estimulos quimicos, térmicos ou mecanicos de elevada intensidade). As visceras

possuem nociceptores “silenciosos” que respondem a estimulos quimicos e
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inflamacgdes. A ativacdo dos nociceptores é, em geral, associada a uma série de
reflexos, tais como o aumento do fluxo sanguineo local, a contracdo de musculos da
vizinhanca, mudancas na pressdo sanguinea e dilatacdo da pupila (DE LA TORRE,
2001).

A atividade dos receptores nociceptivos € modulada pela acao de substancias
quimicas, que amplificam os eventos pela liberacdo local de substancias
denominadas genericamente de algogénicas. Essas substancias podem surgir em
elevadas concentragbes no ambiente tecidual em decorréncia de processos
inflamatorios, traumaticos ou isquémicos (MARQUES, 2004; PORTH, 2004).

Em resposta ao dano tecidual, células liberam mediadores inflamatérios no
local da agresséao, tais como, prostaglandinas, leucotrienos, histamina, serotonina,
bradicinina, acetilcolina, citocinas, ions potassio e produtos derivados do acido
araquidonico (GUYTON; HALL, 2002; CAILLIET, 1999). Outros sao produzidos no
sentido inverso da transmissao dos nervos sensitivos, isto €, do corpo neural para a

periferia, sendo a mais importante a substancia P (MARQUES, 2004).

Esses mediadores quimicos produzem seus efeitos pela estimulacdo direta
dos nociceptores ou sensibilizando-os aos efeitos dos estimulos nociceptivos; pela
perpetuacdo das respostas inflamatorias que levam a liberacdo dos agentes
guimicos que atuam como estimulos nociceptivos; ou pela incitacdo dos reflexos
neurogénicos que aumentam a resposta aos estimulos nociceptivos (PORTH, 2004).
Esses neurotransmissores ligam-se a receptores especificos induzindo alteracbes
na permeabilidade i6bnica da membrana pdés-sinaptica, produzindo desta forma
diferencas de potencial que determinam o nivel de atividade do neurénio e a sua
capacidade de transmitir informacéo a outros neurénios (NASSER et al., 2004). Os
sinais originados dos nociceptores sdo propagados até a medula espinhal através de
fibras aferentes primarias, que podem ser classificadas com base em seu diametro,
estrutura e velocidade de conducdo (MARQUES, 2004).

O primeiro tipo de neurénio a ser excitado possui fibras do tipo A delta. Esse
tipo de neurénio é responsavel pela sensacao de dor aguda. Esta € a primeira forma

de impulso de dor que recebemos devido a velocidade em que é transmitida, ja que
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esse tipo de neurbnio possui um recobrimento de mielina mais espesso e um
diametro do axdnio maior (2-6 um de didmetro) (JULIUS; BASBAUM, 2001; LEE et
al., 2005). O outro tipo de neurdnio possui fibras do tipo C, que leva ao cérebro um
impulso de dor do tipo "pulsante”, semelhante as que ocorrem nas inflamacdes. Este
impulso é mais demorado, pois 0 neurdnio do tipo C tem um didmetro menor (0,4-1,2
pMm de didmetro) e sdo amielinicos (LE BARS et al., 2001; DAVIS et al., 2000). Ainda
existem fibras do tipo A beta que sdo mielinizadas e de rapida conducdo. Estédo
relacionadas a sensacao do tato e envolvidas na modulacdo do sinal doloroso, e em
algumas situacdes participando de forma absolutamente anormal no processo
doloroso (MARQUES, 2004; PORTH, 2004).

1.2.2. Vias de transmissao da dor

A dor ndo € uma sensacao uniforme, a qualidade da dor e o inicio das
respostas de protecdo sdo determinados por muitos fatores dentro da medula
espinhal e estruturas do cérebro, envolvidas na integracdo e modificacdo da
sinalizacdo nociceptiva (DICKENSON; BESSON, 1997). Existem duas vias que

processam o estimulo doloroso: a via ascendente e a via descendente.

1.2.2.1. Vias ascendentes

Apés uma estimulacao periférica de natureza e intensidade suficientes para
ativarem 0s nociceptores, a informacdo € conduzida em potenciais de acdo que
percorrem o neurdnio aferente primario, o qual estabelece sinapses com neurdnios
do corno dorsal da medula espinhal, denominados neurdnios de segunda ordem
(LEE et al., 2005) (Figura 1).

O corno dorsal da medula espinhal apresenta uma organizacao laminar,
numerada de | a X, cada lamina com caracteristicas morfofuncionais e de recepc¢ao
das fibras advindas da periferia, distintas. As laminas mais superficiais (I e II),
juntamente com a lamina V constituem as regiées predominantemente implicadas na
recepcao, processamento e transmissdo da informacdo nociceptiva. As fibras C
terminam na lamina Il, as fibras A delta nas laminas | e V e, as fibras A beta nas
[aminas 11, IV e V (MARQUES, 2004).
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Os neurdnios aferentes primérios transmitem o impulso nervoso para a
medula espinhal através da liberagdo de aminodcidos excitatorios (glutamato e
aspartato) e neuropeptideos (substancia P), os quais ocupam receptores especificos
tipo NMDA e NK1 entre outros, na regido pos-sinaptica do segundo neurdnio
sensitivo (TERMAN; BONICA, 2001). A ativacdo destes receptores promove a
producédo de segundos mensageiros (AMP, fosfatidilinositol, fosfolipase C) para
abertura de canais de célcio e, consequentemente, influxo de Ca? nas células
neuronais. Ocorre entdo producdo de outros mediadores (6xido nitrico e metabdlitos
do acido araquiddnico), que alteram a transmissédo do potencial de acdo e a ultra-
estrutura dos neurdnios, suas sinapses, sensibilizacdo medular e aumento da
durac&o da resposta de certos neurdnios (KRAYCHETE; GUIMARAES, 2003).

Os neurbnios de segunda ordem cruzam a medula espinhal, transmitindo o
impulso para o cérebro, incluindo formagéo reticular, talamo e cortex cerebral,
através de tratos ascendentes, que formam dois sistemas filogenéticos distintos. O
primeiro, passa através da regido medial da medula espinhal, sendo formado pelos
tratos: paleoespinotalamico, espinoreticular, espinomesencefafico,
espinoparabrachio-amigdaloide, espinobrachio-hipotalamico e espinotalamico. O
outro sistema ocupa a regido lateral da medula espinhal e consiste no trato
neoespinotalamico, espinocervical e pds-sinaptico no corno dorsal (ALMEIDA et al.,
2004).

No talamo, neurdnios de terceira ordem emitem axdnios através da capsula
interna ao cortex somatosensor, onde a somatizacdo do estimulo nocivo ocorre, ou
emitem axdnios ao giro cingulado anterior, onde existe o0 componente emocional da
dor (RUSSO; BROSE, 1998).

Contudo, nem todos os eventos que ocorrem no corno dorsal da medula
espinhal facilitam a nocicepcdo. Em 1965, Melzack e Wall propuseram a teoria do
controle do portdo, onde um sistema modulador especifico da dor regula a
passagem dos impulsos das fibras aferentes periféricas ao tdlamo através dos
neurdnios de transmissdo no corno dorsal. Os neurdnios na substancia gelatinosa
(SG) do corno dorsal agem para inibir a via de transmissdo. Os interneurénios

inibitérios sdo ativados pelos neurdnios inibitérios descendentes ou pela aferéncia
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nociceptiva das fibras Ap. Eles séo inibidos pela aferéncia nociceptiva da fibra C, de
modo que a atividade persistente da fibra C facilita a excitacdo das células de
transmissdo pelas aferéncias nociceptivas e ndo nociceptivas (SCHNEIDER et al.,
1998; MELO, 2006).

1.2.2.2. Vias descendentes

As vias descendentes originadas de estruturas cerebrais tém um importante
papel na modulagédo e integracdo das mensagens nociceptivas no corno dorsal da
medula. A via descendente dirige-se em sentido diametralmente oposto ao da via
sensitiva ascendente, exercendo um efeito inibitério e modulador sobre estruturas
distais, muito particularmente sobre a parte posterior da medula espinhal (MILLAN,
1999).

A via descendente é controlada por varios sistemas que modulam a
transmissao nociceptiva, podendo ser tanto inibitérios quanto estimulatorios. A
estimulacdo de algumas areas cerebrais (periaquedutal e periventricular) provoca a
liberacdo de substancias neuromoduladoras, como por exemplo, os peptideos
opidides enddgenos que tem acdo analgésica (MILLAN, 2002). Trés familias
distintas desses peptideos opidides foram identificados: encefalinas, endorfinas e
dinorfinas (PORTH, 2004).

O sistema serotoninérgico e o sistema catecolinérgico sdo importantes
exemplos desses sistemas inibitérios. A ativacdo destes sistemas produz analgesia,
mas a sua faléncia € obviamente causa de dor, ou seja, quando esta via esta
patologicamente interrompida, as endorfinas ja ndo desempenham o seu papel
analgésico (MILLAN, 2002).

Existe um grande namero de mediadores quimicos implicados no processo de
transmissao da dor tanto em nivel periférico quanto em nivel de SNC. A sensacéo
final de dor dependerda, portanto, da interacdo entre essas substancias. A
transmissao da dor ndo é somente um simples processo de transmissao nervosa, e

sim um resultado de numerosos sistemas transmissores tanto excitatorios quanto
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inibitérios, agindo tanto em nivel periférico quanto central (McCURDY; SCULLY,
2005).

J Vias descendentes inibitérias

L Neurotransmissor:
_ noradrenalina
' serotonina
encefalinas

Neurotransmissores
nervo aferente primario:
Susténcia P

Glutamato

GABA

Trato
espinotalamico

Figura 1- Representagdo esquematica dos mecanismos da dor

1.3. Classificacéo dos tipos de dor

1.3.1. Classificagéo temporal da dor

Liberacéo de:
Substancia P
Histamina
Serotonina
Bradicinina
Prostaglandinas

~ Liberaco de

noradrenalina

A dor pode ser classificada de varias maneiras. Quanto a classificacdo

temporal, a sensagéo dolorosa pode ser classificada em: dor aguda, dor crénica ou
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transitéria. Na dor transitdria, a ativacdo dos receptores da dor acontece na
auséncia de qualquer dano tecidual (LOESER; MELZACK, 1999).

A dor aguda é um sintoma bioldgico de um estimulo nociceptivo aparente,
com um dano tecidual devido a doenca ou trauma. Essa dor pode ser altamente
localizada e pode irradiar. Pode ser descrita em carater de pontadas e persiste
enquanto houver patologia tecidual. A dor aguda tem funcdo de alerta, € auto-
limitada e geralmente desaparece com a resolucdo do processo patolégico. Nos
casos em que o controle do processo patolégico ndo é satisfatorio, pode tornar-se
cronica (SMITH et al., 1986; VILELA FILHO; CORREA, 1999).

A dor cronica difere significativamente da dor aguda por ter duragdo maior
gue o curso usual de uma doenca aguda ou lesdo. Essa dor pode estar associada
com a continuacéo da patologia ou pode persistir apos a recuperacdo da doenca ou
lesédo. Como ocorre na dor aguda, se a dor cronica for devido a doenga organica, ela
é efetivamente curada ao se tratar a desordem de base. Geralmente ndo é bem
localizada e tende a ser macica, dolorida, continua ou recorrente (SMITH et al.,
1986; VILELA FILHO; CORREA, 19909).

1.3.2. Classificacao fisiopatologica da dor

Na classificacdo fisiopatoldgica, a dor pode ser dividida em nociceptiva,

neuropatica e psicogénica (MILLAN, 1999).

A dor pode ser considerada nociceptiva quando € originada pela estimulacéo
excessiva dos nociceptores localizados na pele, visceras e outros 6rgaos (MILLAN,
1999).

A dor neuropaética é fruto da lesdo ou disfuncdo do SNC ou Sistema Nervoso
Periférico. Em geral, persistem por longo tempo apds o evento precipitante. A dor
neuropatica pode ser episoddica, temporaria ou crbnica, persistente, podendo
inclusive ndo estar associada a qualquer lesdo detectavel. Pode manifestar-se de

varias formas como sensacdo de queimacdo, peso, agulhadas, ferroadas ou
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choques, podendo ou ndo ser acompanhada de "formigamento” ou "adormecimento”
de uma determinada parte do corpo (MILLAN, 1999; TEIXEIRA, 2003).

Considera-se a existéncia da dor psicogéncia quando nenhum mecanismo
nociceptivo ou neuropético pode ser identificado e que pode refletir fatores
psicolégicos (MILLAN, 1999). Na préatica, a dor psicogénica é diagnostico de
exclusdo, tendo ocorréncia muito rara. Muitos autores consideram-na virtual, uma
vez que mesmo patologias puramente psiquiatricas sdo manifestacfes de alteracdes

organicas e identificaveis, mesmo que somente bioquimicamente.

1.4. Dor Nociceptiva

A dor nociceptiva é a forma de dor que surge em todos os individuos normais,
como consequéncia da aplicacao de estimulos que produzem danos ou lesdes nos
orgaos somaticos ou viscerais. Ocorre como resultado da ativacdo de nociceptores
em tecidos cutaneos e profundos, os quais poderdo encontrar-se em um estado
normal ou sensibilizados. Quando encontram-se normais, nenhuma disfuncao
sensorial é observada. Caso estejam sensibilizados, na ocorréncia de leséo tissular
periférica e posterior liberacdo de agentes inflamatorios, alteracdes sensoriais
(alodinia e hiperalgesia) estardo presentes (FILHO; BRAUN, 2004). A dor
nociceptiva comeca simultaneamente ao inicio da atividade do fator causal, o qual
pode ser usualmente identificado (PORTO, 2004).

A dor nociceptiva soméatica € frequentemente descrita como uma sensacao
dolorosa rude, aguda e localizada. Muitas vezes esta associada a uma contratura
muscular e pode ser exarcebada ao movimento. E aliviada pelo repouso, e variavel
conforme a lesdo béasica. Exemplos desse tipo de dor sdo: dores 0Osseas, pos-
operatorias, dores musculo-esqueléticas, dores artriticas, entre outras (PERRON;
SCHONWETTER, 2001).

