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RESUMO

O estudo realizado com os sesquiterpenos poligodial e drimanial obtidos da
Drymis winteri demonstrou que o tratamento de ratos no periodo neonatal com
ambos os compostos provocou reducgéo significante da nocicepgado neurogénica,
da hiperalgesia térmica e do extravasamento plasmatico causados,
respectivamente, pela formalina, pelo adjuvante completo de Freund e pela
capsaicina. Esse efeito foi semelhante ao observado nos animais tratados no
periodo neonatal com capsaicina. Aléem disso, a exemplo da capsaicina, o
tratamento de ratos no periodo neonatal com poligodial ou drimanial causou
significante reducao ou alteragdo na afinidade nos sitios de ligacdo do agonista
ultrapotente de receptores vaniléides (TRPV1), a resiniferatoxina, em ensaios de
unido especifica utilizando membranas da medula espinhal. O tratamento neonatal
com capsaicina, mas néo com o poligodial ou com o drimanial resultou em grande
diminuicao da expressao do receptor vanildide (TRPV1) no ganglio da raiz dorsal.
Em adicdo, o poligodial, o drimanial e a capsaicina promoveram aumento da
captacéo de calcio em fragbes vesiculares, bem como inibiram a unido especifica
para a [*H]-resiniferatoxina na medula espinhal de rato. Ambos sesquiterpenos
causaram mobilizagdo de calcio intracelular em cultura de neurénio do nervo
trigémio de rato. No entanto, em células HEK293 transfectadas com o TRPV1
humano (hTRPV1), ambos sesquiterpenos nao foram capazes de causar
mobilizacao de calcio intracelular. Na bexiga Isolada de rato, a contragao induzida
pelo poligodial e drimanial foi inibida pelos antagonistas dos receptores
taquicinérgicos NK; e NK; (SR140333 e SR48968, respectivamente). Por outro

lado, a capsazepina ou a iodo-resiniferatoxina (antagonistas do TRPV1) causaram
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inibicdo parcial da contragao induzida pelo poligodial, mas nao daquela causada
pelo drimanial. Porém, quando o vermelho de ruténio, um antagonista n&o
seletivo do TRPV1 foi utilizado, observamos que a contragcado na bexiga isolada de
rato induzida pelo poligodial ou drimanial foi inibida de maneira significativa.
Analisados em conjunto, esses resultados sugerem que apesar de alguns
efeitos induzidos pelo poligodial e drimanial serem semelhantes aos causados
pelo agonista vanildide, a capsaicina, estas acdes parecem nao estar
exclusivamente relacionadas com ativagao direta do TRPV1. Sendo assim, esses
sesquiterpenos podem estar atuando em outros alvos farmacoloégicos ou até

mesmo em outrosreceptores da familia TRP.
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ABSTRACT

This study was designed to assess the participation of vanilloid receptor 1
(TRPV1) in the biological actions caused by the dialdehydes unsaturated
sesquiterpenes polygodial and drimanial. The results demostrated that the
neonatal treatment of rats with capsaicin, polygodial or drimanial produced
significant inhibition of the first phase and, to a lesser extent, the second phase of
formalin-induced nociception. In addition all 3 treatment significanty reduced
Complete Freund’s Adjuvant and capsaicin-induced hyperalgesia compared with
vehicle-treated rats. Moreover, both sesquiterpenes inhibited plasma extravasation
induced by capsaicin injection. The neonatal treatment with capsaicin, polygodial
or drimanial significantly also decreased [°H]-resiniferatoxin binding sites in the rat
spinal cord, but only capsaicin neonatal treatment was able to significantly reduce
TRPV1 expression in dorsal root ganglia (DRG). These results extend our previous
findings demonstrating that neonatal treatment of rats with polygodial or drimanial,
similar to that reported for capsaicin, produced persistent antinociception in adult
animals associated with TRPV1 down-regulation in the spinal cord, but not TRPV1
expression in DRG. In addition to their similarity with capsaicin, both compounds
displaced the specific binding sites of [°H]-resiniferatoxin in rat spinal cord
membranes. Likewise, capsaicin, polygodial, drimanial and KCI promoted
consistent *°Ca®* uptake in rat spinal cord synaptosomes. Moreover, polygodial,
drimanial and capsaicin were also able to markedly increase intracellular Ca®*
([Ca®])levels in cultured rat trigeminal neurones. Unlike to capsaicin, both
compounds failed to induce an increase in [Ca®']i in human TRPV1-expressing

HEK293 cells. Taken together these results, apart from some similarities to
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capsaicin effects, polygodal and drimanial seem not to be exclusively related with a
direct interaction with TRPV1. Thus, these sesquiterpenes could be acting through
different pharmacological targets including other receptor in TRP channel family, a

hypothesis that deserves further studies.
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1. INTRODUCAO

As plantas do género Capsicum pertencem a familia Solanaceae, e sao
originarias das Américas Central e do Sul. Cerca de vinte espécies de plantas estao
incluidas nessa familia e encontram-se distribuidas em todo o mundo, porém,
somente cinco sao cultivadas: C. annuum, C. frutescens, C. chinense, C. pendulum
e C. pubescens. As espécies de Capsicum sao conhecidas popularmente como
pimenta vermelha, e sua utilizagédo, tanto na culindria como na medicina popular, é
relatada desde 7000 a.C (para revisdo, ver SZALLASI e BLUMBERG, 1999;
CALIXTO et al., 2001). A procura da substancia pungente presente nas espécies do
género Capsicum iniciou em 1810, mas somente em 1846 Thresh isolou o principio
ativo denominado capsaicina, enquanto a elucidagao da estrutura quimica dessa
substancia foi determinada por Nelson apenas em 1919 (NELSON, 1919 e 1920;
para revisdo ver SZALLASI e BLUMBERG, 1999).

Na medicina popular, as espécies de Capsicum sao utilizadas para aumentar
o apetite, tratamento de prurido, ulceras gastricas, reumatismo, constipacao e para
aliviar dores de dente (HANGAY, 1887; WHITTET, 1968). No final do século XIX, o
professor de medicina James Sawyer (1891) obteve excelentes resultados com o
uso de tinturas de capsaicina no tratamento de reumatismo e bronquite crdénica.
Outros relatos encontrados na literatura demonstram que a capsaicina era usada
topicamente em picadas de serpentes, internamente no tratamento de sintomas
urinarios causados pelo diabetes e ainda como afrodisiaco (para revisdo, ver
SZALLASI e BLUMBERG, 1999).

Por apresentar sabor picante, a pimenta € muito utilizada como condimento

na culinaria e estima-se que ela seja consumida diariamente por mais de um quarto



da populagcdo mundial. Poderia ser coincidéncia, mas dois farmacologistas da
Hungria (pais conhecido por sua comida picante) transformaram a capsaicina de
uma curiosidade culinaria em uma das principais ferramentas farmacolégicas para o
estudo da dor (SZALLASI, 1994). Na década de 50, Nicholas Jancsé (1955)
demonstrou que a aplicacdo de capsaicina na pele humana causou inicialmente
estimulacdo de neurdnios sensoriais produzindo sensagao de dor em queimacéao e
vasodilatagéo. Essa estimulagédo de neurbnios sensoriais induzido pela capsaicina
também produziu liberagcdo de neuropeptideos como a substancia P e o peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) de terminais nervosos. Esse fenémeno é
seguido por um periodo que o autor chamou de dessensibilizacdo (JANCSO e
JANCSO-GABOR 1949: JANCSO, 1955). Durante esse periodo refratario o individuo
é relativamente resistente & capsaicina e a outros estimulos dolorosos (JANCSO e
JANCSO-GABOR 1949; JANCSO, 1955). No entanto, a aplicacdo repetida de
capsaicina induz dessensibilizacdo persistente do nociceptor polimodal, que foi
atribuida provavelmente a estimulagcdo de um subgrupo de neurbénios sensoriais
sensiveis a capsaicina, causando aumento de calcio intracelular e liberagédo de
neuropeptideos com consequente deplecdo dos mesmos (JANCSO et al., 1967). A
sensibilidade a capsaicina e a outros estimulos dolorosos retorna ao normal duas
semanas apés a interrupcdo do tratamento (JANCSO e JANCSO-GABOR 1949,
JANCSO, 1955). Essa dessensibilizacdo induzida pela capsaicina depende nao
somente da dose, mas também da via de administracdo e da susceptibilidade dos
neurdnios aferentes primarios a capsaicina ou a outros vanildides (LYNN, 1990). De
fato, em ratos adultos, essa insensibilidade permanecia por semanas ou meses apos
a administracao sistémica de capsaicina. No entanto, quando a capsaicina era

administrada sistemicamente em ratos ou camundongos neonatos, observou-se



degeneracao seletiva de fibras C e de algumas fibras Ad (efeito neurotoxico),
associada a diminuicao irreversivel do numero de neurdnios sensoriais primarios de
pequeno diametro (JANCSO et al., 1977; para revisdo, ver HOLZER, 1991). Esse
processo de dessensibilizacdo e neurotoxicidade tem justificado o uso clinico de

preparacdes de capsaicina como analgésico (SZALLASI e BLUMBERG, 1999).

