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Resumo

A dor € um sintoma comum de varias doencas crénicas e um dos primeiros sinais observados
pelos clinicos. Portanto, a crescente busca por novas drogas como tratamento alternativo para a
dor é um desafio. Nesse contexto, avaliamos o efeito do triterpeno 3B-6[3-16p-tri-hidroxilup-
20(29)-eno (CLF-1), isolado das folhas de Combretum Leprosum, sob a nocicepcéo em zebrafish
adulto (ZFa) induzida pela capsaicina (Agonista TRPV1). Animais machos e fémeas (60-90 dias;
0,4 = 0,1 g; n =6/grupo), foram tratados via intraperitoneal (i.p.) com CLF-1 (4,0 ou 12 ou 40
mg/kg) ou veiculo (Controle, solu¢ao salina a 0,9%, 20 uL) ou morfina (160 mg/kg; i.p.). Um grupo
ndo tratado (Naive) foi incluido. Apos 30 min, os animais receberam solugdo de capsaicina
(Agonista TRPV1; 49,93 uM; 5,0 pL), aplicada na cauda. Em seguida, foram colocados
individualmente em placas de Petri de vidro (10 x 15 cm) e o efeito antinociceptivo foi quantificado
através do aumento do numero de cruzamentos de linhas (CL) durante 10-20 minutos. Os
resultados foram expressos como média = E.P.M. e analisados por ANOVA, seguido do Teste
Tukey (p<0,05). O estudo foi aprovado pela CEUA-UECE (# 7210149/2016). Como resultado,
CLF-1 (4,0 ou 12 ou 40 mg/kg; i.p.) reverteram significantemente (p<0,001 vs. Controle) a
nocicep¢do induzida pela capsaicina aplicada na calda dos animais. Tal efeito foi
siginificantemente (p>0,05) semelhante ao efeito da morfina (160 mg/kg; i.p.; p<0,001 vs.
controle). Os resultados sugerem acao antagonista aos canais TRPV1. Porém, novos estudos
devem ser realizados para investigacao dos possiveis mecanismos de agéao.
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INTRODUCAO

A dor € um sintoma comum de varias doencas crénicas e um dos primeiros sinais
observados pelos clinicos. A dor é classificada como aguda ou crénica, frequentemente causada
por processos inflamatorios ou neuropéticos. Portanto, a crescente busca por novas drogas como
tratamento alternativo para a dor é um desafio (BATISTA et al., 2018).

O Zebrafish (Danio rerio) € considerado um modelo promissor para o0 uso e
investigacdo do potencial terapéutico de determinadas drogas, incluindo varios farmacos do
Sistema Nervoso Central (KALUEFF et al., 2016; RESENDE e SOCCOL, 2015). Contudo, o0 uso
do zebrafish apresenta diferentes vantagens em relacdo aos modelos mamiferos como
manutencédo de baixo custo, alta taxa de reproducdo, pratica e experimentacdo executavel em
espacos reduzidos (DE CAMPOS, 2016).

Na literatura, o triterpeno 3p-6B-16pB-tri-hidroxilup-20 (29) -eno (CLF-1) isolado das
folnas de Combretum Leprosum, conhecida popularmente por mofumbo, tém demonstrado
diferentes propriedades anti-inflamatérias (LONGHI-BALBINOT et al., 2011), antinociceptiva
(LONGHI-BALBINOT et al., 2011, 2012), cicatrizante (NASCIMENTO-NETO et al., 2015),
antimicrobiano, antibacteriano e antioxidante (EVARISTO et al., 2014; 2017).

Baseando-se no exposto, esse trabalho reporta o efeito do triterpeno 33-6p3-16[3-tri-
hidroxilup-20 (29) -eno (CLF-1), isolado das folhas do C. leprosum, sob a nocicepcdo em

zebrafish adulto induzido pela capsaicina.

MATERIAIS E METODOS

Amostra

Nesse trabalho utilizamos o triterpeno 33-68-16p-tri-hidroxilup-20 (29) -eno (CLF-1),
isolado das folhas do C. leprosum conforme metodologia de Evaristo et al. (2014) e armazenado
no Laboratério de Quimica de Produtos Naturais (LQPN-UECE).
Zebrafish

Zebrafish (Danio rerio) adulto (ZFa), selvagens, ambos os sexos com idade de 60-90
dias, tamanhos de 3.5 + 0.5 cm e peso 0.4 + 0.1 g foram obtidos da Agroquimica em Fortaleza
(Ceara, Brasil). Grupos de 50 peixes foram aclimatados por 24 h em aquarios de vidro (30 x 15

x 20 cm), contendo agua desclorada (ProtecPlus®) e bombas de ar com filtros submersos, a 25



°C e pH 7.0, com ciclo cicardiano de 14:10 h de claro/escuro. Os peixes receberam racéo ad
libitum 24 h antes dos experimentos. Apds os experimentos, 0os animais foram sacrificados por
imersdo em 4gua gelada (2-4 °C), por 10 minutos, até a perda de movimentos operculares
(CONCEA, 2018). Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica
do Uso de Animais da Universidade Estadual do Ceara (CEUA-UECE), sob protocolo n°
7210149/2016.