A dor nociceptiva visceral ocorre quando os estimulos que vao produzir a
sensacdo de dor provém das visceras. E causada por alteracdes internas dos
orgaos ocos e capsulas de visceras sélidas, tais como, estdbmago, rins, bexiga,

vesicula biliar e intestinos. Os principais fatores que estimulam as fibras nociceptivas
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viscerais sdo: estiramento ou tensdo na parede muscular das visceras, processo
inflamatério de origem infecciosa ou quimica, isquemia e neoplasias (CERVERO;
LAIRD, 1999; NESS, 1999; GIAMBERARDINO, 1999).

A dor visceral € usualmente descrita por alguns sintomas caracteristicos:

1) N&o é evocada por todas as visceras. Algumas visceras apresentam deficiéncia
de receptores sensoriais. As propriedades funcionais de seus receptores periféricos
Nao evocam a percepcao consciente ou ndo sao receptores sensoriais verdadeiros;
2) Nao esta sempre relacionada a lesao visceral;

3) E difusa e pobremente localizada devido a organizagido das vias nociceptivas
viscerais no SNC, que ascendem com as de origem somatica;

4) E referida em outros locais, provavelmente relacionada a convergéncia das fibras
nervosas viscerais e somaticas ao conectarem no corno dorsal da medula espinhal.
A dor é relacionada a pele porque areas encefalicas interpretam o impulso de
maneira errada, ou porque algumas fibras aferentes inervam estruturas somaticas e
viscerais;

5) E acompanhada de reflexos autondmicos e motores, que servem como
mantenedor e facilitador da transmissdo dolorosa (CHAER; TRAUB, 2002,
CERVERO, 2002; GIAMBERARDINO, 1999).

E uma das formas de dor mais comuns, bem como uma das mais freqiientes
razdes pelas quais o paciente necessita de cuidados médicos. Apesar disso, a dor
visceral tradicionalmente foi muito pouco estudada, quando comparada a dor
somatica, provavelmente devido a dificuldade de acesso aos 0Orgaos internos
(CERVERO, 2002; LAIRD, et al., 2001). Atualmente, com o0 aumento da sofisticacao
tecnoldgica para deteccdo e mensuracdo da dor, a dor visceral passou a ser melhor

estudada.

1.5. Modelos de dor nociceptiva

Diversos modelos animais sdo empregados no estudo de novas drogas
analgésicas derivadas de produtos naturais. Nesses modelos experimentais, a
nocicepcdo pode ser induzida por agentes quimicos, mecanicos, térmicos e

inflamatorios. A capsaicina e o 6leo de mostarda sao produtos naturais derivados de
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plantas, que levam a nocicepcdo e a inflamacdo quando aplicados na pele. Essas
substancias sao facilmente encontradas na alimentacédo diaria, o que torna mais facil
sua utilizagdo. No nosso estudo, a capsaicina foi utilizada como modelo de
nocicepgdo somatica, enquanto que o 6leo de mostarda foi utilizado como modelo
de nocicepcéo visceral (JORDT et al., 2004).

1.5.1. Capsaicina

Capsaicina, um ingrediente pungente da pimenta vermelha (Capsicum spp) é
extensamente utilizada como ferramenta farmacolégica no estudo tanto em
humanos quanto em animais (SZALLASI; BLUMBERG, 1999) (Figura 2).

A capsaicina tem um efeito nociceptivo, que se deve a ligacdo dessa
substancia com um receptor especifico chamado TRPV1 (receptor vaniloide 1,
inicialmente chamado VR1) presente na membrana de muitos nociceptores,
especialmente nas fibras aferentes primarias A e C que transmitem a sensacao de
dor. E um canal idnico polimodal, pois reage ndo s6 a capsaicina, mas também ao
calor intenso, prétons (ions de hidrogénio, que acidificam o meio) e derivados
lipidicos (LEE et al., 2005; GEPPETTI et al., 2006). A ativacdo dos receptores
TRPV1 inicia uma complexa cascata de eventos, incluindo um aumento no influxo de
Ca®* nos neurdnios sensoriais nociceptivos, resultando na despolarizacdo e
liberacdo de neuropeptideos pré-inflamatérios dos terminais de neurénios aferentes
(PELISSIER et al., 2002; MELO et al., 2006).

Além dos efeitos associados com a nocicepgdo, a administracao sistémica da
capsaicina produz varios efeitos farmacoldgicos, tais como termorregulacao,
bradicardia, reducdo na presséo sanguinea e reducédo da motilidade intestinal, acdes
estas que devem ser reguladas por outros neurbnios que nao sejam 0S primarios
(SASAMURA; KURAISHI, 1999).

O papel dos receptores TRPV1 na nocicepcdo aguda e crénica tem sido
estabelecido pelo uso de antagonistas do receptor TRPV1 e camundongos TRPV1
knockout (WALKER et al., 2003). A dessensibilizacdo induzida por agonistas do

receptor TRPV1 apontam para sua utilizacdo na supressdo da dor neuropdtica,
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enquanto que antagonistas TRPV1 sao agentes poderosos no tratamento da dor
inflamatdria, poés-operatéria e da artrite (LOPEZ-RODRIGUEZ et al.,, 2003; EL
KOUHEN et al., 2005).

A injecao de capsaicina na pata traseira de camundongos, produz padréo de
comportamento de nocicep¢do caracteristico, tais como lamber e morder a pata
afetada, produzindo alteracdes significativas nos limiares de nocicepcédo térmica e
mecanica. Tais fatos acontecem pela inducédo da estimulacéo direta de receptores
especificos localizados nos neurdnios nociceptivos, causando a liberacdo de varios
neuropeptideos envolvidos na transmissdo dolorosa, dentre estes a substancia P.
Os comportamentos dolorosos produzidos tém sido usados como um modelo de
nocicepgdo em camundongos e mais recentemente em ratos (NAH et al., 2000;
SAWYNOK et al., 2006).

Apos repetidas aplicacbes de capsaicina, ocorre um periodo de reducéo na
sensibilidade, e em seguida uma dessensibilizacdo, possivelmente decorrente da
deplecédo de substancia P. Tem sido demonstrado também que dependendo da dose
sistémica utilizada, a capsaicina pode produzir uma pronunciada nocicepcdo, bem
como uma antinocicepcado. ApoOs aplicacbes de altas doses de capsaicina em
animais, ocorre dessensibilizacdo e degeneracao das fibras aferentes (NOLANO et
al., 1999; SANTOS; CALIXTO, 1997).

Esse modelo é muito atrativo porque o0s eventos moleculares envolvidos
(ativacao dos receptores TRPV1, entrada de cations e despolarizacéo das fibras C)
sdo muito melhor entendidos do que aqueles envolvidos em outros modelos de
nocicepcdo quimica, como por exemplo no modelo da formalina, onde muitos

mediadores teciduais e celulares estdo envolvidos (SAWYNOK et al., 2006).

5 O
0 M M
N q/
HC
HO

Figura 2- Estrutura quimica da capsaicina
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1.5.2. Oleo de mostarda

O uso de modelos animais é um passo necessario para elucidar o mecanismo
neurofisiolégico e neurofarmacol6gico da nocicepcao visceral. Até recentemente,
muito do que se sabia sobre o mecanismo da dor derivava de estudos experimentais
da nocicepgdo somatica. Entretanto, com o passar dos anos, uma variedade de
modelos animais tém sido desenvolvidos para mimetizar a nocicep¢ao originada das
visceras (LAIRD et al., 2001).

A dificuldade de realizar experimentos envolvendo nocicepcao visceral se
deve a maior dificuldade de acesso aos tecidos viscerais quando comparados com
estruturas mais superficiais como a pele. A maioria dos modelos animais de
nocicepcao visceral envolve algum tipo de procedimento mais complexo para sua
realizacdo. Mais recentemente, alguns modelos animais utilizando substancias
algogénicas, como por exemplo, capsaicina, acido acético e salina hipertonica, tém
sido utilizadas para produzir contragcdes nos musculos viscerais (GIAMBERADINO,
1999; LAIRD et al., 2001).

Esses modelos ajudaram no melhor entendimento da resposta aguda
fisioloégica associada com a nocicepcdo visceral mecanica ou inflamatoria, e tem-se
tornado evidente que dor visceral e somatica sdo diferentes, apesar de algumas
similaridades existirem (CHAER; TRAUB, 2002).

A aplicacdo topica de Oleo de mostarda na pele ativa as terminacdes
nervosas produzindo dor, inflamacado, hipersensibilidade a estimulos térmicos e
mecanicos (JORDT et al., 2004). O 6leo de mostarda € um potente ativador neuronal
gue promove alodinia e hiperalgesia em poucos minutos apés aplicacdo. Induz uma
estimulacdo direta de fibras aferentes sensoriais, uma colite rapida, aguda e
transitoria, além de mudancas na motilidade intestinal e inflamacdo, o que permite

seu estudo como modelo de desordens intestinais (KIMBALL et al., 2005).

A administracao intra-colonica do 6leo de mostarda, bem como da capsaicina,
pode ser usado como um modelo valido de nocicep¢do aguda visceral em

camundongos, levando a comportamentos dolorosos espontaneos, simulando a
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sensacao de hiperalgesia visceral geralmente expressada por pacientes com

desordens funcionais viscerais (MAIA et al., 2006).

1.6. O uso de plantas no tratamento da dor

Nos primérdios da humanidade, os homens procuravam vencer as doencas
com exorcismos. A magia foi a primeira fase da luta do homem contra as doencas.
Mais tarde, verificando que nem sempre essas praticas levavam a cura, 0 homem
acrescentou uma nova arma: a planta (BRESOLIN; FILHO, 2003). Plantas, oragdes,
magias e crencas se difundiam na esperanca de se conseguir minimizar o
sofrimento humano causado pela dor. Com o uso de infusdes, chas, beberagens e
emplastros de origem vegetal, a humanidade deu o seu primeiro passo na direcao
da futura Medicina (AZAIZEH et al., 2006; RATES, 2001).

No inicio do século XIX, o francés Armand Seguin, isolou pela primeira vez a
principal substancia ativa do 6pio: a morfina (nome grego derivado de Morfeus, deus
do sono). O oOpio compreende o latex obtido de incisbes no fruto da papoula,
Papaver somniferum L. Contém além da morfina, outros alcaldides importantes,
como a codeina, papaverina e aporfinas (BRESOLIN; FILHO, 2003; PORTH, 2004).

Posteriormente, a morfina foi estudada pelo farmacéutico aleméo Friedrich
Sertlrner, tornando-se 0 primeiro composto ativo extraido de um vegetal com
propriedades analgésicas e iniciando-se dai os estudos e pesquisas para isolar os

componentes ativos das plantas.

Em 1828, o farmacéutico francés Henri Leroux e o quimico italiano Raffaele
Piria, isolaram uma substancia amarela em forma de cristais, com sabor muito
amargo ao qual denominou de salicina ou acido salicilico (MASON; PASERO, 2006).
Essa substancia foi encontrada em plantas, como a Spiraea ulmaria que mais tarde
inspirou 0 home aspirina, droga com potencial analgésico e antipirético utilizada até

os dias de hoje.

A partir dessas descobertas, inUmeras outras plantas foram estudadas e seus
potenciais analgésicos descobertos (McCURDY; SCULLY, 2005). Atualmente,
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aproximadamente 60% da populacdo mundial utiliza plantas medicinais como
medicacdo. Estima-se a existéncia de aproximadamente 350.000 espécies de
plantas no mundo e provavelmente apenas 10% foram testadas em ensaios
biolégicos (HARVEY, 2000; RATES, 2001).

As plantas medicinais tém ingredientes bioativos que podem ser usados como
atencdo primaria ou suplementar quando utilizados adequadamente. Até
recentemente, a maioria dos medicamentos era derivada diretamente de plantas ou
de animais. Apesar do grande aumento no uso das drogas sintéticas, os produtos
naturais continuaram a ser o tratamento de escolha em diferentes tipos de doencas
(HALBERSTEIN, 2005).

A descoberta de novos farmacos, ou farmacos acessiveis, pode determinar a
melhoria da qualidade de vida em doencas crdnicas ou a propria sobrevivéncia do
paciente afetado. Socialmente, a descoberta de fontes naturais de compostos
guimicos usualmente importados e/ou o desenvolvimento de fitoterapicos de
fabricacdo nacional, podem ter consequéncias econdémicas significativas, além de
possibilitar a autonomia de cada pais no gerenciamento de suas politicas de saude
(ELIZABETZKY, 2001).

A magnitude da biodiversidade brasileira ndo € conhecida com preciséo tal a
sua complexidade, estimando-se a existéncia de mais de 2 milhdes de espécies
distintas de plantas, animais e microorganismos. O Brasil € o pais com maior
diversidade genética vegetal do mundo (BRESOLIN; FILHO, 2003), contando com
mais de 55.000 espécies catalogadas de um total estimado entre 350.000 e 550.000
espécies (GUERRA; NODARI, 1998).

No Brasil, aproximadamente 84% das drogas atualmente no mercado sao
importadas e 60% de todas as drogas processadas sdo consumidas por 23% da
populacdo, o que faz com que os remédios caseiros a base de plantas medicinais
sejam ainda a principal fonte de medicamentos para a maioria do povo brasileiro.
Assim, é inegavel que a maioria da populacdo de baixa renda recorre as plantas
medicinais para o tratamento dos seus males (ELISABETZKY; WANNMACHER,
1993; ELISABETZKY, 2001).
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Nos ultimos anos, tem-se evidenciado um crescente aumento no estudo de
plantas preconizadas pela medicina popular para validar sua utlizagdo como
fitoterapico seguro e eficaz, tendo em vista que o uso popular de uma determinada
planta ndo é suficiente para valida-la como fitoterapico. Desta forma, o emprego de
técnicas modernas renovou o interesse na procura de novos medicamentos ou de

protétipos de novos farmacos a partir de produtos naturais (CALIXTO, 2000).