1.1. Identificacao dos receptores vanildides

O fato da capsaicina e substancias relacionadas a ela ativarem
seletivamente um grupo especifico de fibras sensoriais sugeria que as acdes
causadas por essas substancias poderiam ser mediadas por um sitio de agao
especifico, presente exclusivamente em neurdnios aferentes que detectam e
transmitem a nocicepcdo (BEVAN e SZOLCSANYI, 1990; HOLZER, 1991). Estudos
com preparagdes de fibras sensoriais in vitro e in vivo demonstraram que o efeito
excitatério causado pela capsaicina é causado principalmente pelo aumento do
influxo de calcio e, em menor extensao, por influxo de sédio (MARSH et al., 1987,
RANG et al, 1987). O influxo de cations causa despolarizagdo da membrana
(BEVAN e SZOLCSANYI, 1990), gerando assim um potencial de acdo (BEVAN e
DOCHERTY, 1993) que € propagado até o sistema nervoso central (SNC), por meio
dos neurdnios sensiveis a capsaicina, ocasionando uma sensac¢ao de ardéncia ou
dor (HOLZER, 1991). Esse influxo de cations causa também liberacdo de varios
neuropeptideos, incluindo as taquicininas, o CGRP e a somatostatina (GAMSE et al.,
1981; AUGUSTINE et al., 1987). A substancia P e o CGRP, liberados dos nervos
sensoriais, estdo envolvidos em processos patolégicos como, por exemplo, a

inflamacéo neurogénica (HOLZER, 1988, GEPPETTI e HOLZER, 1996) e em



processos fisiolégicos, como o relaxamento de esfincteres e na produgado de muco
gastrico (LIPPE et al., 1989; HOLZER et al., 1990; UCHIDA et al., 1991). No entanto,
ainda nao havia evidéncias de que esse receptor para a capsaicina poderia ser
operado por algum ligante endégeno (BEVAN et al., 1987; BEVAN e SZOLCSANYI,
1990). Com base em evidéncias indiretas, alguns autores sugeriram que a
capsaicina teria um sitio especifico de reconhecimento na membrana, o qual
promoveria a ativagéo de canais idnicos permeaveis a cations nédo seletivos (BUCK
e BURKS, 1986; HOLZER, 1991).

Tentativas de caracterizacdao de um receptor para capsaicina mediante o
uso de técnicas de uniao especifica utilizando analogos da capsaicina nao obtiveram
resultados promissores, devido principalmente a alta lipofilicidade e a baixa afinidade
desses compostos (a capsaicina age in vitro com poténcia micromolar ou
submicromolar), quando comparado com outros ligantes, marcados radioativamente,
que atuam geralmente em nanomolar ou picomolar (SZEBENI et al., 1978; JAMES et
al., 1988). Além desses problemas, varios grupos nao obtiveram sucesso em
sintetizar analogos da capsaicina com maior poténcia (SZALLASI, 1994). Dessa
forma, iniciou-se, na ultima década uma procura por analogos da capsaicina com
maior poténcia.

Na procura de novos promotores de tumor, semelhantes aos ésteres de
forbol, Hergenhahn e colaboradores (1975) isolaram da planta Euphorbia resinifera
(Euphorbiaceae) um diterpeno extremamente irritante, chamado pelos autores de
resiniferatoxina. No entanto, a resiniferatoxina nao apresentou atividade promotora
de tumor, diferentemente dos outros ésteres de forbol. Além disso, a resiniferatoxina,
nao foi capaz de deslocar a unido especifica para os ésteres de forbol (DRIEDGER

e BLUMBERG, 1980). Comparagbes da relacdo estrutura-atividade entre a



resiniferatoxina e varios outros produtos naturais irritantes demonstraram que a
resiniferatoxina e a capsaicina tém um grupamento homovanilico em comum, que &
essencial para a atividade biologica de ambas as substancias (SZALLASI e
BLUMBERG, 1990a).

A resiniferatoxina produz varias agdes farmacolégicas semelhantes as da
capsaicina, incluindo pungéncia, inflamacdo neurogénica e diminuicdo da
temperatura corporal (SZALLASI e BLUMBERG, 1989). No entanto, algumas ac¢des
causadas pela resiniferatoxina como, por exemplo, seu efeito dessensibilizante é até
mil vezes mais potentes do que as observadas para a capsaicina (MAGGI et al.,
1990; SZALLASI, 1994). Essa alta poténcia apresentada pela resiniferatoxina
possibilitou o estudo do sitio de agcdo da capsaicina. As evidéncias iniciais
mostravam que a resiniferatoxina marcada radioativamente ligava-se em sitios
especificos no ganglio da raiz dorsal (GRD) de rato, uma ligagdo que era deslocada
competitivamente e seletivamente pela capsaicina (SZALLASI e BLUMBERG,
1990b). Essa foi a primeira demonstracdo inequivoca com relagdo a existéncia de
receptores para a capsaicina.

A ligacao especifica para a [*H]-resiniferatoxina realizada em ratos também
demonstrou que esses sitios de ligagdo estavam presentes em varios outros tecidos
periféricos, incluindo o nervo ciatico e o vago (ACS et al., 1994), a bexiga urinaria
(ACS et al., 1994, 1996), a uretra (PARLANI et al., 1993), a traquéia, os brénquios e
0 coélon (SZALLASI et al., 1993, GOSO et al., 1993). Como a resiniferatoxina e a
capsaicina tém um grupamento homovanilil em comum (a resiniferatoxina € um éster
€ a capsaicina € uma amina), o receptor e as substéncias capazes de se ligarem a
esse receptor foram denominados vanildides (SZALLASI e BLUMBERG, 1990a).

Outra evidéncia adicional sobre a existéncia de receptores vanildides foi obtida com



o estudo da relagao estrutura-atividade para a capsaicina e analogos, o que permitiu
a descoberta da capsazepina, um antagonista sintético seletivo e competitivo para
os efeitos causados tanto pela capsaicina como pela resiniferatoxina (URBAN e
DRAY, 1991, BEVAN et al., 1992). Esse antagonista, Por exemplo, foi capaz de
bloquear o influxo de calcio causado pela capsaicina em neurénios do GRD de rato,
em experimentos eletrofisiolégicos in vitro (OH et al., 1996).

A confirmacéao definitiva da existéncia de receptores vaniléides surgiu com os
estudos de biologia molecular e a clonagem do receptor vaniléide do tipo 1 (TRPV1),
a partir do DNAc obtido do GRD (CATERINA et al., 1997). O gene do TRPV1
codifica uma proteina contendo 838 aminoacidos e 95 kDa de massa molecular.
Essa proteina forma um canal iénico ndo seletivo que pertence a familia de
receptores que geram um potencial transitério (fransient receptor potential - TRP). O
TRPV1 é formado pela unido de quatro subunidades, cada uma contendo seis
dominios transmembranais, dois terminais citosélicos em cada extremidade da
molécula e um possivel poro entre o quinto e o sexto dominio (KEDEI et al., 2001)

(Figura 1).

Figura 1. Modelo estrutural do TRPV1 clonado (Adaptado de Caterina et al., 1997).



Uma alta expressao desses receptores foi evidenciada nos neurénios do GRD
e no nervo trigémio (CATERINA et al., 1997; TOMINAGA et al., 1998). O TRPV1 foi
detectado tanto nos terminais centrais de neurdnios aferentes primarios (corno
dorsal da medula espinhal e nucleo caudal do complexo trigeminal espinhal) como
nas terminacdes periféricas (pele e cérnea) de mais de 50% dos neurdnios aferentes
primarios estudados (GUO et al., 1999). Outros estudos demonstram que o0 RNAm
para o TRPV1 é também expresso em diversas areas do sistema nervoso central
incluindo o sistema limbico, corpo estriado, hipotalamo, substancia negra, nucleo
talamico paraventricular, formacéao reticular, locus coeruleus e cerebelo (MEZEY et
al.,2000). No entanto, existem evidéncias de que o RNAm e a proteina do TRPV1
também sao produzidos e expressos em células ndao neuronais, incluindo células
epiteliais e urotélio (BIRDER et al., 2001), queratinécitos (INOUE et al., 2002) e em
células gliais (DOLY et al., 2004).

A familia TRP pode ser subdividida em trés subclasses TRPC, TRPM e TRPV
(CLAPHAM et al., 2003) (Tabelal), sendo que o TRPV1 pertence ao Gltimo grupo
(MONTELL et al., 2002). Além do TRPV1, outros membros da familia de receptores
TRP sdo expressos em neurdnios sensoriais (vide tabela 1). Por exemplo, mais
recentemente, foi clonado um outro canal TRP chamado de ANKTM1 que responde ao
frio (< 172C), mas nao ao mentol (TRPM8) (PEIER et al., 2002). Os neurdnios sensoriais
que expressam TRPV1, mas ndo aqueles que expressam o TRPM8, parecem também
expressar o ANKTM1 (MCKEMY et al., 2002; PEIER et al., 2002). O TRPV1 é
considerado um termosensor e pode ser ativado por substancias exdgenas irritantes,
além da capsaicina e da resiniferatoxina. Recentemente, foi demonstrado que as
acbes do etanol em nociceptores (TREVISANI et al., 2002) sdo aparentemente

mediadas via ativagao do TRPV1.



Tabela 1

Propriedades de alguns canais idnicos envolvidos na transduc¢ao térmica

Nomenclatura | Outros Sensibilidade | Agonistas antagonistas | Distribuicdo
nomes a temperatura tecidual
TRPV1 VR1 >42°C capsaicina, vermelho de | SNP, cérebro, medula
produtos da via | ruténio espinhal, pele, lingua,
da lipoxigenase | capsazepina | e bexiga
pH, RTX, etanol,
NADA e
anandamida
TRPV2 VRLA >52°C Fator 1 de vermelho de | SNP, cérebro, medula
crescimento ruténio espinhal
tipo insulina
TRPV3 VRL3 >33°C - vermelho de| SNP (humano), pele.
ruténio
TRPV4 OTRPC4 |~27-42°C Hipotonicidade, |vermelho de |Rim, SNP, pele,
VR-OAC 4-aforbol ruténio, cérebro, figado,
TRP12 gadolinium traquéia, coragao,
VRL2
TRPMS8 CMR1 <25°C Mentol, icilina, vermelho de| SNP, préstata
eucaliptol, ruténio (humana)
ANKTM1 TRPA1 <17°C Icilina, aldeido | vermelho de | SNP
cindmico ruténio
SNP, sistema nervoso periférico, N-araquidonoil-dopamina, NADA, RTX,
resiniferatoxina. Adaptado de Patapoutian et al., (2003).
Além dessas substancias exdégenas, o TRPV1 pode ser ativado

endogenamente por altas temperaturas (> 43°C) e por baixo pH (< 6,5), o que
contribui para a detec¢éo de estimulos térmicos e quimicos nocivos pelos neurdnios
sensoriais primarios (CATERINA et al., 1997, TOMINAGA et al., 1998). Porém, as
correntes nativas induzidas em neurénios sensoriais pelo calor ou por prétons nao
tém todas as caracteristicas das correntes mediadas pela ativagédo de receptores
vanildides expressos em sistemas heterélogos, o que sugere que outras proteinas
diferentes do TRPV1 possam ser responsaveis pela detec¢cdo desses estimulos
(para revisao, ver CATERINA e JULIUS, 2001). Estudos tém demonstrado que a
capsaicina liga-se no lado intracelular do receptor TRPV1, precisamente entre os
dominios transmembranais dois e trés desse receptor (JUANG et al., 1999). O fato é