Protocolo geral

Os testes foram realizados baseando-se em metodologias propostas por Magalhaes
et al. (2017; 2018) e Ekambaram et al. (2017). No dia dos experimentos, os peixes foram
selecionados randomicamente, transferidos para uma esponja Umida, tratados com as amostras
testes ou controles, via intraperitoneal (i.p.). Em seguida foram acondicionados individualmente
em copos de vidro (250 mL) contendo 150 mL de &gua do aquario para repouso. Para os
tratamentos via intraperitoneal (i.p.) ou intramuscular (i.m.) foi utilizada seringa de insulina (0,5

mL; UltraFine® BD) com uma agulha de calibre 30G.

Atividade antinociceptiva comportamental

Para as andlises comportamentais, seguiu-se as mesmas metodologias descritas por
Magalhaes et al. (2017; 2018). Os animais (n=8/grupo) foram tratados com CLF-1 (4,0 ou 12 ou
40 mg/kg; i.p.) ou veiculo (Controle, salina 0,9%; 20 uL; i.p.) ou morfina (160 mg/kg; i.p.) utilizada
como controle positivo. Um grupo sem tratamentos (Naive) foi incluido. Ap6és 30 min dos
tratamentos, a nocicepcéo foi induzida com solucéo de capsaicina (agonista TRPV1; 49,93 uM;
5,0 yL) aplicada na cauda dos animais. Apés tratamentos com agente nociceptivo, 0s animais
foram colocados em uma placa de Petri de vidro (10 x 15 cm), divididos em quadrantes, e a
resposta antinociceptiva foi caracterizada pelo aumento da atividade locomotora ou cruzamentos

de linhas (CL), analizadas durante 10-20 min.

Analise estatistica

Os resultados foram expressos como valores da média + erro padrao da média para
cada grupo de 6 animais. Depois de confirmar a normalidade de distribuicdo e homogeneidade
dos dados, as diferencas entre os grupos foram submetidas a analise de variancia (ANOVA
unidirecional), seguido do teste de Tukey. Todas as analises foram realizadas com o software

GraphPad Prism v. 6.01. O nivel de significancia estatistica foi estabelecido em 5% (p <0,05.



RESULTADOS E DISCUSSOES

Em nossos estudos iniciais, o0 CLF-1 ndo se mostrou toxico e nao alterou atividade
locomotora dos animais (ARELLANO-AGUILAR et al., 2015; MAGALHAES et al., 2017), bem
como também néo reverteu a nocicepdo corneal induzida por salina hiperténica (HOLANDA et
al., 2018). Com o intuito de continuar os estudos com o CLF-1, empregamos o zebrafish adulto
como modelo animal para avaliar o seu efeito sob a nocicepcdo induzida pela capsaicina
(Agonista TRPV1), Como resultado, CLF-1 (4,0 ou 12 ou 40 mg/kg; i.p.) reverteu
significantemente (p<0,001 vs. Controle) a nocicepc¢do induzida pela capsaicina aplicada na
cauda dos animais. Tal efeito da CLF-1 foi siginificantemente (p>0,05) semelhante ao efeito da
morfina (160 mg/kg; v.o.; p<0,001 vs. controle), Fig. 1.
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Fig. 1. Efeito de CLF-1 (4.0 ou 12 ou 40 mg/kg; i.p.) sob a nocicepcéo induzida por capsaicina em zebrafish adulto,
analisados individualmente durante 10-20 min. Cada coluna representa a média + erros padrdo da média (n=6/grupo).
ANOVA unidirecional com teste pés-hoc de Tukey (***p<0,001 vs. Controle; #p<0,05; ##p<0,01; ###p<0,001 vs.
Naive). Controle - salina 0,9% (20 uL; i.p.). Mor-morfina (160 mg/kg; i.p.); Naive: grupo ndo tratado.

Dados reportados na literatura, apontam o efeito antinociceptivo da CLF-1 frente a

outros agentes nocivos. Podemos citar como exemplo, pesquisas desenvolvidas com Longhi-



balbinot et al. (2011). Nesse trabalho, foi realizado a avaliacdo da atividade antinociceptiva de
CLF-1 em camundongos, onde a mesma reduziu a nocicepc¢ao induzida por glutamato (agonista
NMDA). Em outro trabalho, CLF-1 também apresentou atividade antinociceptiva quanto aos
sistemas inibitérios endoégenos da dor, como 0s opioidérgicos e sistemas serotonérgicos
(LONGHI-BALBINOT et al., 2012).

Nesse trabalho, os resultados apontam mais uma aplicacao farmacolégico do CLF-1
como inibidor da dor em zebrafish adulto induzida pela capsaiciana, um antagonisata dos canais
TRPVL1.

CONCLUSAO

O triterpeno 3B-6B-16[3-tri-hidroxilup-20 (29) -eno (CLF-1), isolado das folhas do C.
leprosum, reverteu nocicepcdo em zebrafish (D. rerio) adulto induzido pela capsaicina. Tais
resultados sugerem acgdo antagonista aos canais TRPV1. Porém, novos estudos devem ser

realizados para investigacao dos possiveis mecanismos de acao.
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