Atualmente, o Ministério da Saude do Brasil, por meio do Departamento de
Assisténcia Farmacéutica, vem desenvolvendo de forma participativa com todos os
niveis e instdncias do governo e da sociedade, diversas acdes voltadas ao
desenvolvimento das cadeias produtivas de plantas medicinais e fitoterapicos, com
vista a ampliacdo do acesso a esses produtos e servigos aos usuarios do SUS, na
perspectiva da integralidade da atencdo a saude (BRASIL, 2006). Nesse sentido, foi
aprovada no dia 22 de junho de 2006, foi aprovada a Politica Nacional de Plantas
Medicinais pelo governo federal, assegurando o acesso as plantas medicinais,
fitoterapicos, com seguranca e eficacia, para melhoria da atencdo a saude e
inclusao social (BRASIL, 2006).

1.7. Terpenos

Os principios ativos sdo moléculas quimicamente definidas, responsaveis total
ou parcialmente pelas ac¢Bes farmacologicas das plantas medicinais. A origem
biossintética das principais classes de substancias vegetais da-se através do
metabolismo primario ou secundario. Os metabdlitos primarios sdo encontrados em
todos 0s seres vivos, essenciais ao crescimento e a vida, como 0s aminoéacidos e
lipidios. Os metabdlitos secundarios sao produtos de metabolismo especifico,
relacionados aos processos adaptativos. Sao biossintetizados a partir de metabalitos
primarios, com distribuicdo restrita a certas plantas e microorganismos; e
caracterizados por uma enorme diversidade quimica, como por exemplo 0s
alcalbides, esteroides e terpendides (BRESOLIN; FILHO, 2003; KAUFMAN et al.,
1999).

Muitos compostos vegetais biologicamente importantes pertencem a classe

dos terpenos ou derivados de terpenos em partes de sua molécula. Os terpenos
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constituem o maior grupo de produtos naturais secundarios. Sao metabdlitos
secundarios derivados do acetato, cuja estrutura béasica é o isopreno, e que quando
possuem elementos adicionais, como o oxigénio, sdo denominados terpendides. As
diversas substancias dessa classe, sdo em geral, insolUveis em agua e sintetizadas

a partir de acetil CoA ou de intermediérios glicoliticos (NES; ZHOU, 2001).

Os terpendides representam a maior classe quimica de constituintes ativos de
plantas, havendo mais de 30.000 substancias descritas. A classificacdo bésica dos
varios terpenos decorre do numero de unidades isoprénicas que contém
(VERPOORTE; MARASCHIN, 2001). Através de ligacdes sucessivas de esqueletos
de carbono, obtém-se assim as classes principais de terpenos, como O0S
hemiterpenos (Cs), monoterpenos (Cio), sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Cyo),
sesterterpenos (Cys), triterpenos (Csp) e tetraterpenos (C4o) (DEWICK, 2002) (Tabela
1).

Véarias atividades farmacoldgicas dos compostos terpénicos foram
descobertas, tais como sedativa (DO VALE et al., 2002), gastroprotetora (GUEDES,
2002), hepatoprotetora (OLIVEIRA et al., 2005), antiinflamatoéria (IWAMOTO et al.,
2001; AHMAD et al., 2005; KUPELI et al., 2003), cardioprotetora (LIEBGOTT et al.,
2000), antitumoral (CARNESECCHI et al., 2004), anti-hipertensiva, relaxante da
musculatura lisa vascular (TORRES et al., 2000), antimicrobiana (MADUREIRA et
al., 2003), antiulcerogénica (HIRUMA-LIMA et al., 2002) e antinociceptiva (GUEDES,
2002; LIMA-JUNIOR et al., 2006).

Os triterpenos constituem talvez o grupo mais importante dos terpendides.
Sdo moléculas constituidas por trinta atomos de carbono, seis unidades
isoprendides (com cinco atomos de carbono). Apresentam estrutura do tipo Cso,
policiclica, normalmente tetra ou pentaciclica, quase sempre hidroxilados na posic¢ao
Cs. Os triterpenos estdo divididos em varias classes, com diferentes estruturas
basicas. Ja foram isolados e reportados mais de quatro mil triterpendides naturais e

identificados mais de quarenta tipos de esqueletos (PATOCKA, 2003).
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Tabela 1 - Classificagdo dos terpenoides

UNIDADES DE NUMERO DE CLASSIFICACAO
ISOPRENO CARBONOS
1 5 Hemiterpeno
2 10 Monoterpeno
3 15 Sesquiterpeno
4 20 Diterpeno
5 25 Sesterterpeno
6 30 Triterpeno
8 40 Tetraterpeno
>8 >40 Politerpeno

Fonte: Santos (2005)

A selecdo apropriada da dose para a utilizacdo desses triterpenos €
essencial. Embora alguns triterpenos sejam relativamente seguros, a toxicidade
pode ocorrer em algumas circunstancias. Por exemplo, em baixas doses um
triterpeno pode ser hepatoprotetor enquanto que em doses altas pode produzir
hepatotoxicidade (LIU, 2005).

Ha um crescente interesse nessas substancias devido ao seu variado
espectro de atividades farmacologicas (PATOCKA, 2003). Apresentam propriedades
medicinais, com grandes potencialidades em atividades biolégicas, entre estas:
antiinflamatéria (AHMED et al., 2006), antimicrobiana (EL- SEEDI, 2005), antiviral
(NIEDERMEYER et al., 2005), antinociceptiva (LIMA- JUNIOR et al., 2006),
cardiovascular (DU; KO, 2006), antitumoral e imunomoduladora (PLOHMANN et al.,
1997). Devido a sua grande diversidade o seu estudo cientifico tem sido de grande

interesse na tentativa de novas e reais aplicabilidades.
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1.8. Eriope blanchetii (Benth.)

A familia Lamiaceae pertencente a Ordem Tubiflorae (Lamiales), abrange
cerca de 200 géneros e aproximadamente 3.500 a 4.000 espécies, distribuidas em
todo o mundo. Possui ampla distribuicdo, principalmente na regidao mediterranea.
Seu crescimento ocorre em diferentes habitats e altitudes: desde a regido Artica até
o Himalaia, Australia, Africa dentre outros (ALMEIDA; ALBUQUERQUE, 2002).

Dentre os géneros, podemos encontrar o género Eriope, nativo das regides
tropical e subtropical da América do Sul e possui cerca de 20 espécies, sendo que
18 destas estéo restritas ao territorio brasileiro. No Brasil, estas espécies distribuem-
se principalmente em areas de campo rupestre em Minas Gerais, Bahia, Goias e
estados vizinhos (DAVID et al., 2001).

Figura 3 — Fotografia ilustrando a flor (A) e a planta (B) da espécie Eriope blanchetii

Na literatura, poucos trabalhos sdo encontrados utilizando Eriope blanchetii
(Figura 3). Segundo David et al. (2001), de Eriope blanchetii foram isolados quatro
triterpenos pentaciclicos, sitosterol glicosilado, bem como B-peltatina e a-peltatina,
lignanas responsaveis pela atividade citotoxica observada em testes in vitro. Cerca
de 30% do extrato CHCI; é formado pelo acido oleandlico, portanto a pequena
expressdo desta atividade citotoxica no extrato bruto, provavelmente, é decorrente

da alta concentracdo dos acidos triterpénicos, especialmente do acido oleandlico.
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1.9. Acido Oleandlico

O &cido oleandlico (AO) é um triterpeno pentaciclico largamente encontrado
em varias plantas medicinais e em varios outros tipos de plantas, podendo ser
encontrado na forma livre ou ligado com unidades de acucares denominados
glicosideos. E um triterpeno pentaciclico pertencente ao grupo dos oleanos e seu
nome oficial é acido (3pB)-3-Hidroxioleano-12-en-28-oico. E um isdmero do &acido
ursolico, sendo os dois quase sempre encontrados simultaneamente em diversas
plantas (SOMOVA et al., 2003) (Figura 4).

Nas ultimas décadas, varios artigos sobre AO foram publicados, o que reflete
0 grande interesse e progresso no entendimento dessa substéancia, incluindo o
isolamento e purificacdo de triterpenos de varias plantas, modificacbes quimicas,
estudos farmacoldgicos, estudos toxicologicos e o uso clinico do AO no tratamento
de varias doencgas, tasi como a hepatite (CHEN et al., 2006; LIU, 2005) (Tabela 2).

Muitos experimentos demonstraram uma variedade de atividades
farmacoldgicas para o AO, dentre as quais se destacam: atividade antiinflamatéria
(OVESNA et al., 2004), antioxidante (OVESNA et al., 2006) hepatoprotetora (LIU,
1995), gastroprotetora (SANCHEZ et al., 2006), antialérgica (BANNO et al., 2004),
anti-ulcera (OVESNA et al., 2004) e antimicrobiana (NGOUELA et al., 2005), bem
como efeito antiparasitario contra Trypanosoma sp. (CUNHA et al.,, 2003) e
Leishmania species (TORRES-SANTOS et al., 2004). Também mostrou ter efeito
contra patdgenos periodontais, contra o virus do HIV (OVESNA et al., 2004) e contra

Mycobacteruim tuberculosis, o agente causador da tuberculose (GUA et al., 2004).

O AO foi testado para avaliar sua acado antihipertensiva em animais
(SOMOVA et al., 2004) e como imunomodulador (OVESNA et al., 2004). Em virtude
de inUmeras atividades apresentadas por AO, surgiu interesse por parte dos
pesquisadores em estudar os efeitos deste triterpeno na inibicdo de tumores. Os
resultados mostraram que o AO pode atuar nas diversas fases do desenvolvimento
do tumor (OVESNA et al., 2004; APARECIDA et al., 2006), além de possuir uma
atividade antiproliferativa (CIPAK et al., 2006).
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Mais recentemente alguns pesquisadores descobriram uma possivel acdo do
AO sobre o metabolismo do glicogénio. Este parece inibir a enzima que metaboliza o
glicogénio. Testes in vivo comprovaram um potencial efeito hipoglicemiante em ratos
diabéticos (CHEN et al., 2006).

Extratos de plantas ricas em AO tém demonstrado propriedades
antinociceptivas nos testes da placa quente e tailflick (CHOI et al., 2005) e um efeito
benéfico na dor em pessoas com artrites (LUKACZER et al., 2005). Foram
demonstrados também, estudos mostrando a eficacia dessa substancia no combate
a infertilidade (CHATTOPADHYAY et al., 2005).

He  Cry

Figura 4- Estrutura quimica do acido oleandlico
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Tabela 2- Exemplos de plantas medicinais que contém &cido oleandlico como
constituinte ativo

Nome das plantas medicinais Atividade biol6gica

Aralia chinesis L. var nuda Nakai Atividade hepatoprotetora

(Araliaceae)

Calendula officinalis L.
(Compositae)

Ganoderma lucidum karst

Ligustrum lucidum
(Oleaceae)

Oleandra neriifolia L.

Panax ginseng C. A. Meyer
(Araliaceae)

Sapindus mukorossi Gaertn
(Sapindaceae)

Swertia mileensis He et Shi.

(Gentianaceae)

Tetrapanax papyriferum L.
(Araliaceae)

Tinospora sagittata G.
(Menispermaceae)

Atividade antiflingica

Atividade anticariogénica

Atividade hipoglicemiante
Atividade antiinflamatoria

Atividade hepatoprotetora

Atividade antiinflamatéria

Atividade hepatoprotetora

Atividade hepatoprotetora

Atividade hipoglicemiante

(LIU, 1995)
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1.10. Relevancia e Justificativa

A dor € uma das mais frequentes razdes das consultas médicas. Possui uma
incidéncia alta, muitas vezes tornando os doentes parcial ou totalmente
incapacitados (SBED, 2005). Grandes progressos na elucidacdo dos mecanismos
da transmisséo da dor tém permitido a descoberta de novas substancias usadas no
seu tratamento. Entretanto, a morfina, uma substancia que apesar de efetiva
promove uma variedade de efeitos colaterais, continua a ser uma das drogas mais
ultilizadas na pratica clinica para desordens dolorosas (BRESOLIN; FILHO, 2003).
Portanto, torna-se necesséario a descoberta de novas drogas analgésicas mais
seguras e eficazes (CALIXTO et al., 2001).

Os produtos naturais sdo uma fonte rica em substancias com potenciais
efeitos terapéuticos, onde se busca novas fontes de medicamentos. A indicacdo de
plantas medicinais aumenta a opc¢do terapéutica, ofertando medicamentos
equivalentes, também registrados, com espectros de acdo mais adequados e, talvez
com indicacdes terapéuticas complementares as medicacfes existentes, sem

substituir os medicamentos ja comercializados e registrados (DI STASI, 1996).

Observando-se a necessidade de se descobrir novos medicamentos no
combate a dor, selecionamos o acido oleandlico, uma substancia largamente
encontrada em varias plantas, com uma ampla e reconhecida variedade de
propriedades farmacologicas. Entretanto, poucos sdo os relatos cientificos sobre o

potencial antinociceptivo dessa substancia (LIU, 1995).

Nesse sentido, o presente estudo se justifica, tendo em vista que estudos
prévios mostram o potencial terapéutico dessa substancia. Contudo, estudos
adicionais sdo necessarios para confirmar a importante atividade antinociceptiva do
acido oleandlico, bem como analisar 0s possiveis mecanismos de acao

responsaveis por esse efeito.
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2. OBJETIVOS

Objetivos gerais:

o3 Determinar a atividade antinociceptiva do acido oleandlico em modelos de

nocicepgéo visceral e somatica em camundongos

©38 Avaliar os possiveis mecanismos de acao envolvidos

Objetivos especificos:

o3 Investigar a atividade antinociceptiva do &acido oleandlico no modelo de

nocicepcao na pata induzida por capsaicina

©3 Avaliar a participacdo do sistema opioide, do receptor az-adrenérgico, do oxido
nitrico e dos canais de potassio ATP dependentes no mecanismo antinociceptivo do

acido oleanolico no modelo de nocicepc¢éo na pata induzida por capsaicina

©3 Analisar a atividade antinociceptiva do acido oleandlico no modelo de nocicepcéo

visceral induzida por 6leo de mostarda

o3 Avaliar a participacdo do sistema opidide, do receptor ar-adrenérgico e do
receptor da capsaicina (TRPV1) no mecanismo antinociceptivo do acido oleandlico

no modelo de nocicepcgao visceral induzida por 6leo de mostarda

©3 Determinar os efeitos do acido oleandlico nos modelos de campo aberto e rota-

rod
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3. MATERIAIS

3.1. Material botanico

Partes aéreas de Eriope blanchetii (Benth), foram coletadas na regido
metropolitana de Salvador-Bahia, nas proximidades da lagoa do Abaeté. A
identificacdo botanica foi feita por especialistas e uma excicata com o N° (# 045599)
encontra-se depositada no Herbario Alexandre Leal Costa no Departamento de
Biologia da Universidade Federal da Bahia. O material de estudo, o acido oleandlico,

foi obtido a partir desse material.