gue a capsaicina é uma molécula que apresenta similaridade estrutural com varios



mediadores lipidicos enddgenos, o que sugere que essas substancias podem ser os
ativadores naturais do receptor TRPV1. Dados da literatura demonstram que varios
mediadores lipidicos como a anandamida (ZYGMUNT et al., 1999), a N-araquidonoil-
dopamina (NADA) (HARRISON et al, 2003) ou os produtos derivados da
lipoxigenase (HWANG et al., 2000), principalmente o acido
hidroxiperoxieicosatetraendico (12-HPETE), ativam receptores TRPV1 naturais ou
expressos em sistemas heterélogos in vitro (Figura 2). Todavia, existem poucas
informacgdes acerca da regulacdo da atividade do receptor TRPV1 e da producao de
agonistas endégenos em modelos experimentais in vivo. A atividade do TRPV1 pode
ser modulada pela acdo de mediadores inflamatérios, incluindo bradicinina,
prostaglandinas, adenosina trifosfato (ATP), fator de crescimento derivado do nervo
(NGF) e (Figura 2). A ativagdo da fosfolipase C por receptores metabotropicos
ativados por esses mediadores causa degradacéo de fosfolipidios de membrana,
como o fosfatidil inositol-4,5 bifosfato (PIP;), os quais exercem efeito inibitério na
ativacdo do TRPV1 (PRESCOTT e JULIUS, 2003). Além disso, esses mediadores
podem fosforilar o receptor via ativagdo da proteina quinase C (PKC) ou através da
proteina quinase A (PKA) (SZALLASI e BLUMBERG, 1999; PREMKUMAR e
AHERN, 2000). Essa modulacao produz potencializagao da resposta a agonistas
exogenos (capsaicina ou temperatura) ou endégenos (anandamida, pH) (VELLANI
et al., 2001). Recentemente, Ferreira et al., (2004), demonstraram que a acgao
nociceptiva causada pela bradicinina, quando administrada na pata de
camundongos, pode ser mediada nao somente por uma ativagao direta de neurdnios
sensoriais, mas também pela liberacao indireta de mediadores lipidicos que ativam e
sensibilizam o TRPV1. De fato, o TRPV1 tem sido considerado um integrador

molecular de estimulos nocivos no terminal periférico de nervos sensoriais primarios
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envolvidos na sinaliza¢ao da dor (JULIUS e BASBAUM, 2001).

Bradicinina B,
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Figura 2. Possiveis mecanismos envolvidos na ativagcdo do TRPV1 (GEPPETTI e
TREVISANI, 2004). PLC- fosfolipase C, PKC- proteina quinase C, PKA- proteina
quinase A, DAG- diacil glicerol, PIP,- fosfatidil inositol-4,5 bifosfato, cCAMP-adenosina
monofosfato ciclico, AC- adenilato ciclase, AEA- anandamida, NADA- N-
araquidonoil-dopamina, NGF- fator do crescimento do nervo, TrK- receptor de
tirosina quinase, EP4 e EP2- receptores de prostandides tipo 1 € 2, PAR2 - receptor

ativado por protease, P,Y - receptor purinérgico
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Esses dados foram confirmados por estudo de delecdo génica, no qual
camundongos nocautes para o TRPV1 apresentaram respostas normais a estimulos
mecanicos nocivos, mas nao apresentaram comportamento de dor quando tratados
por agonistas vanildides, além de apresentarem sensibilidade térmica reduzida no
local da inflamagéo (CATERINA et al.,2000; DAVIS et al.,2000). Mais recentemente,
estudos farmacologicos (WALKER et al., 2003) demonstraram que a capsazepina &
capaz de reverter a hiperalgesia mecénica em modelos de inflamacao e dor
neuropatica em cobaias. Dessa forma, parece evidente que o TRPV1 é essencial em
processos de hiperalgesia térmica e mecanica associados a processos inflamatérios

e dano tecidual (CATERINA et al., 2000; DAVIS et al., 2000).

1.2. Utilizacao dos vaniléides na clinica e seu potencial terapéutico

Nos ultimos anos, a capsaicina tornou-se um instrumento importante nas
pesquisas biomédicas. O interesse cientifico por esse composto € motivado pelo fato
de que a capsaicina exerce agdes peculiares sobre uma subpopulagcao de neurdnios
sensoriais que transmitem a informacgao nociceptiva. As evidéncias de um importante
papel fisiolégico dessa subpopulagédo de neurénios também tém contribuido para o
aumento do numero de trabalhos nessa area. Os neurdnios sensiveis a capsaicina
parecem estar relacionados a diversas doengas. De fato, a capsaicina & utilizada
clinicamente no tratamento de diversas patologias, incluindo a hiper-reflexia ou
hipersensibilidade da bexiga urinaria, estados de dor neuropatica, como neuralgia
pos-herpética, dor neuropatica causada pela diabetes, sindrome da dor pdés-
mastectomia, osteoartrite e artrite reumatéide (SZALLASI e BLUMBERG, 1999).

Na clinica, a capsaicina tem sido utilizada principalmente em pacientes que

apresentam hiper-reflexia de bexiga urinaria causada por lesdo na medula espinhal.
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Nessa patologia, a instilagdo de capsaicina intravesical € benéfica por diminuir a
sensibilidade das fibras C envolvidas no reflexo de miccdo (DE GROAT, 1997,
CRUZ, 1998).

As propriedades antinociceptivas da capsaicina demonstradas recentemente
ja haviam sido evidenciadas no século XIX, quando ela era usada para tratar dor de
dente. Outros usos incluem o tratamento da rinite vasomotora, parestesia e outras

patologias (para reviséao, ver SZALLASI e BLUMBERG, 1999).

1.3. Novos agonistas naturais de receptores vanildides

Apesar dos dialdeidos insaturados nao apresentarem estrutura quimica
semelhante as da capsaicina (Figura 3), estes compostos promovem muitas agcdes
semelhantes a capsaicina (SZALLASI et al., 1996, 1998). Isso fez com que alguns
pesquisadores comegassem a estudar suas possiveis interagcdes com os receptores
vaniléides. Aproximadamente 80 terpendides contendo um grupamento 1,4-aldeido
a,B-insaturado funcional foram isolados e identificados em diversas fontes naturais,
incluindo plantas, algas, esponjas, moluscos, insetos e fungos (JONASSOHN e
STERNER, 1997). Diversos dialdeidos insaturados, tais como o cinamolido, o
cinamodial, o cinamosmolido (isolados da Cinnamosma fragrans) e o isoveleral
(isolado da Lactarius vellereus) também demonstraram pungéncia e acdes
farmacolégicas semelhantes as da capsaicina (CANONICA et al., 1969). Além dos
dialdeidos insaturados, triprenil fenois (scutigeral), cetonas fendlicas (gingerol) e
acidos graxos insaturados (&cido ricinoleico) também foram descritos como
possiveis ativadores do TRPV1 (STERNER e SZALLASI, 1999; DEDOV et al., 2002,

LIDA et al., 2003).
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Figura 3. Estrutura quimica da capsaicina, resiniferatoxina, poligodial e drimanial.

Apesar dessas observacdes, a possibilidade dos dialdeidos insaturados
atuarem diretamente em receptores TRPV1 somente foi investigada a partir de 1996.
Estudos in vitro, realizados com o isoveleral, scutigeral, cinamodial e o
cinnamosmolide, demonstraram que esses compostos causaram aumento da
captagdao de calcio em neurbnios sensoriais. Esses compostos também
apresentaram afinidade quando analisados na ligacdo especifica da [*H]-
resiniferatoxina e causaram pungéncia quando aplicados na lingua de humanos
(SZALLASI et al, 1996). Recentemente, Ralevic e colaboradores (2003)
demonstraram, em células HEK293 transfectadas com TRPV1 de rato e em cultura
de GRD de rato, que o isoveleral ndo é capaz de atuar como um agonista do

TRPV1, mas sim como antagonista deste receptor. O fato desses compostos
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estarem agindo via ativagdo do TRPV1 pode representar um alvo importante para o

desenvolvimento de novas drogas com potencial analgésico.

1.4. Efeitos bioldgicos da Drymis winteri e dos sesquiterpenos poligodial e

drimanial

A D. winteri (Winteraceae) é encontrada em alguns paises da América do
Sul, principalmente na regido Sul do territério brasileiro. Suas folhas e cascas séo
utilizadas popularmente como estimulante, antiespasmédico, antidiarréico,
antipirético, cicatrizante, antiinflamatério, no tratamento da hemorragia uterina e em
certas afec¢des do trato respiratorio, bem como na asma brénquica e em alergias
(MORTON, 1981; SIMOES et al., 1986). Além disso, essa planta é também utilizada
no tratamento do cancer e de ulceras e como substituto da pimenta na culinaria.
(PIO CORREA, 1978; RICCIERI, 1981; GUPTA, 1995; GRAVES, 1996).

Estudos anteriores demonstraram que o extrato hidroalcodlico da D. winteri
interfere nas respostas contrateis induzidas por varios mediadores quimicos, quando
testado no ileo e na traquéia isolados de cobaia (EL SAYAH et al, 1998).
Experimentos realizados in vivo também demonstraram que o tratamento sistémico
com o extrato da D. winteri produz efeitos antiedematogénico, antialérgico e
antinociceptivo (TRATSK et al., 1997; MENDES et al., 1998).