3.2. Animais experimentais

Camundongos albinos (Mus musculus) variedade Swiss Webster, adultos,
machos, pesando entre 25-30 g, provenientes do Biotério setorial do Departamento
de Fisiologia e Farmacologia e do Biotério Central da Universidade Federal do
Ceara, mantidos em caixas de propileno, a temperatura média de 26 + 2° C em
ciclos de claro-escuro de 12/12 horas, recebendo racdo padrdo (Purina Chow) e
agua “ad libitum”. Os animais foram colocados em jejum de sdlidos 18 h antes da

realizacdo dos experimentos.
Os protocolos utilizados neste trabalho possuem aprovacédo pelo Comité de
Etica em Pesquisa Animal (CEPA) do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da

Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara.

3.3. Drogas e Reagentes

PRODUTOS ORIGEM
Capsaicina Calbiochem, USA
Clonidina Sigma, USA
Diazéxido Sigma, USA

Glibenclamida Sigma, USA
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loimbina Sigma, USA

L- arginina Sigma, USA

L-NAME Sigma, USA

Morfina Cristalia, Brasil

Naloxona Sigma, Brasil

Oleo de mostarda Ridel-de Haén, Alemanha
Tween 80 Sigma, USA

Vaselina AVD, Brasil

Vermelho de ruténio Aldrich, USA

3.4. Equipamentos

Equipamento Origem
Balanca para animais (mod. MF-6) Filizola, Brasil
Balanca analitica (mod. AX-200) Shimadzu, Japao
Campo aberto LPN - CE
Rota-Rod Insight, Brasil
4. METODOS

4.1. Obtencao do acido oleandlico (extracéo e fracionamento)

Partes aéreas de Eriope blanchetii (Benth) foram secas a temperatura
ambiente, trituradas e submetidas ao processo de extracdo a frio com metanol,
seguido de concentracdo de solvente organico. O extrato metandlico obtido foi
submetido a processo de particdo com mistura de solventes nas seguintes
proporcdes: hexano:MeoH/H20 (9:1); CHCI3 : MeOH/H20 (6:4) e AcOEt :H20 (6:4).
A fracdo cloroférmica obtida de particdo foi entdo cromotografada em silica gel
usando a mistura de solvente CHCI3;MeOH/H,O com aumento gradativo de
polaridade . As fracdes obtidas foram purificadas por sucessivas cromatografias em
silica gel, seguido de reacdo de metilacdo com obtencdo de éster metilico de acido

oleandlico na forma pura (2,5 g). O acido oleandlico foi identificado por dados
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espectroscopicos como: RMN (1H e 13C), infra-vermelho e espectrometria de massa

além de comparacao com dados da literatura.

4.2. Estudo da atividade antinociceptiva somatica

4.2.1. Nocicepcéo induzida pela injecao intraplantar de capsaicina

Camundongos foram divididos em grupos de 8 animais cada e colocados para
ambientacdo no local de observacdo por 30 min. ApOs esse periodo, 0s animais
foram tratados com veiculo (Tween 80 a 3% em &gua destilada; 10 mL/kg; v.0.),
acido oleandlico (3, 10, 30 e 100 mg/kg, v.0.) ou vermelho de ruténio (3 mg/kg, s.c.)
1 h antes da administracdo subplantar (20 ul) da capsaicina. Cada animal foi usado
somente uma vez por experimento. O prurido (tempo de lambedura) na pata que
recebeu capsaicina foi observado durante 5 min (SANTOS; CALIXTO, 1997). A dose
de escolha para a capsaicina foi de (1,6 ug), jA a dose de escolha das drogas
agonistas e antagonistas foram baseadas em testes pilotos realizados ou citacbes
de trabalhos anteriores. Um grupo controle normal que recebeu apenas salina por

via intraplantar foi incluido no estudo.

4.2.2. Estudo do envolvimento do sistema opidide

Camundongos foram divididos em grupos de 8 animais cada e colocados para
ambientacdo no local de observacdo por 30 min. Apds esse periodo, 0s animais
foram tratados com veiculo (Tween 80 a 3% em agua destilada; 10 mL/kg; v.0.),
acido oleandlico (30 mg/kg, v.0.) 1 h ou morfina (5 mg/kg, s.c.) 30 min antes da

administracao subplantar (20 pl) da capsaicina (1,6 ug).

O papel do sistema opidide foi avaliado pela administracdo de naloxona (2
mg/kg, i.p.) 30 min antes da morfina (5 mg/kg, s.c.) ou 15 min antes do acido
oleandlico (30 mg/kg, v.0.). Ap6és 30 min da administracdo da morfina e 1 h apos a
administracdo de acido oleandlico os animais receberam administracdo subplantar

(20 pl) da capsaicina (1,6 pg).
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4.2.3. Estudo do envolvimento do sistema adrenérgico

Camundongos foram divididos em grupos de 8 animais cada e colocados
para ambientacdo no local de observacdo por 30 min. ApGs esse periodo, 0s
animais foram tratados com veiculo (Tween 80 a 3% em agua destilada; 10 mL/Kkg;
v.0.), &cido oleandlico (30 mg/kg, v.0.) 1 h ou clonidina (0,1 mg/kg, i.p.) 30 min antes
da administracdo subplantar (20 ul) da capsaicina (1,6 ug).

O papel do sistema adrenérgico foi avaliado pela administracéo de ioimbina (2
mg/kg, i.p.) 30 min antes de clonidina (0,1 mg/kg, s.c.) ou 15 min antes do acido
oleandlico (30 mg/kg, v.0.). Apos 30 min da administracdo da clonidina e 1 h apés a
administracdo de acido oleandlico, os animais receberam administragdo subplantar

(20 pl) da capsaicina (1,6 pg).

4.2.4. Estudo do envolvimento da via L-arginina-6xido nitrico

Camundongos foram divididos em grupos de 8 animais cada e colocados para
ambientacdo no local de observacdo por 30 min. Apos esse periodo, 0s animais
foram tratados com veiculo (Tween 80 a 3% em agua destilada; 10 mL/kg; v.0.),
acido oleandlico (30 mg/kg, v.0.) 1 h, L-NAME (20 mg/kg, i.p.) 20 min ou L-arginina
(600 mg/kg, i.p.) 30 min antes de receberem administracdo subplantar (20 ul) da

capsaicina (1,6 ug).

O papel da via L-arginina-0xido nitrico foi avaliado pela administragcdo de um
inibidor da enzima o6xido nitrico sintase, o L-NAME (20 mg/kg, i.p.), € apdés 20 min
receberam o AO (30 mg/kg, v.0.) ou L-arginina (600 mg/kg, i.p.), um substrato
precursor da sintese do oxido nitrico. Apés 1 h da administracdo do acido oleandlico
ou 30 min apds o tratamento com L-arginina, 0s animais receberam a administracéo

subplantar (20 ul) da capsaicina (1,6 ug).

4.2.5. Estudo do envolvimento dos canais de potéassio

Camundongos foram divididos em grupos de 8 animais e colocados para

ambientacdo no local de observacdo por 30 min. ApOs esse periodo, 0s animais
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foram tratados com veiculo (Tween 80 a 3% em &gua destilada; 10 mL/kg; v.0.),
acido oleandlico (30 mg/kg, v.0.) 1 h, glibenclamida (2 mg/kg, i.p.) 30 min ou
diazéxido (10 mg/kg, i.p.) 30 min antes da administracdo subplantar (20 pl) da
capsaicina (1,6 pg).

A participagéo dos canais de potassio na atividade antinociceptiva foi avaliada
pela administracao de glibenclamida (2 mg/kg, i.p.) 30 min antes do tratamento com
diazéxido (10 mg/kg, i.p.) ou 15 min antes da administragdo do &cido oleandlico (30
mg/kg, v.0.). Apés 1 h da administracdo do &cido oleandlico ou 30 min apos o
tratamento com diazéxido, os animais receberam a administracdo subplantar (20 pl)
da capsaicina (1,6 pg).

4.3. Estudo da atividade antinociceptiva visceral

4.3.1. Nocicepcgao visceral induzida por 6leo de mostarda

Camundongos foram divididos em grupos de 8 animais cada e tratados com
veiculo (Tween 80 a 3% em agua destilada; 10 mL/kg; v.0.), acido oleandlico (3, 10,
30 ou 100 mg/kg, v.0.) 1 h ou Morfina (5 mg/kg, s.c.) 30 min antes de receberem
0leo de mostarda intracolénico (0,75% em salina 0,9%; 50 uL/animal) através de
uma fina canula com ponta arredondada, 1 mm de diametro externo. Foram
introduzidos 4 cm de comprimento da canula pela via intracolonica para injecdo do
O0leo de mostarda. Foi utilizada vaselina solida na regido perianal para evitar
estimulacdo local pela administracdo. O numero total de comportamentos
relacionados a dor (lamber abdémen, arrastar-se contra o solo, contorcéo e retracao
abdominais) foram contados por 20 min imediatamente apdés a instilacdo de 6leo de
mostarda (LAIRD et al.,, 2001). Um grupo controle normal, que recebeu apenas

salina por via intracolénica foi incluido no estudo.

4.3.2. Estudo do envolvimento do sistema opidide

Camundongos foram divididos em grupos de 8 animais cada e tratados com

veiculo (Tween 80 a 3% em agua destilada; 10 mL/kg; v.0.), acido oleandlico (30
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mg/kg, v.0.) 1 h ou morfina (5 mg/kg, s.c.) 30 min antes de receberem 6leo de

mostarda (0,75% em salina 0,9%; 50 pL/animal) por via intracolonica.

O papel do sistema opidide foi avaliado pela administracdo de naloxona (2
mg/kg, i.p.) 30 min antes de morfina (5 mg/kg, s.c.) ou 15 min antes do &cido
oleandlico (30 mg/kg, v.0.). Ap6s 30 min da administragdo da morfina e 1 h apos a
administracdo de acido oleandlico os animais receberam 6leo de mostarda (0,75%

em salina 0,9%; 50 yL/animal) por via intracol6nica.

4.3.3. Estudo do envolvimento do sistema adrenérgico

Camundongos foram divididos em grupos de 8 animais cada e tratados com
veiculo (Tween 80 a 3% em agua destilada; 10 mL/kg; v.0.), acido oleanolico (30
mg/kg, v.0.) 1 h ou clonidina (0,1 mg/kg, i.p.) 30 min antes de receberem oleo de
mostarda (0,75% em salina 0,9%; 50 pL/animal) por via intracolbnica.

O papel do sistema adrenérgico foi avaliado pela administracao de ioimbina (2
mg/kg, i.p.) 30 min antes de clonidina (0,1 mg/kg, s.c.) ou 15 min antes do acido
oleandlico (30 mg/kg, v.0.). Apds 30 min da administracdo da clonidina e 1 h apos a
administracdo de acido oleandlico, os animais receberam 6leo de mostarda (0,75%

em salina 0,9%; 50 yL/animal) por via intracol6nica.

4.3.4. Estudo do envolvimento do receptor da capsaicina (TRPV1)

Camundongos foram divididos em grupos de 8 animais cada e tratados com
veiculo (Tween 80 a 3% em agua destilada; 10 mL/kg; v.0.), acido oleandlico (30
mg/kg, v.0.) ou vermelho de ruténio (3 mg/kg, s.c.) 1 h antes de receberem 6leo de

mostarda (0,75% em salina 0,9%; 50 pL/animal) por via intracolonica.

O envolvimento do receptor TRPV1 foi avaliado pela administracdo de
vermelho de ruténio (3 mg/kg, s.c.) 15 min antes do acido oleandlico (30 mg/kg,
v.0.). Ap6s 1h da administracdo de acido oleandlico os animais receberam 6leo de

mostarda (0,75% em salina 0,9%; 50 pL/animal) por via intracolbnica.
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4.4. Avaliagdo da atividade no Sistema Nervoso Central

4.4.1. Teste do Campo Aberto

A atividade motora espontanea dos animais foi verificada de acordo com o
método de Capaz et al (1981) com pequenas modificacdes, na tentativa de verificar
uma atividade sedativa/depressora no Sistema Nervoso Central, utilizando um
campo aberto, quadrangular, com 30 cm de lado, tendo em demarcados sua base 9
guadrados iguais de 10 cm de lado.

Camundongos foram divididos em 4 grupos de 8 animais: os grupos | e i
foram tratados com veiculo (Tween 80 a 3% em agua destilada; 10 mL/kg de peso;
v.0.) e 0s grupos lll e IV foram tratados com acido oleanolico (30 mg/kg, v.0.). Apés
1 h os grupos | e lll receberam salina 0,9% por via intracolénica e os grupos Il e IV
receberam oOleo de mostarda (0,75% em salina 0,9%; 50 pL/animal) por via
intracolénica. Ap6s 5 min os animais foram levados individualmente ao campo
aberto, ambientados por 1 min e, em seguida, observados por 4 min quanto ao

numero de campos explorados.

4.4.2. Teste do Rota Rod

Camundongos foram pré-selecionados, 24 h antes da realizacdo do
experimento, ao serem individualmente posicionados no aparelho de rota-rod (4
rotacdes por minuto). O animal que permanecia 2 min na barra era selecionado para

inclusdo no estudo.

Camundongos foram divididos em 4 grupos de 8 animais: os grupos | e Il
foram tratados com veiculo (Tween 80 a 3% em agua destilada; 10 mL/kg de peso;
v.0.) e 0s grupos lll e IV foram tratados com acido oleandlico (30 mg/kg, v.0.). Apos
1 h os grupos | e Ill receberam salina 0,9% por via intracolénica, os grupos Il e IV
receberam o6leo de mostarda (0,75% em salina 0,9%; 50 pL/animal) por via
intracol6énica. Ap6s 5 min os animais foram levados individualmente ao rota rod e
registrado o tempo de permanéncia no aparelho durante 2 min (DUNHAM; MIYA,
1957).
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4 5. Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como meédia + E.P.M. (erro padrédo da média).
Para comparacdo multipla dos dados paramétricos, foi utilizada a Andlise de
Variancia (ANOVA), e o nivel de significancia entre os grupos foi determinado pelo

teste de multipla comparacéo de Dunnet.

Em todas as analises estatisticas, considerou-se o nivel critico para rejeicao

da hipotese de nulidade menos que 5% (p<0,05).
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5. RESULTADOS

5.1. Estudo da atividade antinociceptiva soméatica

5.1.1. Nocicepcado induzida pela injecdo intraplantar de capsaicina em
camundongos.

A Figura 5 e Tabela 3 mostram o efeito da administracdo oral do &cido
oleandlico sobre a nocicepcao induzida por injecao intraplantar de capsaicina (1,6
ug, 20 plL/pata direita) em camundongos. O &cido oleandlico nas doses de 10, 30 e
100 mg/kg, v.o., reduziu de maneira significativa a nocicepcédo de 56,0 + 54 s
(veiculo) para 26,36 + 5,4; 17,63 + 3,2 e 35,50 * 3,0 s respectivamente. A injecao de

salina induziu somente uma minima lambedura da pata (1,00 + 0,38 s).

Vermelho de ruténio (3 mg/kg, s.c.), antagonista ndo competitivo dos
receptores vanildides utilizado como controle positivo, reduziu significativamente
(p<0,05) a nocicepcéao induzida pela capsaicina de 56,0 + 5,4 s (veiculo) para 34,4 +
5,53 s.
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Figura 5—- Efeito do acido oleandlico sobre a nocicepcdo induzida pela
administracdo subplantar de capsaicina em camundongos. Veiculo (Tween 80 a
3% em agua destilada, v.0.), acido oleandlico (3-100 mg/kg, v.0.) e Vermelho de
ruténio (VR, 3 mg/kg, s.c.) foram administrados 1 h antes da administracédo
subplantar de capsaicina (1,6 ug/20 pL). Os valores representam a média + E.P.M.
do tempo de lambedura da pata durante 5 min apdés a administracdo da capsaicina.
Foram utilizados 8 animais por grupo. 2p<0,001 vs. salina; "p<0,01; °p<0,001;

9p<0,05 vs. controle capsaicina (ANOVA e Teste de Dunnet).
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Tabela 3- Efeito do acido oleandlico sobre a nocicepcdo induzida pela

administracéo subplantar de capsaicina em camundongos

Dose .
Grupo (ma/kg) Tempo lambedura pata (s/5min)
Salina - 1,00 +0,38
Controle capsaicina - 56,0 +5,4 2
Acido oleandlico 3, v.0. 52,44 + 6,4
10, v.o. 26,36 + 5,4 °
30, v.o. 17,63 +£32°
100, v.o. 35,50 + 3,0 ¢
Vermelho de ruténio 3, s.C. 34,4 +553 ¢

Os valores representam a média + E.P.M. do tempo de lambedura da pata
durante 5 min apdés a administracdo da capsaicina. Veiculo (controle), acido
oleandlico e Vermelho de ruténio foram administrados 1 h antes da administracao
subplantar de capsaicina (1,6 ug/20 yL). O grupo salina recebeu apenas salina por
via subplantar. Foram utilizados grupos de 8 animais cada. ®p<0,001 vs. salina;

Pp<0,01; °p<0,001; Yp<0,05 vs. controle capsaicina (ANOVA e Teste de Dunnet).
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5.1.2. Estudo do envolvimento do sistema opidide

O tratamento dos animais com acido oleandlico (30 mg/kg, v.0.) ou com
morfina (5 mg/kg, s.c.) promoveu uma inibicdo significativa (p<0,001) no tempo de
lambedura da pata (15,33 + 3,2; 0,2 + 0,8 s, respectivamente), quando comparado
ao grupo controle veiculo (52,03 + 2,4 s). O pré-tratamento com naloxona (2 mg/kg,
i.p.) reverteu significativamente (p<0,001) a inibicdo dos comportamentos
nociceptivos do acido oleandlico (47,29 + 4,4 s) e da morfina (39,86 + 4,2 s) (Figura
6 eTabela 4).

5.1.3. Estudo do envolvimento do sistema adrenérgico

O tratamento dos animais com acido oleandlico (30 mg/kg, v.0.) ou com
clonidina (0,1 mg/kg, i.p.) promoveu uma inibi¢cdo significativa (p<0,001) do tempo de
lambedura da pata (14,43 + 3,3; 3,4 + 1,26 s, respectivamente), quando comparado
ao grupo controle veiculo (51,60 + 2,2 s). O pré-tratamento com ioimbina (2 mg/kg,
i.p.) reverteu significativamente (p<0,001) a inibicdo dos comportamentos
nociceptivos da clonidina (38,60 + 3,3 s), porém foi ineficaz na reversdo da
antinocicepcao produzida pelo acido oleandlico (21,14 + 4,56 s) (Figura 7 e Tabela
5).
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Figura 6— Estudo do envolvimento do sistema opidide no mecanismo de acao
do acido oleandlico na nocicepcao induzida pela administracdo subplantar de
capsaicina em camundongos. Veiculo (Tween 80 a 3% em agua destilada, v.0.) e
acido oleandlico (AO, 30 mg/kg, v.0.) foram administrados 1 h antes e a morfina (5
mg/kg, s.c.) 30 min antes da administracdo subplantar de capsaicina (1,6 ug/20 uL).
A naloxona (Nalox, 2 mg/kg, i.p.) foi administrada 30 min antes da morfina (5 mg/kg,
s.c.) ou 15 min antes do acido oleandlico. Os valores representam a média + E.P.M.
do tempo de lambedura da pata durante 5 min apés a administracdo da capsaicina.
Foram utilizados 8 animais por grupo. 2p<0,001 vs. controle capsaicina; °p<0,001

vs. acido oleandlico e “p<0,001 vs. morfina (ANOVA e Teste de Dunnet).
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Tabela 4- Efeito da naloxona sobre a atividade antinociceptiva do acido
oleandlico e morfina na nocicepc¢édo induzida pela administracéo

subplantar de capsaicina em camundongos

Dose .

Grupo (ma/kg) Tempo lambedura pata (s/5min)
Controle capsaicina - 52,03+24
Acido oleandlico 30, v.o. 15,33 +3,22
Morfina 5, s.C. 0,2+0,8°%
Naloxona 2,i.p. 3986+42°

+ +
Morfina 5, s.c.
Naloxona 2,i.p. 47,29 +4.4°

+ +

Acido oleandlico 30, v.o.

Os valores representam a média = E.P.M. do tempo de lambedura da pata
durante 5 min ap0s a administracdo da capsaicina. Veiculo (controle) e acido
oleandlico foram administrados 1 h antes e morfina 30 min antes da administracéo
subplantar de capsaicina (1,6 ug/20 uL). A naloxona foi administrada 30 min antes
da morfina ou 15 min antes do acido oleandlico. Foram utilizados 8 animais por
grupo. 2p<0,001 vs. controle capsaicina; °p<0,001 vs. &cido oleandlico e °p<0,001
vs. morfina (ANOVA e Teste de Dunnet).
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Figura 7— Estudo do envolvimento do sistema adrenérgico no mecanismo de
acdo do acido oleandlico na nocicepcao induzida pela administracéo
subplantar de capsaicina em camundongos. Veiculo (Tween 80 a 3% em agua
destilada, v.0.) e acido oleanolico (AO, 30 mg/kg, v.0.) foram administrados 1 h antes
e clonidina (Clon, 0,1 mg/kg, i.p.) 30 min antes da administracdo subplantar de
capsaicina (1,6 pg/20 yL). A ioimbina (loimb, 2 mg/Kg, i.p.) foi administrada 30 min
antes de clonidina (0,1 mg/Kg, s.c.) ou 15 min antes do &cido oleandlico. Os valores
representam a meédia + E.P.M. do tempo de lambedura da pata durante 5 min apds a
administracdo da capsaicina. Foram utilizados 8 animais por grupo. %p<0,001 vs.

controle capsaicina; °p<0,001 vs. clonidina (ANOVA e Teste de Dunnet).
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Tabela 5- Efeito da ioimbina sobre a atividade antinociceptiva do acido
oleandlico e clonidina na nocicepcdo induzida pela administracao
subplantar de capsaicina em camundongos

Dose )

Grupo Tempo lambedura pata (s/5min
Controle capsaicina - 51,60+ 2,2
Acido oleandlico 30, v.0. 14,43 +3,3°
Clonidina 0,1, i.p. 34+1,26°%
loimbina 2, s.C. 38,60 + 3,3 °

+ +
Clonidina 0,1, i.p.
loimbina 2, S.C. 21,14 + 4,56

+ +

Acido oleandlico 30, v.o.

Os valores representam a média = E.P.M. do tempo de lambedura da pata
durante 5 min ap0s a administracdo da capsaicina. Veiculo (controle) e acido
oleandlico foram administrados 1 h antes e clonidina 30 min antes da administracéo
subplantar de capsaicina (1,6 pg/20 uL). A ioimbina foi administrada 30 min antes da
clonidina ou 15 min antes do acido oleandlico. Foram utilizados 8 animais por grupo.
41<0,001 vs. controle capsaicina; °p<0,001 vs. clonidina (ANOVA e Teste de

Dunnet).
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5.1.4. Estudo do envolvimento da via L-arginina-6xido nitrico

O tratamento dos animais com acido oleandlico (30 mg/Kg, v.0.) ou com L-
NAME (20 mg/Kg, i.p.) promoveu uma inibicdo significativa (p<0,001) do tempo de
lambedura da pata (20,87 + 2,88; 12,83 + 3,99, respectivamente), quando
comparado ao grupo controle veiculo (51,03 + 4,2). O pré-tratamento com L-arginina
(2 mg/Kg, i.p.) reverteu significativamente a antinocicepcdo induzido pelo &cido
oleandlico (p<0,05), enquanto que o pré-tratamento com L-NAME (20 mg/kg, i.p.)
potencializou a antinocicepcéo induzida pelo AO (p<0,05), respectivamente (41,67 +
4,0; 4,33 + 1,90) quando comparado ao grupo AO (20,87+ 2,88) (Figura 8 e Tabela
6).

5.1.5. Estudo do envolvimento dos canais de potassio

O tratamento dos animais com acido oleanolico (30 mg/kg, v.0.) ou com
diazo6xido (10 mg/kg, i.p.) promoveu uma inibi¢cdo significativa (p<0,001) do tempo de
lambedura da pata (21,29 + 6,54; 8,8 + 2,21, respectivamente), quando comparado
ao grupo controle veiculo (61,50 + 6,5). O pré-tratamento com glibenclamida (2
mg/kg, i.p.) reverteu significativamente a inibicdo dos comportamentos nociceptivos
do acido oleandlico (p<0,05) e do diazdxido (p<0,01), respectivamente (42,50 +

6,54; 34,63 + 6,27) (Figura 9 e Tabela 7).
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Figura 8- Estudo do envolvimento do 6xido nitrico no mecanismo de acéao do
acido oleanolico na nocicepcao induzida pela administracdo subplantar de
capsaicina em camundongos. Veiculo (Tween 80 a 3% em agua destilada, v.0.) e
acido oleandlico (30 mg/kg, v.0.) foram administrados 1 h antes e a L-arginina (L-arg,
600 mg/kg, i.p.) 30 min antes da administracdo subplantar (20ul) da capsaicina
(1,6pg). O L-NAME (20 mg/kg, i.p.) foi administrado 20 min antes da L-arginina (600
mg/kg, i.p.) ou 15 min antes do acido oleandlico. Os valores representam a média +
E.P.M. do tempo de lambedura da pata durante 5 min apdés a administracdo da
capsaicina. Foram utilizados 8 animais por grupo. ?p<0,001 vs. controle capsaicina;
Pp<0,001 vs. L-NAME e ©%p<0,05 vs. acido oleandlico (ANOVA e Teste de Dunnet).
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Tabela 6- Efeito do L-NAME e L-arginina sobre a atividade antinociceptiva do

acido oleandlico na nocicepcdao

induzida pela administragdo

subplantar de capsaicina em camundongos

Grupo Dose Tempo lambedura pata
P (mg/kg) (s/5min)

Controle capsaicina - 51,03 +4,2

Acido oleandlico 30, v.o. 20,87 + 2,88 @

L-arginina 600, i.p. 43,83 +4,42

L-NAME 20, i.p. 12,83 +3,99°

L-NAME 20, i.p. 36,17 + 4,04 °
+ +

L-arginina 600, i.p.

L-arginina 600, i.p. 41,67 +4,0°

+ +

Acido oleandlico 30, v.o.

L-NAME 20, i.p. 4,33+1,92
+ +

Acido oleandlico 30, v.0

Os valores representam a média = E.P.M. do tempo de lambedura da pata

durante 5 min ap0s a administracdo da capsaicina. Veiculo (controle) e acido

oleandlico foram administrados 1 h antes e a L-arginina 30 min antes da

administracdo subplantar de capsaicina (1,6 ug/20 uL). O L-NAME foi administrado

20 min antes da L-arginina ou 15 min antes do acido oleandlico. Foram utilizados 8

animais por grupo. ®p<0,001 vs. controle capsaicina; “p<0,001 vs. L-NAME e
©45<0,05 vs. acido oleandlico (ANOVA e Teste de Dunnet).