Os estudos farmacoldgicos in vitro realizados com o sesquiterpeno poligodial
demonstraram que esse composto produz relaxamento dependente da sua
concentracéo, quando testado em vasos com endotélio integro (artérias pulmonares
de coelhos e cobaias e aorta toracica de coelho) e no corpo cavernoso de coelho
(Andre et al., 1999 e 2003). Essas ac¢bes parecem envolver a liberacdo de oxido

nitrico (NO) ou substancia relacionada ao NO do endotélio vascular, por meio de um
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mecanismo dependente da ativagao da guanilato ciclase e do aumento dos niveis de
GMPc (ANDRE et al., 1999 e 2003). Da mesma forma que o extrato de D. winteri, o
poligodial, administrado em camundongos, tanto por via oral como intraperitoneal,
produziu inibicdo. O efeito foi dependente da dose e de longa duracdo das
contor¢des abdominais induzidas por acido acético, caolin e zimozan. Além disso foi
verificado que tanto o extrato de D. winteri quanto o poligodial foram capazes de
inibir a dor neurogénica e inflamatéria induzida pela formalina e pela capsaicina em
camundongos (MENDES et al., 1998 e 2000).

O poligodial administrado pelas vias intratecal ou intracerebroventricular em
camundongos, produziu antinocicep¢cao acentuada nas duas fases da resposta a
formalina, indicando um sitio de atuacdo espinhal ou supra-espinhal. Quando
administrado por via oral, o extrato hidroalcodlico da D. winteri reverteu
completamente a hiperalgesia produzida pela injec¢éo intraplantar de bradicinina ou
pela substancia P; contudo, ndo foi capaz de reverter a hiperalgesia induzida por
prostaglandina E; e carragenina (MENDES et al., 1998).

O mecanismo pelo qual o poligodial exerce sua agao antinociceptiva nao
parece estar relacionado a interagdo com a via L-arginina — NO nem com receptores
GABAA e GABAg, ou ainda a ativagao de canais de potassio de pequena e grande
condutancia e canais de K' ativados por ATP. Por outro lado, o sistema opidide
(receptores k e ), a serotonina, receptores adrenérgicos do tipo a4 e a ativagéo de
proteinas Gj, sensiveis a toxina pertussis parecem estar envolvidos no mecanismo
pelo qual o poligodial produz antinocicepgao (MENDES et al., 2000). Curiosamente,
a acao do poligodial ndo produz tolerancia cruzada com a morfina e nem é afetada

pela adrenalectomia prévia dos animais (MENDES et al.,2000).
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Em estudos preliminares, Cechinel Filho et al. (1998) e Malheiros et al. (2001)
demonstraram que outros sesquiterpenos isolados da casca de D. winteri,
identificados como 1-B-(p-metoxinamil)-poligodial e drimanial, também causaram
inibicdo significante da resposta nociceptiva induzida por acido acético em
camundongos, porém apresentando menor poténcia em relagdo ao poligodial.
Scheidt et al. (2002) demonstraram que o drimanial produziu efeito antinociceptivo
pronunciado nos modelos de nocicepgao causados pela formalina, capsaicina e pelo
glutamato e que esse efeito nao foi revertido pela naloxona. No mesmo modelo, foi
também observado que o drimanial foi capaz de bloquear de forma efetiva a
nocicepgao induzida pela injecdo intratecal do agonista de receptores
metabotrépicos glutamatérgico (1S,3R)-ACPD em camundongos, mas nao quando a
inducéo foi realizada pelos agonistas de receptores glutamatérgicos ionotropicos
NMDA, AMPA ou cainato e pela substancia P (SCHEIDT et al., 2002). O drimanial
também produziu inibicdo dependente da concentragcdo da unido especifica para o
[*H]-glutamato, em membranas de cértex de camundongos (aproximadamente 87%
na concentracdo de 30 uM) (SCHEIDT et al., 2002). Além disso, dados nao
publicados de nosso laboratério demonstram que o tratamento neonatal de
camundongo com capsaicina provoca reducgao significativa do efeito nociceptivo
causado pelo drimanial ou pela prépria capsaicina. Adicionalmente, o pré-tratamento
dos animais com capsazepina, antagonista do TRPV1, causou reversao significativa
do efeito antinociceptivo originado pelo drimanial ou pela capsaicina, na primeira
fase da nocicepgéao induzida pela formalina. Esses resultados em conjunto sugerem
que o efeito antinociceptivo causado pelo drimanial parece ser, em parte, mediado
por receptores metabotropicos glutamatérgicos e vanildides. De fato, estudos

recentes tém demonstrado que a estimulagdo do TRPV1 & um importante passo
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para a ativacao de neurénios sensoriais induzido pelos receptores metabotrépicos
glutamatérgicos (HU et al., 2002).

Esses resultados estabelecem perspectivas para o aproveitamento dos
sesquiterpenos poligodial e do drimanial no desenvolvimento de novas drogas
analgésicas. Dessa forma, no presente trabalho foi investigada a hipotese de que as
acoes farmacoldgicas do poligodial e drimanial poderiam estar relacionadas com os

TRPV1.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste estudo foi investigar, com o emprego de técnicas
bioquimicas e farmacoldgicas in vitro e in vivo, alguns dos mecanismos de ac¢do dos
sesquiterpenos poligodial e drimanial, enfatizando o possivel envolvimento dos
receptores vanildides.

Os objetivos especificos foram:

e Verificar se o poligodial e o drimanial causam efeito sistémico antinociceptivo
e antiinflamatério semelhante ao da capsaicina, quando administrados
durante o periodo neonatal em ratos;

e Verificar, por meio da técnica de Western blot, se o poligodial e o drimanial
causam alteracao na expressao da proteina TRPV1 em ratos tratados durante
o periodo neonatal com esses compostos;

e Verificar se ambos os compostos interagem com os receptores vaniléides, por
meio da técnica de unido especifica, bem como analisar a capacidade dos
mesmos em estimular a captacdo de calcio, utilizando fragbes vesiculares
obtidas da medula espinhal de rato;

e Analisar se esses compostos ativam os receptores vanildides em células
HEK293 transfectadas com TRPV1 humano ou em células do géanglio do
nervo trigémio de rato atraves da técnica de calcio intracelular.

e Analisar por meio de testes funcionais, in vitro, se o poligodial e o drimanial

apresentam a¢des semelhantes aos agonistas de receptores vanildides.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos e fémeas, fornecidos pelo Biotério
Central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) e ratos Sprague-Dawley
(Morini, Italia), todos pesando de 200 a 300 g, criados em ambiente com temperatura
controlada (22 + 2 °C), ciclo claro/escuro de 12 h, com agua e racao fornecida ad
libitum. Os experimentos foram conduzidos de acordo com orientagbes descritas
pelo Comite de Etica de Uso de Animais Experimentais (CEUA) da UFSC,
cadastrado sob os numeros 263/CEUA e 23080035336-16/UFSC. Os estimulos e o
numero de animais foram o0s minimos necessarios para demonstrar efeitos

consistentes dos tratamentos com as substancias em estudo.

3.2. Isolamento e purificagao dos compostos

O poligodial e o drimanial foram isolados das cascas da D. winteri no
laboratério de Produtos Naturais do Departamento de Quimica da UFSC, pelo
professor Dr. Rosendo A. Yunes, conforme procedimentos previamente descritos

(CECHINEL FILHO et al., 1998; MALHEIROS et al., 2001).

3.3. Experimentos in vivo e in vitro realizados com ratos tratados no

periodo neonatal com capsaicina, poligodial e drimanial

Ratos Wistar neonatos (com 48 h de vida) receberam injecédo subcutanea de

capsaicina (50 mg/kg), como descrito previamente por Gamse et al. (1982). Grupos
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adicionais de animais receberam injecado subcutédnea de poligodial (150 mg/Kg),
drimanial (150 mg/Kg) ou veiculo (10 % Tween e 10 % etanol, em salina tamponada
com fosfato-PBS). A escolha das doses de poligodial e drimanial baseou-se em
experimentos preliminares. Seis a oito semanas apo6s o tratamento neonatal, os

ratos foram analisados através de estudos in vivo e in vitro.

3.3.1. Nocicepgao induzida pela formalina em ratos tratados durante o

periodo neonatal com capsaicina, poligodial ou drimanial

O teste da formalina foi realizado conforme descrito por Dubuisson e Dennis
1977), com pequenas modificagdes. Os ratos que receberam no periodo neonatal
veiculo (PBS), capsaicina, poligodial ou drimanial foram observados
simultaneamente por 50 minutos, ap6s administragéo da injecao intraplantar de 50 pl
de formalina (2,5 % de formalina) na pata direita. O tempo em que o animal
permaneceu agitando, lambendo ou recolhendo a pata injetada foi medido com o
auxilio de um cronémetro e considerado como indice de nocicepgao. A resposta
nociceptiva inicial teve um pico em cinco minutos ap6s a injecéao (primeira fase) e foi
seguida por um segundo pico que iniciou 20 minutos apés injecdo de formalina
(segunda fase). Essa segunda fase foi observada por até 50 minutos apés a injecao

de formalina.
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3.3.2. Hiperalgesia térmica e extravasamento plasmatico induzido pela
capsaicina em ratos tratados no periodo neonatal com capsaicina, poligodial

ou drimanial

Os animais tratados no periodo neonatal com veiculo, capsaicina, poligodial
ou drimanial, quando adultos, foram anestesiados com éter e, em seguida,
receberam injecdo intraplantar na pata direita de 100 pl de capsaicina (20
nmol/pata). Dez minutos ap6s a injecao, a hiperalgesia térmica foi avaliada como a
reducao da laténcia do tempo de retirada da pata, de acordo com o método descrito
por Hargreaves et al. (1988). Os ratos foram colocados em uma caixa de acrilico
transparente (22 x 18 x 13 cm), em uma superficie elevada e, apds 15 minutos de
aclimatizagdo antes da realizacdo do teste, o estimulo térmico (calor radiante) foi
direcionado para a superficie plantar dos animais. Com uma resposta de retirada da
pata, o estimulo foi automaticamente desligado e a laténcia para a resposta foi
cronometrada. A intensidade da luz infravermelha foi ajustada para obtencao de
valores basais de laténcia de aproximadamente 12 s. O tempo maximo para
estimulacado de 20 segundos foi usado para evitar lesdo tecidual. A resposta basal
de retirada da pata desses animais foi obtida uma hora antes da injecao de
capsaicina. O extravasamento plasmatico também foi medido no final de cada
experimento. Nesse experimento, um minuto antes da injecdo de capsaicina, 0s
animais receberam injecao intrapeniana de azul de Evans (10 mg/Kg). Trinta minutos
apos o estimulo, os animais foram sacrificados, a pata foi removida, pesada e
incubada com formamida por 24 h, a 56 °C. A quantidade do azul de Evans

extravasada foi medida por espectrofotdmetro pela densidade 6ptica em 630 nm.
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3.3.3. Hiperalgesia térmica e edema de pata induzido pelo adjuvante
completo de Freund (CFA) em ratos tratados no periodo neonatal com

capsaicina, poligodial ou drimanial

Os animais tratados no periodo neonatal com veiculo, capsaicina, poligodial
ou drimanial foram anestesiados com éter e em seguida receberam injecéao
intraplantar de 150 pl/pata de CFA (Mycobacterium tuberculosis 1 mg/ml, destruido
por calor e suspenso em parafina) na pata direita. A hiperalgesia térmica foi medida
24 horas apo6s a injecdo de CFA e avaliada como descrito acima. A resposta basal
de retirada da pata desses animais foi obtida uma hora antes da injegédo de CFA. O
edema de pata foi avaliado por pletismémetro (Ugo Basile, Italia) e expresso em
mililitros como a diferenga entre a pata direita e a pata esquerda, 24 horas ap6s o

tratamento com CFA.