61

a1
o

Tempo lambedura pata (s/5min)
N
)

30
20
10
0
Veiculo AO 30 Diaz 2 mg/kg
Glib Glib
Capsaicina

Figura 9—- Estudo do envolvimento dos canais de potassio no mecanismo de
acdo do acido oleandlico na nocicepcao induzida pela administracéo
subplantar de capsaicina em camundongos. Veiculo (Tween 80 a 3% em agua
destilada, v.0.) e acido oleandlico (AO, 30 mg/kg, v.0.) foram administrados 1 h antes
e o diazoxido (Diaz, 10 mg/kg, i.p.) 30 min antes da administracdo subplantar de
capsaicina (1,6 pg/20 uL). A glibenclamida (Glib, 2 mg/kg, i.p.) foi administrada 30
min antes do diazoxido ou 15 min antes do &cido oleandlico. Os valores
representam a meédia + E.P.M. do tempo de lambedura da pata durante 5 min apds a
administracdo da capsaicina. Foram utilizados 8 animais por grupo. %p<0,001 vs.
controle capsaicina; "p<0,05 vs. Acido oleandlico e °p<0,01 vs. diazéxido (ANOVA e

Teste de Dunnet).
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Tabela 7- Efeito da glibenclamida sobre a atividade antinociceptiva do &cido
oleandlico e diazéxido na nocicepcao induzida pela administracao

subplantar de capsaicina em camundongos

Grupo (rrl:l)g/SkZ) Tempo lambedura pata (s/5min)
Controle capsaicina - 61,50+ 6,5
Acido oleandlico 30, v.o. 2129+6,542
Diazéxido 10, i.p. 8,8+2721°
Glibenclamida 2,1.p. 34,63+6,27 ¢

+ +
Diazéxido 10, i.p.
Glibenclamida 2,1.p. 42 50 + 6,54 b

+ +

Acido oleandlico 30, v.o.

Os valores representam a média = E.P.M. do tempo de lambedura da pata
durante 5 min ap0s a administracdo da capsaicina. Veiculo (controle) e acido
oleandlico foram administrados 1 h antes e diazoxido 30 min antes da administracéo
subplantar de capsaicina (1,6 pg/20 pL). A glibenclamida foi administrada 30 min
antes do diazéxido ou 15 min antes do &acido oleandlico. Foram utilizados 8 animais
por grupo. p<0,001 vs. controle capsaicina; °p<0,05 vs. acido oleandlico e °p<0,01
vs. diazéxido (ANOVA e Teste de Dunnet).
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5.2. Estudo da atividade antinociceptiva visceral

5.2.1. Nocicepgdo induzida pela adminstracdo intracolénica de 6leo de

mostarda em camundongos

O triterpeno acido oleandlico nas doses de 10, 30 e 100 e a morfina (5
mg/kg), atuaram reduzindo o numero total de comportamentos de dor visceral
expressos pelos animais (28,80 = 4,76; 19 + 3,27; 34,17 + 3,13; 2,14 + 0,86,
respectivamente) de forma significativa, comparados ao grupo controle éleo de
mostarda (54,4 + 1,03). Este induziu dor visceral caracterizada pela diferenga
estatistica observada (p<0,001) entre este e o grupo salina (5,42 + 2,37), que

recebeu somente salina por via intracolonica (Figura 10 eTabela 8).

5.2.2. Estudo do envolvimento do sistema opidide

O tratamento dos animais com acido oleanolico (30 mg/kg, v.0.) ou com
morfina (5 mg/kg, s.c.) promoveu uma inibicao significativa (p<0,001) do nimero de
comportamentos de dor expressos (19,0 + 3,27; 8,86 + 1,6, respectivamente),
guando comparado ao grupo controle veiculo (54,4 + 1,03). O pré-tratamento com
naloxona (2 mg/kg, i.p.) reverteu (p<0,05) a inibicio dos comportamentos
nociceptivos do acido oleandlico (34,0 + 5,1) e da morfina (21,0 + 3,35) (Figura 11 e
Tabela 9).
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Figura 10- Efeito antinociceptivo do acido oleandélico no modelo de nocicepcéao
visceral induzida por 6leo de mostarda em camundongos. Veiculo (Tween 80 a
3% em agua destilada, v.0.) e &cido oleandlico (3-100 mg/kg, v.o.) foram
administrados 1 h antes e morfina (5 mg/kg, s.c.) 30 min antes da administracao
intracol6nica de 6leo de mostarda (0,75% em salina 0,9%, 50 ulL/animal). Os valores
representam a meédia + E.P.M. do nUmero de comportamentos de dor durante 20 min
ap6s a administracdo do 6leo de mostarda. Foram utilizados 8 animais por grupo.
30<0,001 vs. grupo salina; °p<0,001 e °p<0,01 vs. controle 6leo de mostarda
(ANOVA e Teste de Dunnet).
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Tabela 8- Efeito do &cido oleandlico no modelo de nocicepgdo visceral

induzida por 6leo de mostarda em camundongos

Dose NUimero de comportamentos
Grupo (mg/kg) de dor/20min.
Salina - 5,42 + 2,37
Controle 6leo de mostarda - 54,4+1,032
acido oleandlico 3, v.o. 51,17 £ 4,17
10, v.0. 28,80+ 4,76 °
30, v.0. 19,0+3,27°
100, v.o. 34,17 + 3,13°
Morfina 5, s.C. 2,14+0,86°

Os valores representam a média + E.P.M. do nimero dos comportamentos de

dor durante 20 min apos a administracao do 6leo de mostarda. Veiculo (controle) e

acido oleanodlico foram administrados 1 h antes e morfina 30 min antes da

administracao intracolénica de 6leo de mostarda (0,75% em salina, 50 pL/animal). O

grupo salina recebeu apenas salina por via intracolénica. Foram utilizados grupos de

8 animais cada. ®p<0,001 vs. grupo salina; °p<0,001 e °p<0,01 vs. controle dleo de

mostarda (ANOVA e Teste de Dunnet).
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Figura 11- Estudo do envolvimento do sistema opidéide no mecanismo de agcéo
do acido oleandlico na nocicepcdao visceral induzida por 6leo de mostarda em
camundongos. Veiculo (Tween 80 a 2% em agua destilada, v.0.) e acido oleandlico
(AO, 30 mg/kg, v.o.) foram administrados 1 h antes e morfina (5 mg/kg, s.c.) 30 min
antes da administracéo intracolonica de 6leo de mostarda (0,75% em salina 0,9%,
50 yL/animal). A naloxona (Nalox, 2 mg/kg, i.p.) foi administrada 30 min antes da
morfina ou 15 min antes da administracdo do acido oleandlico. Os valores
representam a média = E.P.M. do numero de comportamentos de dor durante 20 min
ap6s a administracdo do 6leo de mostarda. Foram utilizados 8 animais por grupo.
30<0,001 vs. grupo controle mostarda; °p<0,05 vs &cido oleandlico e °p<0,05 vs.
morfina (ANOVA e Teste de Dunnet).
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Tabela 9- Efeito da naloxona sobre a atividade antinociceptiva do &cido
oleandlico e morfina na nocicepcao visceral induzida por 6leo de

mostarda em camundongos

Dose Namero de comportamentos

Grupo (mg/kg) de dor/20min.
Controle 6leo de mostarda - 54,4 + 1,03
Acido oleandlico 30, v.o. 19,0+3,272
Morfina 5, s.C. 8,66+1,6°
Naloxona 2,i.p. 21,0+3,35°

+ +
Morfina 5, s.c.
Naloxona 2,1.p. 340+5,1 b

+ +

Acido oleandlico 30, v.o.

Os valores representam a meédia + E.P.M. do nimero dos comportamentos de
dor durante 20 min apos a administracdo do 6leo de mostarda. Veiculo (controle) e
acido oleandlico foram administrados 1 h antes e morfina 30 min antes da
administracao intracolénica de 6leo de mostarda (0,75% em salina, 50 uL/animal). A
naloxona foi administrada 30 min antes da morfina ou 15 min antes da administracao
do acido oleandlico. Foram utilizados grupos de 8 animais cada. ®p<0,001 vs. grupo
controle mostarda; °p<0,05 vs &acido oleandlico e °p<0,05 vs. morfina (ANOVA e

Teste de Dunnet).



68

5.2.3. Estudo do envolvimento do sistema adrenérgico

O pré-tratamento dos animais com acido oleandlico (30 mg/kg, v.0.) ou com
clonidina (0,1 mg/kg, i.p.) promoveu uma inibi¢&o significativa (p<0,001) do numero
de comportamentos de dor (23,60 + 3,4; 3,6 + 1,16, respectivamente), quando
comparado ao grupo controle 6leo de mostarda (55,0 + 2,2). O tratamento com
ioimbina (2 mg/kg, i.p.) reverteu (p<0,001) a inibigio dos comportamentos
nociceptivos da clonidina (39,67 + 2,33), porém nado reverteu a atividade

antinociceptiva do acido oleandlico (15,75 + 2,62) (Figura 12 e Tabela 10).

5.2.4. Estudo do envolvimento do receptor da capsaicina (TRPV1)

Os grupos tratados com acido oleandlico (30 mg/kg, v.0.), vermelho de ruténio
(3 mg/kg, i.p.) e acido oleandlico + vermelho de ruténio apresentaram uma reducao
significativa (p<0,001) na expressédo do numero de comportamentos de dor visceral
(28,83 + 1,4; 32,50 + 3,06; 26,67 + 1,5 respectivamente) quando comparados ao
grupo controle 6leo de mostarda (54,60 + 2,31) (Figura 13 e Tabela 11).
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Figura 12- Estudo do envolvimento do sistema adrenérgico no mecanismo de
acdo do acido oleandlico na nocicepcdo visceral induzida por o6leo de
mostarda em camundongos. Veiculo (Tween 80 a 2% em agua destilada, v.0.) e
acido oleandlico (AO, 30 mg/kg, v.0.) foram administrados 1 h antes e clonidina
(Clon, 0,1 mg/kg, i.p.) 30 min antes da administracdo intracolénica de Oleo de
mostarda (0,75% em salina 0,9%, 50 pL/animal). A ioimbina (loimb, 2 mg/kg, i.p.) foi
administrada 30 min antes de clonidina (0,1 mg/kg, s.c.) ou 15 min antes do acido
oleandlico (30 mg/kg, v.0.). Os valores representam a média + E.P.M. do nimero de
comportamentos de dor durante 20 min apds a administracdo do 6leo de mostarda.
Foram utilizados 8 animais por grupo. ®p<0,001 vs. grupo controle mostarda;
Pp<0,001 vs clonidina (ANOVA e Teste de Dunnet).
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Tabela 10- Efeito da ioimbina sobre a atividade antinociceptiva do &cido

oleandlico e clonidina na nocicepg¢éo visceral induzida por 6leo de

mostarda em camundongos

Dose NUimero de comportamentos

Grupo (ma/kg) de dor/20min.
Controle 6leo de mostarda - 550+2,2
Acido oleandlico 30, v.o. 236+3,4°2
Clonidina 0,1, i.p. 3,6+1,16°
loimbina 2, s.C. 39,67 +2,33°

+ +
Clonidina 0,1, i.p.
loimbina 2,S.C. 15,75 £ 2,62

+ +

Acido oleandlico 30, v.o.

Os valores representam a média + E.P.M. do nimero dos comportamentos de

dor durante 20 min apds a administracdo do 6leo de mostarda. Veiculo (controle) e

acido oleandlico foram administrados 1 h antes e clonidina 30 min antes da

administracao intracolénica de 6leo de mostarda (0,75% em salina, 50 uL/animal). A

ioimbina foi administrada 30 min antes da clonidina ou 15 min antes da

administracdo do acido oleandlico. Foram utilizados grupos de 8 animais cada.

41<0,01 vs. grupo controle mostarda; "p<0,001 vs clonidina (ANOVA e Teste de

Dunnet).
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Figura 13- Estudo do envolvimento do receptor vaniléide no mecanismo de
acdo do &acido oleandlico na nocicepcdo visceral induzida por Oleo de
mostarda em camundongos. Veiculo (Tween 80 a 3% em agua destilada, v.0.) e 0
acido oleandlico (AO, 30 mg/kg, v.0.) foram administrados 1 h antes e vermelho de
ruténio (3 mg/kg, s.c.) 30 min antes da administracdo intracolonica de Oleo de
mostarda (0,75% em salina 0,9%, 50 uL/animal). O vermelho de ruténio (3 mg/kg,
s.c.) foi administrada 15 min antes da administracdo do acido oleandlico. Os valores
representam a média = E.P.M. do numero de comportamentos de dor durante 20 min
ap6s a administracdo do 6leo de mostarda. Foram utilizados 8 animais por grupo.

4p<0,001 vs. grupo controle mostarda (ANOVA e Teste de Dunnet).
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Tabela 11- Efeito do vermelho de ruténio sobre a atividade antinociceptiva do
acido oleandlico no modelo de nocicepcdo visceral induzida por

6leo de mostarda em camundongos

Grupno Dose NUmero de comportamentos

P (mg/kg) de dor/20min.
Controle 6leo de mostarda - 54,60 + 2,31
Acido oleanolico 30, v.0. 28,83+1,42
Vermelho de Ruténio 3, i.p. 32,50 +3,06%
Vermelho de Ruténio 3,i.p. 26,67+1,5°2

+ +

Acido oleandlico 30, v.o.

Os valores representam a média + E.P.M. do nimero dos comportamentos de
dor durante 20 min apos a administracdo do Oleo de mostarda. Veiculo (controle) e
acido oleandlcio foram administrados 1 h antes e vermelho de ruténio 30 min antes
da administracdo intracolénica de Oleo de mostarda (0,75% em salina, 50
uL/animal). O vermelho de ruténio foi administrado 15 min antes da administracao do
acido oleandlico. Foram utilizados grupos de 8 animais cada. ®p<0,001 vs. controle
Oleo de mostarda (ANOVA e Teste de Dunnet).
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5.3. Avaliagdo da atividade no Sistema Nervoso Central

5.3.1. Teste do Campo Aberto

Os dados indicam que o acido oleandlico, na dose de 30 mg/kg, nédo interfere
com o numero de invasdes dos animais, quando comparada ao grupo controle
veiculo (44,67 + 2,11; 47,00 + 4,53, respectivamente). Porém, o 6leo de mostarda
inibiu significativamente (p<0,05) a atividade locomotora normal dos animais (28,00
+ 2,59) comparado ao grupo veiculo. Os animais tratados com o triterpeno e que
receberam o 6leo de mostarda por via intracolénica apresentaram uma reversao
(50,50 + 7,44) significativa (p<0,05) da inibicdo da atividade locomotora induzida
pelo 6leo (Tabela 12).

5.3.2. Teste do Rota Rod

Veiculo (Tween 80 a 3% em agua destilada, v.0.) e acido oleandlico (30
mg/kg, v.0.) foram administrados 1 h antes da administracdo intracolonica de salina
ou de 6leo de mostarda (0,75% em salina 0,9%, 50 ulL/animal). Os dados indicam
gue nao houve diferenca estatisticamente significante (p>0,05) entre os grupos
veiculo, acido oleandlico, veiculo + 6leo de mostarda e acido oleandlico + Oleo de

mostarda quanto ao tempo de permanéncia na barra (Tabela 13).
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Tabela 12- Efeito do &cido oleandlico no teste do campo aberto em camundongos

Grupo NUumero de invasdes
Veiculo 47,00 + 4,53

AO (30 mg/kg, v.0.) 44,67 + 2,11
Veiculo + 6leo de mostarda 28,00 +2,59°2

AO (30 mg/kg, v.0) + 6leo de  5950+7.44°
mostarda

Camundongos foram pré-tratados com veiculo (3% tween 80 em agua
destilada, v.0.) ou acido oleandlico (AO, 30 mg/kg, v.0.), antes da administracédo
intracoldnica de salina ou Oleo de mostarda (0,75%, 50 pl). Os valores representam
a meédia + E.P.M. do numero de invasfes dos animais ap0s administracdo do oleo
de mostarda. ®p<0,05 vs. grupo veiculo; "p<0,05 vs. veiculo + 6leo de mostarda
(ANOVA e Teste de Dunnet).
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Tabela 13- Efeito do &cido oleandlico no teste do rotarod em camundongos

Grupo Dose Tempo de permanéncia
b (mg/kg) na barra (s.)/2min.
Controle (veiculo) 120,00 + 0,00
Acido oleandlico 30, v.o. 120,00 + 0,00
Oleo de Mostarda - 114,30 + 4,54
Acido oleandlico 30, v.o. 116,78 + 3,14
+

Oleo de Mostarda

Os valores representam a média + E.P.M. do tempo (s) de permanéncia dos
animais no aparelho de rota rod durante 2 min. Veiculo (controle), acido oleandlico
foram administrados 1 h antes da administracao intracolénica de salina ou de 6leo
de mostarda (0,75% em salina 0,9%, 50 ulL/animal). Foram utilizados grupos de 8

animais cada (ANOVA e Teste de Dunnet).
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6. DISCUSSAO

A pesquisa com produtos naturais continua a nos dar uma enorme variedade
de substancias que sdo usadas para o desenvolvimento de novas drogas pelas
industrias farmacéuticas (BORRIS, 1996). Atualmente, o interesse para 0 uso clinico
de novas substancias com atividades analgésicas utilizadas principalmente para o
tratamento de varios tipos de dor, vem aumentando significativamente. Varios
modelos de nocicepcdo em animais de laboratério podem ser utilizados para
verificar a atividade analgésica de extratos e compostos. No entanto, de uma
maneira geral, esses modelos possuem caracteristicas proprias que devem ser
consideradas, tais como simplicidade, reprodutibilidade e validade dos resultados
obtidos e principalmente, a possibilidade de serem correlacionados com estudos
clinicos (DICKENSON; BESSON, 1997).

Uma classe de substancias bastante estudada hoje em dia € a dos
triterpenos. Os triterpenos sdo substancias naturais e biologicamente ativas
extraidas de muitas plantas, que tém produzido resultados promissores em estudos
experimentais e clinicos (SPESSOTO et al., 2003). O acido oleandlico é um
triterpeno natural encontrado em algumas plantas e € um componente de muitas
ervas medicinais. Estudos anteriores demonstraram que essa substancia possui
uma variedade de acbBes amplamente conhecidas, tais como: hepatoprotecao,
gastroprotecao, antiinflamatoria, anti-cancer, antioxidante e também antinociceptiva
(CIPAK et al.,, 2006). Varias dessas atividades farmacologicas do AO sdo bem
estabelecidas na literatura, principalmente a atividade hepatoprotetora (TANG et al.,
2005; LIU, 2005). Entretanto, poucos trabalhos visaram o estudo da atividade

antinociceptiva.

Estudo realizado por Choi et al. (2005), demonstrou a atividade
antinociceptiva de um extrato de Akebia quinata nos modelos de placa quente e tail
flick, onde parte dessa atividade foi atribuida ao AO. A avaliacdo da atividade
antinociceptiva do AO isolado de um extrato de Kochia scoparia L., foi avaliada
também em um estudo realizado por Matsuda et al. (1997), nos testes de contorcdes

abdominais induzidas por acido acético assim como no teste da formalina.
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No presente estudo, procuramos avaliar a atividade antinociceptiva do AO
usando dois modelos de nocicepg¢do, um somatico e outro visceral, assim como
buscamos desvendar os possiveis mecanismos de acdo envolvidos. O primeiro foi
um modelo de nocicep¢do neurogénica induzida pela injecdo intraplantar de

capsaicina em camundongos.

Sakurada et al. (1992), foram os primeiros a demonstrar que a injecao
intraplantar de capsaicina na pata posterior de camundongos causava vigorosa
nocicepgéo, caracterizadas por lambidas e mordidas, sendo esse efeito relacionado
com a nocicepcédo de origem neurogénica. A capsaicina € um ingrediente pungente
extraido da pimenta vermelha, que estimula um receptor especifico denominado
TRPV1, localizado nas fibras C. Quando aplicada na pele ou em animais, produz
irritacdo caracterizada por reacao dolorosa e subsequente dessensibilizacdo para a
dor induzida quimicamente (MELO et al., 2006).

Sabe-se que a injecdo intraplantar de capsaicina leva ao aumento na ativacao
de nociceptores presentes nas fibras aferentes primaria do tipo C e Aéd, na ativacéo
de receptores TRPV1 e causa actimulo de Ca*, o que é necessario para a liberacdo
de neurotransmissores e para a inflamac&do neurogénica (SZOLCSANYI, 1999;
SAKURADA et al., 2003).

Os resultados obtidos com o AO, mostram que a substancia administrada via
oral (10; 30 e 100 mg/kg) e o vermelho de ruténio, foram capazes de inibir a
nocicepcao aguda induzida pela administracdo de capsaicina em camundongos. AO
produziu uma antinocicepcdo dose dependente nas dose de 10 e 30 mg/kg,
enquanto que em uma dose maior (100 mg/kg) a resposta foi bem mais reduzida
apesar de estatisticamente diferente. Essa € uma caracteristica da resposta da
droga e consideramos que o AO em baixas doses produz efeitos benéficos
(CALABRESE et al., 2006).

Alguns trabalhos mostram que o AO em baixas doses, pode oferecer
gastroprotecdo, hepatoprotecdo, enquanto que em altas doses pode produzir

hepatotoxicidade. Portanto, apesar de ser relativamente segura e nao téxica a
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selecdo da dose apropriada da substancia é essencial (LIU, 2005; LIU, 1995;
OVESNA et al., 2004).

Na dose de 100 mg/kg, o efeito inibitério do AO na nocicepcao se assemelha
aquele do vermelho de ruténio, um antagonista nao-competitivo TRPV1.
Capsazepina, embora parega ser um antagonista seletivo dos receptores TRPV1,
nao foi utilizada para comparacdo com o AO porque parece ser menos efetivo em
roedores e recentemente sua seletividade tem sido questionada (CORRELL et al.,
2004; WALKER et al., 2003).

De acordo com Stanfa et al. 1992, o sistema opiéde exerce um importante
papel na modulacdo da dor tanto em condicdes fisiologicas, quanto em condicdes
inflamatorias. Estudos anteriores mostraram que opidides enddgenos agem nha
antinocicepcao por abrir os canais de potassio ATP dependentes (LOHMANN;
WELCH, 1999).

Desde a descoberta do Opio da papola, € sabido que 0s opiaceos como a
morfina e a codeina tém efeitos analgésicos. A ligacdo dos opidides aos neurdnios
pode provocar analgesia de duas maneiras: provocando a hiperpolarizacdo das
membranas, devido ao aumento da condutdncia ao K'; ou pela diminuicdo da

liberacdo de neurotransmissores excitatérios, devido & inibicdo de canais de Ca**

ativados por voltagem.

O efeito antinociceptivo de triterpenos envolvendo o sistema opidide ja foi
descrito na literatura. Oliveira et al. (2005) demonstraram que o efeito antinociceptivo
da mistura de ftriterpenos, a- e -B amirinas, deve-se em parte a participacdo do
sistema opidide. Outro estudo feito por Ferreira et al. (2000), também mostrou o
efeito antinociceptivo do extrato de Epidendrum Mosenii, provavelmente devido a

presenca de triterpenos, e em parte devido a participacdo do sistema opidide.

No nosso estudo, o papel do sistema opidide foi determinado pela
administracdo de morfina (5 mg/kg s.c.) e naloxona (2 mg/kg i.p.). Nossos resultados

sugerem a participacdo do sistema opidide no efeito antinociceptivo do AO frente a
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capsaicina, devido a reversdo do efeito antinociceptivo em animais pré-tratados com

naloxona, um antagonista opidide nao seletivo.

Os canais Katp dependentes também mostraram ter um envolvimento nos
processos de dor. A ativagao desses canais, leva a uma hiperpolarizagéo celular,
diminuindo os niveis de Ca?" intracelular e reduzindo a liberacdo de
neurotransmissores, desse modo levando a antinocicep¢cdo (ASSANO et al., 2000;
OCANA et al., 2004; LOHMANN; WELCH, 1999). Dependendo da localizagéo, esses
canais podem agir direta ou indiretamente nos sinais de transmissao da dor.
Atualmente, varios anestésicos usados clinicamente agem por interagir com canais
de potassio. Alguns produtos naturais também possuem essa mesma acao
(McCURDY; SCULLY, 2005).

Para verificar o possivel envolvimento dos canais Karp dependentes no
mecanismo de acdo do AO, utilizamos a glibenclamida, um conhecido bloqueador
desses canais. Os resultados obtidos mostraram que a antinocicepc¢do produzida
pelo AO ndo é somente revertida pelo naloxona, como também é revertida pela
glibenclamida, sugerindo o envolvimento dos canais Karp dependentes nesse

mecanismo de acao.

Outro mecanismo que procuramos avaliar foi o envolvimento do sistema
adrenérgico. O envolvimento dos receptores adrenérgicos do tipo o, na modulacéo
da transmissdo dolorosa encontra-se bastante estabelecido. Os receptores
adrenérgicos o, encontram-se envolvidos na analgesia produzida apés estimulacao
de diversos componentes do sistema enddgeno, como por exemplo a substancia
cinzenta periaqueductal e diversas areas do tronco cerebral que alojam grupos de

neurdnios noradrenérgicos (JONES, 1992).

O funcionamento dos receptores quando ativados por um agonista € o de
inibir a enzima adenilato ciclase, que causa consequientemente diminuicdo do AMP
ciclico (AMPc) intracelular. Uma diminuicdo no AMPc causa atenuacdo da ativacao
das proteinas alvo reguladoras, impedindo sua fosforilacdo, que, por sua vez, altera
a resposta biolégica celular. Outro mecanismo é através da saida de potassio do

meio intracelular através de um canal ativado (BAGATINI et al., 2002).
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Efetivamente, a analgesia produzida por estimulacdo dessas areas pode ser
inibida por aplicacdo de antagonistas dos receptores adrenérgicos op. Dessa
maneira, examinamos o0 possivel envolvimento dos receptores o, no efeito
antinociceptivo do AO, usando animais pré-tratados com clonidina, agonista ou

ioimbina, um antagonista desse receptor.

A acado analgésica da clonidina € exercida através de diferentes mecanismos,
ou seja, pelo bloqueio da conducdo nervosa das fibras C e A-, pelo aumento da
concentracdo de acetilcolina medular e pela elevacao dos niveis de noradrenalina no
SNC (ROCHA et al., 2002).

Os resultados obtidos indicam que tanto a clonidina quanto o AO séo capazes
de diminuir a dor aguda causada pela capsaicina, Entretanto, a ioimbina conseguiu
antagonizar somente o efeito antinociceptivo da clonidina, ndo revertendo o efeito
produzido pelo AO. Podemos sugerir que 0s receptores o, ndo devem estar agindo

no mecanismo de acéo do AO.

Investigou-se também a participacdo da via L-arginina- 6xido nitrico na
antinocicepcao induzida pelo AO, tendo em vista que essa via exerce um papel
importante na modulacdo da nocicepcdo. Uma série de estudos morfoldgicos,
fisiologicos e farmacologicos sugerem que o 0xido nitrico (NO) participa do processo
de nocicepcéo (HALEY et al., 1992).

O NO é responsavel pela ativacdo da guanilato ciclase soluvel e aumento do
GMP. intraceclular, podendo entdo modular uma série de funcbes fisioldgicas.
Também esta envolvido na nocicepcéao central e periférica, agindo como agente pro-
nociceptivo, bem como um agente antinociceptivo. Diversos estudos tém
evidenciado alguma participacdo do NO durante a transmissdo nociceptiva
prolongada, notadamente medular, sugerindo importante papel do NO na dor
(DICKENSON, 1995). Entretanto, o mecanismo exato pelo qual o éxido nitrico
exerce esse duplo efeito ainda € incerto (MACHELSKA et al., 1997; ZAKARIA et al.,
2005).
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Kawabata et al. (1994), sugere que o NO induz um efeito pré-nociceptivo em
baixas concentracdes e antinociceptivo em altas concentragdes. Em nivel supra-
espinhal o NO parece ter um efeito duplo dependendo da via que € ativada. A
ativacéo da via NO-cGMPC resulta em hiperalgesia (KAWABATA et al., 1993).

A L-arginina administrada topicamente exibe atividade antinociceptiva em
ratos com hiperalgesia induzida por carragenina, sendo esse efeito bloqueado por
inibidores de NOS e de guanilato ciclase. Contrariamente a esses achados, a L-
arginina, produziu uma resposta nociceptiva em respostas inflamatérias causadas
por substancia P, carragenina e bradicinina, sendo o efeito suprimido pelo L-NAME.
Esses achados confirmam o efeito nociceptivo e antinociceptivo da via NO- GMP,
nos tecidos periféricos (ZAKARIA et al., 2005).