3.3.4. Ensaio de unido especifica para a [°H]-resiniferatoxina em
membranas da medula espinhal de ratos tratados no periodo neonatal

com capsaicina, poligodial ou drimanial

A unido especifica para a [*H]-resiniferatoxina foi realizada como descrito
previamente por Szallasi et al. (1998). Para a obtencdo das membranas, a medula
espinhal de ratos tratados no periodo neonatal com capsaicina, poligodial ou
drimanial foi removida e homogeneizada em tampao de homogeneizacdo gelado
(pH de 7,4) contendo: 5 mM de KCI; 5,8 mM de NaCl; 2 mM de MgCl,; 0,75 mM de
CaCly; 12 mM de glicose; 137 mM de sacarose e 10 mM de acido 4-(2-hidroxietil)-1-

piperazinaetanosulfénico (HEPES). O homogenato foi primeiramente centrifugado
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por 10 minutos, a 1.000 x g, a 4 °C. O precipitado resultante foi descartado e o
sobrenadante centrifugado a 35,000 x g por 30 minutos, a 4 °C. O precipitado
resultante foi ressuspenso em tampao de homogeneizacao e estocado a —70 °C, até
o dia do experimento.

O experimento foi realizado em duplicata, com volume final de 500 pl,
contendo tampéao de homogeneizagdo, com 0,25 mg/ml de soro albumina bovina
(BSA), membrana (100 ug/proteina) e 50 pM de [*H]-resiniferatoxina. Para a medida
da uniao inespecifica, 100 nM de resiniferatoxina nao-radioativa foi incubado em
alguns tubos. A reacédo da unido especifica foi iniciada com a transferéncia dos
tubos para um banho com agua a 37 °C. Ap6s 60 minutos de incubacao, a reacao foi
finalizada pela transferéncia dos tubos para um recipiente contendo gelo. Cem
microgramas de glicoproteina acida bovina oy foram adicionados em cada tubo para
reduzir a unido inespecifica. Finalmente, o radioligante ligado e livre foi separado por
centrifugacao por 15 minutos, a 20,000 X g, a 4 °C. A radioatividade foi medida no
precipitado obtido por contagem em cintilador. A unido especifica foi calculada como
a diferengca da unido especifica total e inespecifica. A porcentagem da ligacao
especifica nessas condi¢des foi de aproximadamente 70 %. O experimento de uniao

especifica foi realizado em duplicata de 4 experimentos diferentes.

3.3.5. Analise do conteudo protéico do receptor TRPV1 por
imunodeteccdao no ganglio da raiz dorsal de ratos tratados no periodo

neonatal com capsaicina, poligodial ou drimanial

A técnica de Western blot foi realizada de acordo com o protocolo descrito

previamente por Leal et al. (2002), com pequenas modificacdes. O GRD de ratos
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tratados durante o periodo neonatal com capsaicina, poligodial, drimanial ou veiculo
foi removido e homogeneizado em tampao gelado contendo: 100 mM de Tris, 2 mM
de EDTA, 200 mM de NaF e inibidores de protease (2 pg de aprotinina; 0,1 mM de
fluoreto de fenilmetanosulfonila). A concentracdo de proteinas foi medida pelo Kit
Biorad®, segundo as instrucdes do fabricante. As amostras de proteinas (50 pg) foram
adicionadas em tampao contendo: 200 mM de Tris, 10 % de glicerol, 2 % de SDS,
2,75 mM de B-mercaptoetanol e 0,04 % de azul de bromofenol e, em seguida, foram
fervidas durante 5 minutos. A proteina foi separada por eletroforese (SDS-PAGE) em gel
de poliacrilamida 10 % e eletrotransferida em membrana de nitrocelulose. Para evitar a
ligacdo inespecifica do anticorpo, a membrana foi incubada primeiramente com leite
desnatado diluido em TBS, por um periodo de 60 minutos. Em seguida, a membrana foi
incubada por duas horas com anticorpo policlonal anti-VR1 (1:500), em tampao
contendo 10 mM de Tris; 0,15 mM de NaCl; 0,05 % de Tween (TBS-T); 0,02 % de
azida e 2 % de BSA. Apods o periodo de incubagdo com o anticorpo primario, a
membrana foi lavada trés vezes em TBS-T por cinco minutos e incubada por uma hora
com soro bovino anti-IgG de cabra, acoplado a fosfatase alcalina (1:1.000) em TBS-T,
contendo 1 % de BSA. Apds incubacdo com o anticorpo secundario, a membrana foi
lavada trés vezes por cinco minutos em TBS-T e duas vezes em TBS. A banda
especifica em aproximadamente 95 kD foi visualizada, pelo método colorimétrico,
usando para isso 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP) e azul de nitro tetrazolium

(NBT).
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3.3.6. Ensaio de unido especifica para a [*H]-resiniferatoxina em
membranas da medula espinhal de ratos adultos nao tratados no periodo
neonatal
A unigo especifica para a [°H]-resiniferatoxina foi realizado, como descrito no
protocolo acima, utilizando membranas da medula espinhal de ratos adultos que nao
receberam tratamento neonatal. No entanto, para a obtencéo da unido especifica de
competicdo foram utilizadas diferentes concentracdes (0,01-10 uM) de capsaicina,
poligodial (0,1-10 uM) ou drimanial (0,1-10 uM), na presenga ou auséncia de 50 pM
de [®H]-resiniferatoxina.
O experimento de unido especifica foi realizado em duplicatas de 4

experimentos diferentes.

3.3.7. Captacao de calcio em fragdes vesiculares da medula espinhal de

ratos

Os experimentos foram realizados como descrito previamente por Honda et
al., (1989), com pequenas modificagbes. A medula espinhal de rato foi removida e
homogeneizada em potter de vidro em 20 volumes de tampéao A (pH 7,4), contendo
0,32 M de sacarose e 10 mM de Tris a 4 °C. O homogenato foi centrifugado a 1,000
x g por 15 minutos, a 4 °C, e o sobrenadante resultante da primeira centrifugacao foi
novamente centrifugado a 18.000 xg por 30 minutos, a 4 °C. O precipitado resultante
foi ressuspenso em tampao B (pH 7,4), contendo (em mM): 136 de NaCl; 1,3 de
MgCl,; 5 de KCI; 1,2 de CaCl,; 10 de glicose; 20 de Tris, e centrifugado a 18,000 g
por 30 minutos, a 4 °C. O precipitado resultante foi ressuspenso em tampéao B sem

calcio e usado para a realizagao do experimento.
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Aliquotas de 250 pl de membrana foram adicionadas em tubos de
polipropileno contendo tampéao B sem calcio e incubadas a 37 °C por 12 minutos.
Apbés a pré-incubagdo, “°Ca®** (0,9 uCi) foi adicionado em cada tubo
simultaneamente com KCI (77 mM), capsaicina (1 uM), poligodial (5 pM) e drimanial
(5 uM) que foram incubados por um minuto, a 37 °C. Imediatamente apo6s a
incubagéao, 500 ul de tampéao contendo EGTA (136 mM de NaCl; 1,3 mM de MgCl,; 5
mM de KCI; 1,2 mM de CaCl,; 10 mM de glicose, 20 mM de Tris e 30 mM de EGTA;
pH de 7,4) foram adicionados em cada tubo e o experimento foi finalizado filtrando-
se as amostras trés vezes em filtro GF/B pré-lavado, com tampao contendo EGTA.
Os filtros foram secos e a radioatividade foi medida por cintilagao liquida. A captacao
de “°Ca?" apéds estimulagao com KClI, capsaicina, poligodial e drimanial foi calculada
como a porcentagem dos valores obtidos para a captacdo basal de “°Ca?* (sem
nenhum estimulo). O experimento de captacdo de “°Ca?"* foi realizado em duplicata

de 3 experimentos diferentes.