No nosso estudo, camundongos foram pré-tratados com o substrato do 6xido
nitrico sintase, a L-arginina, em uma dose que nao teve nenhum efeito significativo
frente a injecdo intraplantar de capsaicina, e este reverteu significativamente a
antinocicepcao produzida tanto pelo AO quanto pelo L-NAME, esse ultimo sendo um
conhecido inibidor de NO. Os achados desse estudo sugerem um possivel

envolvimento da via L-arginina-oxido nitrico na antinocicepc¢éo causada pelo AO.

E interessante notar que o L-NAME sozinho reduziu a nocicepcéo induzida
pela capsaicina, indicando o papel do NO na nocicepc¢éao induzida por esse agente.

Entretanto, a combinacao deste com AO, mostrou uma potenciacéo na resposta.

N&o é bem claro dizer se a formacdo de NO tem papel na abertura dos canais
Katp dependentes, mas um estudo realizado em porcos, mostrou que a formacao de
NO leva a ativacdo dos canais Katp dependentes sensiveis a glibenclamida, através
da via cGMP-kinase. Através dessas observacdes e baseado em nossos resultados,
sugerimos o envolvimento da via oxido nitrico — cGMP — canais Karp Nno efeito

antinociceptivo do AO.

Em animais, muitas substancias algogénicas, como a capsaicina, 6leo de
mostarda e ciclofosfamida, quando aplicadas a estruturas viscerais induzem a

expressdo de comportamentos relacionados a nocicepcdo envolvendo fibras
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aferentes sensiveis a capsaicina (JORDT et al., 2004; KOBAYASHI, 2003; MAGGI et
al., 1992). Essas substancias algogénicas sé&o capazes de induzir nocicepg¢ao, bem
como uma reacao inflamatoria, quando fibras aferentes viscerais sdo sensibilizadas
ou neurdnios centrais sofrem uma mudanca em sua excitabilidade (sensibilizacao

central) apés persistente ativacéo visceral (GEBHART, 1995).

O Oleo de mostarda é um potente ativador neuronal que, quando aplicado
topicamente na pele, ativa as terminag¢des nervosas, produzindo dor, inflamacéo e
hipersensibilidade a estimulos térmicos e mecanicos (JORDT et al., 2004). O maior
constituinte do 6leo de mostarda é o Alil-isotiocianato, sendo postulada uma acéo
sobre receptores da capsaicina TRPV1 como mecanismo de agéo, também podendo
desenvolver leséo tecidual direta com producédo de mediadores inflamatérios, como
a bradicinina e prostaglandinas. Muito se questiona quanto ao real mecanismo pro-
nociceptivo desta substancia uma vez que camundongos ‘knock-out’ para o receptor
TRPV1 possuem sensibilidade para o 6leo de mostarda, sugerindo que a capsaicina,
um reconhecido agonista destes receptores, e 0s isotiocianatos possuem

mecanismos moleculares diferentes (CATERINA et al., 2000).

Mais recentemente, um estudo realizado por Bautista et al. (2006), sugeriu a
ligacdo do oOleo de mostarda com um receptor especifico, denominado TRPAL.
Utilizando camundongos “knockout” para esse tipo de receptor, mostrou-se que o
TRPA1 é um importante receptor, no qual irritantes e agentes algésicos endogenos

se ligam despolarizando nociceptores para causar a dor inflamatoria.

No modelo de nocicepcdo visceral induzida por Oleo de mostarda o
tratamento via oral dos animais com acido oleandlico, em doses que variaram de 3-
100 mg/kg, também promoveu uma reducdo na nocicepcédo nas doses de 10, 30 e
100 mg/kg, sendo o maior percentual de inibicdo dos comportamentos obtido com a
dose de 30 mg/kg. Esta por ser mais efetiva foi, portanto, a dose selecionada para o

estudo do mecanismo de acdo do AO nesse modelo.

Como ja visto anteriormente, o AO demonstrou ter eficacia melhor em baixas
doses (10, 30 mg/kg, v.0.), ao passo que com uma dose mais elevada (100 mg/kg,

v.0.) ocorreu uma reducao na atividade antinociceptiva da droga. ISso promoveu a
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formacdo de um grafico dose-resposta na forma de “U”, implicando que AO pode ter
uma dupla acdo sobre a resposta do agente danoso, provavelmente devido ao
aumento da toxicidade da droga em altas doses. Esses resultados estdo de acordo
com o trabalho realizado por Lima-Junior et al. (2006). Nesse estudo, avaliou-se a
atividade antinociceptiva de uma mistura de triterpenos a- e - amirinas no modelo
de nocicepcao visceral induzido por 6leo de mostarda. O aumento da dose testada
levava a uma reducao da atividade antinociceptiva, semelhante ao ocorrido no N0sso

estudo.

O triterpeno AO reduziu significantemente os comportamentos dolorosos
viscerais induzidos por 6leo de mostarda, possivelmente regulando o funcionamento
das fibras aferentes primarias. As visceras expressam uma vasta gama de
receptores de membrana (incluindo receptores vanildides, TRPV1) para estimulos
guimicos, que estdo envolvidos na sinalizacdo sensorial desde a periferia até o
sistema nervoso central (WOOD, 2004). O receptor TRPV1 realiza importante papel
na regulacéao funcional dos nervos sensoriais. Evidéncias apontam para o potencial
terapéutico dos moduladores destes receptores, particularmente no controle da dor
(DOHERTY et al., 2005; BONACHE et al., 2006). Antagonistas do receptor TRPV1
produzem efeitos anti-hiperalgésicos em modelos de dor neuropatica e inflamatéria
(OGNYANOV et al., 2006).

Camundongos ‘knock-out’ para o receptor TRPV1, mostram analgesia em
alguns estados de dor inflamatoria, sugerindo que antagonistas do receptor TRPV1
podem ser efetivos nesses tipos de dor associada com injuria tecidual e exposicao a
substancias irritantes (LIMA-JUNIOR et al., 2006).

Jones et al. (2005), também demonstraram que receptores TRPV1 presentes
nas fibras neuronais aferentes de colons de ratos, medeiam os comportamentos
nociceptivos viscerais durante uma injaria tecidual mecéanica. Por essas razoes,
buscamos avaliar a participacdo desse receptor em um modelo de nocicepcao

visceral induzido quimicamente.

Com o objetivo de verificar a participacdo dos receptores TRPV1 no

mecanismo de acdo do AO, utilizamos o vermelho de ruténio, um antagonista néo-
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competitivo do receptor TRPV1. Essa substancia atua mediante bloqueio do influxo
de Ca®" através do canal associado ao receptor, inibe a atividade excitatoria
mediada pela capsaicina, além de inibir a liberacdo dos estoques intracelulares de
Cca® (SZALLASI; BLUMBERG, 1999).

O vermelho de ruténio e o acido oleandlico foram capazes de inibir a
nocicepcao induzida por 6leo de mostarda. Entretanto, isso ndo implica que o &acido
oleandlico € um antagonista ndo competitivo do TRPV1, como o vermelho de
ruténio. Quando os animais foram pré-tratados com &cido oleandlico e vermelho de
ruténio em combinagdo, ndo existiu antagonismo ou aumento na antinocicepg¢ao no
teste do 6leo de mostarda. Além disso, diferentemente da capsaicina, o AO falhou
em induzir per se nocicepcdo depois da injecdo subplantar em pata de
camundongos. Essas observacdes sugerem que o AO ndo age como um agonista
do TRPV1, mas possivelmente induz uma influéncia modulatéria nos receptores

vanildides, o que necessita de estudos mais aprofundados.

Na tentativa de desvendar melhor o mecanismo de acédo, verificou-se a
participagdo dos receptores a,. Estudos anteriores mostraram que a administracao
de um agonista do receptor a,, demonstrou ter efeito antinociceptivo em modelos
experimentais de colite induzida por formalina em ratos e demonstrou reduzir a
hipersensibilidade visceral em testes clinicos (MIAMPAMBA et al., 1996;
BLACKSHAW; GEBHART, 2002).

A clonidina, agonista dos receptores a,, e o AO foram capazes de reduzir 0s
comportamentos dolorosos induzidos pelo 6leo de mostarda. Entretanto, a ioimbina,
antagonista dos receptores a5, foi capaz de reverter a antinocicepc¢ao produzida pela
clonidina, mas nao a produzida pelo AO, sugerindo que os receptores a, ndo tém

participacdo nesse mecanismo.

Nesse modelo, procuramos avaliar também a participacéo do sistema opioide.
Nossos resultados mostraram que a morfina e o AO reduziram significantemente a
nocicepcao visceral induzida pelo 6leo de mostarda, sendo esse efeito revertido pelo
pré-tratamento com naloxona, o que indica um possivel envolvimento do sistema

opidide. E interresante notar, que a inibicdo da morfina foi mais eficaz quando
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comparado com o AO. Provavelmente, a morfina exerca um efeito maior sobre o
subtipo de receptor k-opidide. Como sugerem dados da literatura, dentre os subtipos
de receptores opidides, o receptor k-opoide exerce um papel bastante expressivo na
nocicepcgéo visceral (BLACK; TREVETHICK, 1998).

A dor relacionada aos testes comportamentais usados para selecionar
agentes potencialmente antinociceptivos pode ter alguma limitacdo. Nao esté claro
gual extensdo da sedacao ou alteragbes nas funcdes motoras podem influenciar o
resultado destes testes. Estudos sugerem que a sedacao do sistema nervoso central
e o efeito muisculo-relaxante ndo-especifico podem reduzir a resposta de
coordenacdo motora como, por exemplo, a lambedura de pata no teste da
capsaicina (SOJA et al., 2002). Desta maneira, procuramos avaliar a acdo do AO
nos modelos do campo aberto e rota-rod.

No teste do campo aberto, houve uma reducao significativa da freqiiéncia de
locomocédo dos animais associada a administracdo do 6leo de mostarda. Porém, o
tratamento dos animais com AO antes da injecdo intracolonica do oOleo reverteu
significativamente este impedimento locomotor ‘freezing’ induzido pelo dleo de

mostarda, permitindo afirmar a efetividade desta mistura como droga antinociceptiva.

Em adicdo, o teste do rota rod foi realizado para avaliar uma possivel
interferéncia sobre a coordenacdo motora dos animais causada pela administracéo
do 6leo de mostarda ou pelo tratamento com AO. Os dados indicam que tanto o AO
(30 mg/kg, v.0.), como o 6leo de mostarda, ndo induzem incoordenacao motora nos
animais no teste do rota rod, permitindo afirmar que o ‘freezing’ expresso pelos
animais que receberam o algégeno ndo se relaciona a alteracbes motoras e que o

triterpeno é realmente efetivo na reversao desta condicao.

Avaliando nossos achados, os resultados obtidos no presente estudo
confirmam e estendem os dados da literatura, mostrando que o triterpeno AO inibe a
nocicepcao visceral e somatica nos modelos de nocicepcao induzido por capsaicina
e Oleo de mostarda. Sugere-se que esse efeito sobre a nocicep¢cdo no modelo

induzido pela capsaicina € em parte devido a uma acao sobre os receptores

opidides, inibicdo da producio de NO e ativacdo dos canais de K*. J4 no modelo de
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nocicepcdo induzida por 6leo de mostarda, sugere-se a participacdo do sistema
opidéide, bem como uma acdo modulatéria sobre os receptores vanildides,

necessitando de estudos mais aprofundados.
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7. CONCLUSOES

©3 O &cido oleandlico nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg revelou uma atividade
antinociceptiva no modelo de nocicepcdo induzida pela injecdo intraplantar de

capsaicina;

©3 O estudo do mecanismo antinociceptivo do acido oleandlico no modelo de
nocicepgédo induzido pela capsaicina, indica um envolvimento do sistema opioide, da
inibicdo da producdo do 6xido nitrico e dos canais de potédssio, como evidenciado
pela reversdao da atividade do AO, proporcionada pela naloxona, L-arginina e
glibenclamida respectivamente;

3 O uso do antagonista dos receptores aj-adrenérgicos, ioimbina, nao reverteu a
atividade antinociceptiva do acido oleandlico, excluindo-se a participacdo deste
receptor como mecanismo de acdo do AO no modelo de nocicep¢ao induzido por

capsaicina;

3 O acido oleandlico nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg revelou uma atividade

antinociceptiva no modelo de nocicepcéo visceral induzida pelo 6leo de mostarda;

8 O estudo do mecanismo antinociceptivo do acido oleandlico no modelo de
nocicepcao visceral induzido por 6leo de mostarda, indica um envolvimento, do
sistema opidide, como evidenciado pela reverséo da atividade do AO, proporcionada

pela naloxona;

©8 O estudo do envolvimento do receptor TRPV1 como parte do mecanismo
antinociceptivo do acido oleandlico no modelo de nocicepc¢éo visceral induzido por
O0leo de mostarda, revela uma possivel modulacdo ao nivel deste receptor,
evidenciado pela ndo potencializacdo da resposta antinociceptiva do vermelho de

ruténio, um antagonista nao competitivo do receptor TRPV1;

o3 O uso do antagonista dos receptores a-adrenérgicos, ioimbina, ndo reverteu a

atividade antinociceptiva do acido oleandlico, excluindo-se a participacdo deste
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receptor como mecanismo de agao do AO no modelo de nocicepgao visceral

induzido por 6leo de mostarda;

©3 O 4cido oleandlico ndo alterou a atividade locomotora espontdnea dos animais,
como demonstrado pelo teste do campo aberto; porém na vigéncia de um estimulo
algogénico (injecdo intracolénica de 6leo de mostarda), que reduz a deambulacéo
normal dos animais, a substancia (30 mg/kg) foi capaz de reverter esse estado de

imobilidade, indicando uma atividade antinociceptiva;

©3 Tanto o acido oleandlico, como o algégeno 6leo de mostarda, ndo causam
alteracdes motoras nos animais, como evidenciado no teste do rota rod, indicando
gue a atividade antinociceptiva da susbtancia independe de um comprometimento

motor.
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