3.3.8. Medida do aumento de calcio intracelular em cultura de neurdnios do
ganglio do nervo trigémio de rato e em células HEK293 transfectadas com o

TRPV1 humano (hTRPV1)

Ratos Sprague-Dawley neonatos (dois a trés dias de vida) foram
anestesiados e decapitados. Os ganglios do nervo trigémio foram removidos e
rapidamente colocados em placa de Petri contendo PBS gelado. Apdés a remogao
dos tecidos conectivos, os ganglios foram colocados em PBS sem Ca®'. Em
seguida, foram transferidos para a proveta contendo colagenase (1 mg/ml dissolvido

em PBS sem Ca®" e Mg?) por um periodo de 35 minutos, a 37 °C. Apds esse
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periodo, os ganglios foram lavados trés vezes com PBS sem Ca?* e Mg* e
colocados em meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) gelado contendo 10
% de soro bovino fetal, 2 mM de L-glutamina, 100 ug/ml de penicilina e 100 pg/ml de
estreptomicina. Os ganglios foram entédo dissociados com o auxilio de seringas com
agulhas de 23 a 25G e filtrados em filtro de 40 ym para a remogéao dos residuos,
colocados em 8 ml de DMEM e centrifugado a 200 x g por cinco minutos. O
precipitado resultante foi ressuspenso em DMEM suplementado com 100 ng/ml de
fator de crescimento do nervo de camundongo (NGF-7S) e 2,5 uM de citosina-b-D-
arabino-furanosideo (ARA-C) para impedir o crescimento de células ndo neuronais.
As células foram entado colocadas em placas de Petri tratadas com poli-L-lisina (8,3
l) e laminina (5 pl) e permaneceram por dois dias em incubadora com 5 % de CO, e
ar. Em outra série de experimentos, foram utilizadas células embrionarias de rim
humano transfectadas com o TRPV1 humano (HEK293 hTRPV1). A clonagem e a
expressdo foram realizadas como descrito previamente por Hayes et al. (2000).
Tanto as células do ganglio do nervo trigémio, quanto as células HEK293 hTRPV1
foram usadas dois dias ap6s serem plaqueadas. No dia do experimento, ambas
células foram incubadas por um periodo de 35 minutos com Fura-2-AM-éster (3 uM)
em tampéao A contendo: 1,4 mM de CaCly; 5,4 mM de KCI; 0,4 mM de MgSQOy; 135
mM de NaCl; 5 mM de D-glicose; 10 mM de HEPES, com BSA 0,1 % a 37 °C. Apés
o periodo de incubagéo, as células foram lavadas duas vezes com tampao A e
transferidas para uma camara, que foi acoplada ao microscépio Nikon eclipse
TE300. As células marcadas com fura-2-AM-éster foram selecionadas e estimuladas
em 340 e 380 nm para indicar mudangas relativas na concentracdo de calcio
intracelular em uma proporgao de F340/F380 registradas por um sistema de analise

de imagem dindmica (Laboratory Automation 2.0, RCS, Ferrara-Italia).
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Apds o periodo de incubagdo com Fura-2-AM-éster, as ceélulas HEK293
hTRPV1 foram expostas ao poligodial (10 yM) ou ao drimanial (10 uM). Em outra
série de experimentos, células do ganglio do nervo trigémio foram expostas ao
poligodial (30 uM) ou drimanial (100 pM). Células HEK293 hTRPV1 ou selvagem
(wild tipe-WT) também foram expostas a alta concentracao de poligodial ou drimanial
(100 puM). Foram realizados experimentos controle, utilizando somente o veiculo ou
a capsaicina (1 yM em células do ganglio do nervo trigémio ou 10 nM em células
HEK293 hTRPV1). A ionomicina (5 uM) foi adicionada a camara ao final de cada
experimento e a variagdo na concentracao de calcio intracelular foi expressa como o
aumento dos valores basais. A curva de calibragao, a partir de um tampao contendo
Fura-2-AM-éster e a concentracao determinante de calcio (KUDO et al., 1986), foi
usada para converter o dado obtido da proporcdo de F340/F380 para a

concentracao de calcio intracelular (nM).

3.3.9. Bexiga isolada de rato

Ratos Wistar (no experimento em que foi utilizado o antagonista vermelho de
ruténio) e ratos Sprague-Dawley (nos demais experimentos) machos, pesando 220-
300 g foram sacrificados por deslocamento cervical e exsanguinados. A bexiga
urinaria foi rapidamente removida e colocada em placa de Petri contendo solucao
nutritiva de Krebs (composicdo mM: NaCl 119,0; KCI 4,7; MgSO,4 1,5; CaCl, 2,5;
NaHCO; 25,0; KHPO,4 1,2 e glicose 11,0; pH 7,2). A bexiga urinaria foi dividida em
duas partes de aproximadamente 4-5 mm e foi limpa do tecido conectivo e gorduras
aderentes. Em seguida, as preparag¢des foram transferidas para um banho de 5 ml

de solugéo de Krebs e foram mantidos a 37 °C, aeradas com 95 % O, e 5 % CO..
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Mudancas na tensao isoténica foram registradas em poligrafo acoplado a um
computador. A preparacao foi submetida a uma tenséo basal de 1 g, seguido por um
periodo de equilibrio de 1 h. Durante este periodo a solugéo de Krebs foi renovada a
cada 15 minutos

Apds o periodo de equilibrio, a bexiga isolada de rato foi contraida pela
adicdo de uma concentragdo sub-maxima de carbacol (0,3 uM), sendo que esta
contracao foi considerada como 100 %. Em seguida, a solugcdo de Krebs foi
renovada a cada 15 minutos seguido por um periodo de equilibrio de 40 minutos.
Passado este periodo, foi realizado curva cumulativa concentragdo-resposta de
contragao para o poligodial ou drimanial (0,001 — 100 pM). Cada concentragcédo da
droga foi adicionada ao banho, quando o platd de efeito maximo da concentragcao
anterior estava estabelecido.

Para analisar o mecanismo pelo qual o poligodial e o drimanial produzem
contragdo na bexiga isolada de ratas, curvas cumulativas concentragao-resposta
para o poligodial ou para o drimanial foram realizadas na auséncia ou na presenca
de SR140333 e SR 48968 1 uM (antagonistas dos receptores NK; e NK;,
respectivamente), vermelho de ruténio 30 uM (antagonista ndo seletivo do TRPV1) ,
capsazepina 10 pM, ou iodo-reseniferatoxina 10 nM (antagonistas seletivos do
TRPV1). Todos os antagonistas permaneceram em contato com o tecido por 15
minutos, antes de iniciar a curva com o poligodial ou drimanial. Para evitar a
dessensibilizagdo da preparacdo, somente uma curva cumulativa concentragéo-
resposta de contragcao foi obtida para o poligodial ou drimanial na auséncia ou na
presenca dos antagonistas. Experimentos controles foram realizados

simultaneamente em banhos adjacentes.
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Em outro grupo experimental, foi avaliada a capacidade do poligodial ou do
drimanial causar dessensibilizagdo cruzada com a capsaicina. Neste experimento, a
preparacao foi incubada por 15 minutos com uma unica concentragdo de capsaicina
(1 uM). Apos o periodo de incubagéo, foi construida curva concentragéo-resposta de
contragao para o poligodial ou para o drimanial. Em outra série de experimentos,
poligodial ou drimanial (10 pyM) foram incubados e 15 minutos apo6s foi realizada

curva concentragao-resposta de contragcéo para a capsaiciana.

3.4. DROGAS

Foram usadas as seguintes drogas: adjuvante completo de Freund (CFA,
H37Ra, ATCC, 25177), capsaicina, formalina, vermelho de ruténio, carbacol,
albumina sérica bovina (BSA), azul de Evans e a4glicoproteina acida bovina todas
da Sigma (St. Louis, EUA.); SR140333 e SR 48968 foram gentilmente doadas pelo
Dr. Xavier Emonds-Alt, Sanofi-Synthlabo’, Montpellier, Franga. lodo-resiniferatoxina
(Tocris, U.K.): ®H]-resiniferatoxina (37 Ci/mmol™), da Perkin Elmer Life Sciences
(Washington, EUA); anticorpo anti-TRPV1 policlonal e soro bovino anti-IgG de cabra
(Santa Cruz, EUA); “*Ca®*, membrana de nitrocelulose, p-mercaptoetanol, azul de
bromofenol, BCIP e NBT, todas da Amersham Pharmacia Biotech (UK); ionomicina,
laminina, poli-L-lisina (Tocris, U.K); NGF-7S murino e colagenase/dispase (Roche
Diagnostics, Italia); meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), soro bovino
fetal (FBS) inativado por calor, L-glutamina, penicilina e estreptomicina (10,000
IU/mI-10,000 UG/ml), da Gibco (Italia); Fura-2-AM-éster (Societa Italiana Chimici,
Italia).

Capsaicina, capsazepina, poligodial e drimanial foram diluidos inicialmente
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em 100 % de etanol. Fura-2-AM foi diluido igualmente em 100 % de DMSO. Todas
as solucdes estoquesforam armazenadas a 4 °C e diluido em solugéo de Krebs ou
tampao referente a cada experimento, imediatamente antes do uso. As
concentracoes finais de etanol ou de dimetil sulféxido (DMSO) ndo excederam a 0,1
% e nao tiveram qualquer efeito per se. Para cada grupo experimental, foram
realizados experimentos controles paralelos na presenga do veiculo usado para

diluir cada droga.

3.5. ANALISE ESTATISTICA

Para os experimentos in vivo, os resultados foram expressos como a média
+ E.P.M. de 6-9 animais por grupo. A captacdo de calcio para KCI, capsaicina,
poligodial e drimanial foi calculada como a porcentagem dos valores obtidos para a
captagao basal de calcio (sem nenhum estimulo).

A concentragdo do aumento de calcio intracelular foi calculada a partir do
programa Origin Software, Microcal Software (Northampton, MA, EUA). As
comparacdes estatisticas dos dados foram realizadas pela analise da variancia
(ANOVA) seguida pelo teste de Student-Newman Keuls ou Dunnett. Para as
preparagcées de oOrgao isolado, a curva cumulativa concentragdo-resposta de
contracao foi expressa como porcentagem (%) de resposta ao carbacol e a
porcentagem de inibicao foi obtida para cada experimento individual em relagéo ao
valor do controle. A analise estatistica foi realizada pelo teste t de Student. A
concentragcao dos compostos que produziram 50 % do efeito maximo (CEsg ou Clsp)
foram determinados pelo programa GraphPad Prism Software, San Diego, CA,

U.S.A). Em todos os experimentos, valores de P menores que 0,05 foram



considerados estatisticamente significantes.
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4. RESULTADOS

4.1. Efeito do tratamento neonatal com capsaicina, poligodial ou drimanial na

nocicepgao induzida pela formalina

A Figura 4A demonstra que o tratamento neonatal com capsaicina, poligodial
ou drimanial causou inibicdo significativa da primeira fase da nocicepg¢ao induzida
pela formalina (porcentagem de inibicdo: 60 + 5 %; 55 + 6 % e 61 + 3 %,
respectivamente) em ratos, seis semanas apés o tratamento com as drogas. Além
disso, a segunda fase (Figura 4B) da nocicepg¢édo induzida pela formalina foi
parcialmente, mas significantemente, inibida pelos mesmos tratamentos neonatais
com capsaicina, poligodial ou drimanial (porcentagem de inibicdo: 22 + 6 %;

21+ 6 % e 27 £ 12 %, respectivamente).
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Figura 4. Influéncia do tratamento neonatal de ratos com veiculo (1 mil/kg),
capsaicina (50 mg/kg), poligodial (150 mg/kg) ou drimanial (150 mg/kg), na primeira
fase (0 - 5 minutos) (A) e na segunda fase (20 - 50 minutos) (B) da nocicepcgao
induzida pela formalina. Cada coluna representa a média + E.P.M. de quatro
animais. *P<0,05; **P<0,01 difere significativamente dos animais tratados no periodo

neonatal com veiculo (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Dunnett).
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4.2. Efeito do tratamento neonatal com capsaicina, poligodial ou drimanial na

hiperalgesia térmica e no extravasamento plasmatico induzido pela capsaicina

O tratamento neonatal dos ratos com capsaicina ou com os compostos
poligodial ou drimanial nao alterou significativamente a laténcia basal dos animais a
estimulacao térmica quando comparados com 0s animais que receberam veiculo no
periodo neonatal (Figura 5A).

A injecao intraplantar de capsaicina (20 nmol/pata) nos ratos tratados no
periodo neonatal com o veiculo causou marcada resposta hiperalgésica, em
comparagdo com os animais que receberam PBS na pata (Figura 5B). Essas
respostas foram observadas por meio de uma significante reducdo na laténcia de
retirada da pata apos estimulagéo térmica. O tratamento de animais no periodo
neonatal com capsaicina (50 mg/kg), poligodial (150 mg/kg) ou drimanial (150 mg/kg)
aboliu a resposta hiperalgésica induzida pela administragcdo de capsaicina
(20 nmol/pata) na pata (Figura 5B). Além disso, o tratamento neonatal de ratos com
capsaicina, poligodial ou drimanial causou redugao significativa (55 + 12 %,
57 + 8 %, 58 + 7 %, respectivamente) no extravasamento plasmatico induzido pela

injecdo intraplantar de capsaicina (20 nmol/pata) (Figura 5C).
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Figura 5. Resposta basal a estimulagao térmica (A). Hiperalgesia térmica (B) e
extravasamento plasmatico (C) induzido pela injecao intraplantar de capsaicina (20
nmol/pata) em ratos tratados no periodo neonatal com veiculo (1 ml/kg), capsaicina
(50 mg/kg), poligodial (150 mg/kg) ou drimanial (150 mg/kg). Cada coluna representa
a média + E.P.M. de 4-6 animais. **P<0,01 difere significativamente dos animais
tratados no periodo neonatal com veiculo e que receberam capsaicina na pata.
#P<0,05 comparado com os animais tratados no periodo neonatal com veiculo e que
receberam PBS na pata (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Student-Newman

Keuls).




37

4.3. Efeito do tratamento neonatal com capsaicina, poligodial ou drimanial na

hiperalgesia térmica e no edema de pata induzido pelo CFA

O tratamento neonatal dos ratos com capsaicina ou com 0s compostos
poligodial ou drimanial nao alterou significativamente a laténcia basal dos animais a
estimulacao térmica quando comparados com 0s animais que receberam veiculo no
periodo neonatal (Figura 6A).

O tratamento neonatal dos ratos com capsaicina, poligodial ou drimanial
resultou em reducgado significativa da resposta hiperalgésica induzida pelo
CFA (63 £ 5 %,; 27 + 3 %; 71 + 7 %, respectivamente) (Figura 6B). No entanto, o
tratamento neonatal com capsaicina, poligodial ou drimanial nao foi capaz de reduzir

de maneira significativa o edema de pata induzido pelo CFA (Figura 6C).
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Figura 6. Resposta basal a estimulacao térmica (A). Hiperalgesia térmica (B) e edema
de pata (C) induzido pela injegao intraplantar de CFA em ratos tratados no periodo
neonatal com veiculo (1 ml/kg), capsaicina (50 mg/kg), poligodial (150 mg/kg) ou
drimanial (150 mg/kg). Cada coluna representa a média + E.P.M. de seis animais.
*P<0,05; **P<0,01 difere significativamente dos animais tratados no periodo
neonatal com veiculo e que receberam CFA na pata. #P<0,05 comparado com 0s
animais tratados no periodo neonatal com veiculo e que receberam PBS na pata

(ANOVA de uma via seguida pelo teste de Student-Newman Keuls).
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4.4. Ensaio de unido especifica para a [*H]-resiniferatoxina em membranas da
medula espinhal de ratos tratados no periodo neonatal com capsaicina,
poligodial ou drimanial

A Figura 7 demonstra que o tratamento no periodo neonatal de ratos com
capsaicina praticamente aboliu a unido especifica para a [*H]-resiniferatoxina
(90 £ 5 %) em preparagdes de membrana da medula espinhal de ratos. Da mesma
forma, o tratamento neonatal com poligodial ou com o drimanial causou redugao
significante (59 + 13 % e 72 + 11 %, respectivamente) nos sitios de ligagdo ou na

afinidade para [*H]-resiniferatoxina (Figura 7).

10.0+
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(fmol/mg proteina)

*%

veiculo capsaicina poligodial drimanial
neonatal neonatal neonatal neonatal

0.0-

Unido especifica da [’H]-RTX

-Figura 7. Influéncia do tratatamento neonatal com o veiculo (1 mil/kg),
capsaicina (50 mg/kg), poligodial (150 mg/kg) ou drimanial (150 mg/kg) na densidade
de sitios de ligagao especifica para a [°H]-resiniferatoxina em membranas da medula
espinhal de ratos. Cada coluna representa a média = E.P.M. de quatro experimentos
realizados em duplicata. **P<0,01 difere significativamente dos animais tratados no

periodo neonatal com veiculo (ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Dunnett).
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4.5. Anadlise da presenca do receptor TRPV1 no ganglio da raiz dorsal de ratos
tratados no periodo neonatal com capsaicina, poligodial ou drimanial pela

técnica de Western blot

Como grande parte do TRPV1 expresso na medula espinhal € originario das
terminagcbdes espinhal das fibras aferentes primarias de pequeno didmetro, foi
investigado, em animais tratados no periodo neonatal com a capsaicina, o poligodial
ou drimanial, a expressao da proteina do TRPV1 nos corpos celulares dos neurdnios
que formam estas fibras (GRD). As Figuras 8A e a 8B demonstram altos niveis de
TRPV1 no GRD de ratos tratados no periodo neonatal com o veiculo. O tratamento
neonatal dos ratos com capsaicina resultou em grande diminuicdo na expressao da
proteina TRPV1 no GRD (91 + 4 %). No entanto, o tratamento neonatal de ratos com
drimanial nao foi capaz de alterar significativamente a expressdao do TRPV1. Ao
contrario, o tratamento neonatal de ratos com poligodial causou significante aumento

(38 + 8 %) na expressao da proteina TRPV1 (Figura 8 A, B).
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Figura 8. (A) Figura representativa da imunodeteccao dos niveis da proteina TRPV1
em ratos tratados no periodo neonatal com veiculo (1 ml/kg), capsaicina (50 mg/kg),
poligodial (150 mg/kg) ou drimanial (150 mg/kg). (B) Quantificacdo da proteina
TRPV1 no GRD de ratos tratados no periodo neonatal com veiculo, capsaicina,
poligodial ou drimanial. Cada coluna representa a média + E.P.M. de quatro
experimentos. *P<0,05; **P<0,001 difere significativamente dos animais tratados no

periodo neonatal com veiculo (ANOVA de uma via seguida, pelo teste de Dunnett).
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4.6. Efeito do poligodial e drimanial no ensaio de unido especifica para a [*H]-

resiniferatoxina em membranas da medula espinhal de ratos

Como em animais tratados no periodo neonatal com o poligodial ou
drimanial ocorreu reducdo significativa na expressao do sitio de ligagdo da
[®H]-resiniferatoxina, avaliou-se também a capacidade desses dois sesquiterpenos
em deslocar diretamente a unido especifica para a [*H]-resiniferatoxina na medula
espinhal de rato. A Figura 9 demonstra que tanto o poligodial quanto o drimanial
(0,1 - 10 uM) deslocaram a unido especifica para a [*H]-resiniferatoxina,
apresentando inibicdo de 71 + 18 % e 86 + 4 %, respectivamente, na medula
espinhal de ratos. O mesmo efeito foi observado com a capsaicina (0,1 - 10 uM), que
também causou significante deslocamento com inibicdo de 94 + 3 % na
concentragao de 10 uM, no sitio de ligagcdo da [*H]-resiniferatoxina (Figura 9). As
Clsos Obtidas para o poligodial, drimanial e a capsaicina foram de 4,2 (0,3 — 10 yM),

3,2 (0,1-15puM) e 0,48 (0,08 - 19 uM), respectivamente.
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Figura 9. Ensaio de competicdo para a unido especifica da [°H]-resiniferatoxina na
medula espinhal de ratos induzidos pela capsaicina, poligodial ou drimanial. Cada

ponto representa a média + E.P.M. de quatro experimentos realizados em duplicata.
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4.7. Efeito do poligodial e do drimanial na captacdao de calcio em fracdes

vesiculares da medula espinhal de rato

Dados descritos na literatura tém demonstrado que a capsaicina e agonistas
vaniléides promovem captacéo de calcio no GRD de ratos (ACS et al., 1996). Dessa
maneira, foi avaliado se os sesquiterpenos poligodial e drimanial poderiam causar
captacéo de calcio semelhante a capsaicina. O poligodial e o drimanial (5 pM)
induziram influxo de calcio em fragbées vesiculares da medula espinhal de rato de
70 £+ 15 % e 47 + 16 %, respectivamente, em relagéo ao influxo de calcio induzido
pelo KCI. Como esperado, a capsaicina também promoveu influxo de calcio em
fragcdes vesiculares da medula espinhal de rato de 63 + 10 % quando comparado

com o valor obtido para o KCI (Figura 10).
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Figura 10. Efeito do KCI (77 mM), da capsaicina (1 uM), do poligodial (5 pM) ou
drimanial (5 uM) na captacao de calcio em fragdo vesicular na medula espinhal de
rato. Cada coluna representa a média + E.P.M. de quatro experimentos realizados
em duplicata. **P<0,01 difere significativamente do valor da captacao de calcio basal
(ANOVA de uma via seguida pelo teste de Dunnett).
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4.8. Efeito do poligodial e do drimanial no aumento de calcio intracelular em culturas

de neurdnio do ganglio trigémio de rato

Os resultados da Figura 11 e 12 demonstram que, em sistema nativo, o
poligodial na concentracao de 30 uM e o drimanial na concentragcao de 100 uM
causaram aumento de calcio intracelular. No entanto, nas mesmas condi¢des, tanto
o poligodial quanto o drimanial foram menos potentes que a capsaicina (1 uM). Os
valores calculados para o aumento de calcio intracelular quando comparado com a
ionomicina (5 uM) foram de 30 £ 5 %, 27 + 4 % e 55 + 9 %, respectivamente para
poligodial, drimanial e a capsaicina.

Para analisar se ambos sesquiterpenos poderiam estar atuando como
antagonista do TRPV1, a capsaicina (1 puM) foi adicionada no final de cada
experimento. As Figuras 11 e 12, demonstram que tanto o poligodial quanto o

drimanial n&o alteraram o aumento de calcio intracelular induzido pela capsaicina.
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Figura 11. Efeito do poligodial 30 uM (A) e do drimanial 100 uM (B) no aumento de

calcio intracelular em células do ganglio do nervo trigémio de ratos. Capsaicina e
ionomicina foram adicionadas no final de cada experimento. Cada coluna representa
a média + E.P.M. de trés experimentos com um total de 20 células. **P<0,01 difere
significativamente quando comparado com o valor obtido para o veiculo. (ANOVA de
uma via, seguida pelo teste de Student-Newman Keuls). Cap (capsaicina) e lono
(ilonomicina).
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Figura 12. Tragado tipico da mobilizagcdo de calcio intracellular induzido pelo
poligodial (30 pM, painel A, linhas grossas) e drimanial (100 uM, painel B, linhas
grossas) em cultura de neurénios do ganglio do nervo trigémio quando comparado
com o veiculo (linhas finas). O efeito da capsaicina (caps, 1 pM) também foi
avaliado. O Poligodial e o drimanial foram efetivos em todos os neurdnios sensiveis

a capsaicina testados.
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4.9. Efeito do poligodial e do drimanial no aumento de calcio intracelular em

células HEK293 transfectadas com hTRPV1

Para verificar se o aumento de calcio intracelular causado pelo poligodial e
pelo drimanial em cultura de ganglio do nervo trigémio de ratos era devido a uma
acao direta no TRPV1, foram utilizadas células HEK293 expressando o hTRPV1.
Nesse experimento, observou-se que tanto o poligodial quanto o drimanial na
concentracdo de até 10 uM nao foram capazes de causar aumento de calcio
intracelular (Figura 13A e B). Concentragbes maiores que 100 uM para o poligodial
e drimanial ndo puderam ser testadas porque causavam destruicdo da membrana
celular tanto em células HEK293 transfectadas com o hTRPV1 quanto em WT
(dados ndo mostrados). Para analisar se ambos sesquiterpenos poderiam estar
atuando como antagonistas do TRPV1, a capsaicina (10 nM) foi adicionada no final
de cada experimento. As figuras 13A e B m que tanto o poligodial quanto o drimanial
nao alteraram o aumento de calcio intracelular induzido pela capsacina. A capsaicina
em células HEK293 hTRPV1 foi eficaz em concentra¢gées menores (10 nM) quando
comparada com o aumento intracelular observado em cultura de neurénio do ganglio

trigémio (capsaicina, 1 uM).
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Figura 13. Efeito do poligodial (10 uM) e do drimanial (10 uM) sobre o aumento de
calcio intracelular em células HEK293 transfectadas com o hTRPV1. Capsaicina e
ionomicina foram adicionadas no final do experimento. Cada coluna representa a

média + E.P.M. de trés experimentos com um total de 32 células. lono (ionomicina) e
cap (capsaicina).
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4.10. Efeito do SR 140333, SR 48968, capsazepina e a iodo-resiniferatoxina na

contracao induzida pelo poligodial e o drimanial na bexiga urinaria de rato

As Figuras 14 e 15 , demonstram que tanto o poligodial quanto o drimanial
causaram contragao dependente da concentragcdo na bexiga isolada de rato, com
CEsos de 1,5 (0,004 - 2 uM) e 2,8 (0,005 - 17 uM), respectivamente. Para avaliar se
esse efeito contratil era mediado pela liberagéo de neuropeptideos, foram utilizados
antagonistas dos receptores NK; e NK; (SR 140333 e SR48968, respectivamente).
As figuras 14A e 15A demonstram que essa contracao foi inibida (66 + 9 % e 58 + 7
% para o poligodial e drimanal, respectivamente) pela associacdo dos antagonistas
do receptor NK; e NK; (Figura 14A e 15A). Por outro lado, a capsazepina e a iodo-
resiniferatoxina promoveram inibicdo parcial, porém significativa, da contracao
induzida pelo poligodial (Figura 14B). No entanto, ambos antagonistas do TRPV1
nao promoveram inibicdo significativa sobre a contragdo induzida pelo drimanial
(Figura 15B). A capsaicina , mas nado o poligodial nem o drimanial causaram
marcada taquifilaxia nas respostas contrateis. Além disso, o poligodial e o drimanial
induziram resposta contratil ,mas ndo causaram dessensibilizacdo cruzada com a

capsaicina (resultados nao mostrados).
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Figura 14. Influéncia de antagonistas de receptores (A) NK; (SR140333 - 1 pM) e
NK, (SR48968 1 pM) ou dos antagonistas do receptor (B) TRPV1, a capsazepina
(10 pM) e a iodo-resiniferatoxina (1 nM) sobre os efeitos contrateis do
poligodial (0,001-100 pM) em bexiga isolada de rato. Cada ponto representa a

média de 10 experimentos e as linhas verticais indicam o E.P.M. *P<0,05; difere
significativamente do controle (teste t de Student).
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Figura 15. Influéncia de antagonistas de receptores (A) NK; (SR140333 - 1
MM) e NK; (SR48968 1 uM) ou dos antagonistas do receptor (B) TRPV1, a
capsazepina (10 uM) e a iodo-resiniferatoxina (1 nM) sobre os efeitos
contrateis do drimanial (0,001-100 uM) em bexiga isolada de rato. Cada ponto
representa a média de 9 experimentos e as linhas verticais indicam o E.P.M.
*P<0,05; difere significativamente do controle (teste t de Student).
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4.11. Efeito do vermelho de ruténio sobre a contracao induzida pelo poligodial

e pelo drimanial na bexiga urinaria de rato.

A Figura 16A e B, demonstram que a curva cumulativa concentra¢ao-resposta
da contracao induzida pelo poligodial (0,001 - 100 yM) ou drimanial (0,001 - 100 pM)
na bexiga isolada de rato, foi inibida de maneira significativa pelo vermelho de
ruténio (30 uM), com inibicao de 43 £ 7 % e 43 + 5 %, respectivamente. A diferenca
observada nas respostas entre as figuras 14 e 15 e a figura 16, para a curva
cumulativa concentracao-resposta de contragao, obtida para o poligodial e drimanial,
podem estar relacionadas com as diferentes espécies de ratos utilizados durante o
desenvolvimento deste projeto. Os resultados obtidos na figura 14 e 15 foram
realizados em ratos Sprague-Dawley e o da figura 16 foram realizados em ratos

Wistar.
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Figura 16. Influéncia do antagonista ndo seletivo para o TRPV1, o vermelho de
ruténio (30 uM) sobre os efeitos contrateis do (A) poligodial (0,001-100 pM) ou
do (B) drimanial (0,001-100 uM) em bexiga isolada de rato. Cada ponto representa
a média de 6 experimentos e as linhas verticais indicam o E.P.M. *P<0,05; difere
significativamente do controle (teste t de Student).



55

5. DISCUSSAO

Varios produtos naturais tém sido de grande importancia tanto na descoberta
como no entendimento do funcionamento de numerosos receptores € mecanismos
de transducdo de sinais intracelulares. Muitas substancias naturais, biologicamente
ativas, foram descobertas por meio de estudos de interacdo droga-receptor e
atualmente, constituem modelos para a sintese de um grande numero de farmacos.
Dentro deste contexto, a existéncia do TRPV1 foi postulada com base na
seletividade que a capsaicina apresentava para 0s neurdnios sensoriais primarios
(JANCSO, 1968; SZOLCSANYI e JANCSO-GABOR, 1975).

Atualmente, o fendmeno de dessensibilizacdo e neurotoxicidade seletiva
apresentada pela capsaicina é de grande interesse na clinica para o
desenvolvimento de novas substdncias com potencial analgésico. A
dessensibilizacdo do TRPV1 induzida pela capsaicina ainda nao € bem
compreendida. No entanto, esse processo parece ser, em parte, dependente de
calcio, e pode ser aumentado pela desfosforilagdo do receptor, por meio da acéo da
enzima calcineurina dependente da calmodulina (DOCHERTY et al., 1996). Além
disso, outros processos como deplegao de neuropeptideos, incluindo substancia P
e CGRP das vesiculas neuronais (YAKSH et al., 1979) e o bloqueio ndo especifico
do canal de calcio dependente de voltagem (PETERSEN et al., 1987, DOCHERTY et
al.,, 1991), contribuem para a dessensibilizacdo funcional do TRPV1 tanto nos
estudos realizados in vivo como nos in vitro. O fato de que, durante esse periodo de
dessensibilizagao, tanto humanos quanto os animais sao relativamente resistentes a

estimulacdo com capsaicina ou a outros estimulos dolorosos, tem justificado seu uso
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na clinica para o tratamento de algumas patologias como a hiper-reflexia ou
hipersensibilidade da bexiga urinaria, estados de dor neuropatica, como neuralgia
pos-herpética, dor neuropatica causada pela diabetes, sindrome da dor pds-
mastectomia, osteoartrite e artrite reumatdide (SZALLASI e BLUMBERG, 1999). No
entanto, o tratamento sistémico com capsaicina em ratos no periodo neonatal, bem
como em ratos adultos, promove neurotoxicidade nas fibras aferentes primarias
sensiveis a capsaicina, resultando num efeito analgésico ainda mais duradouro.
Apobs esse tratamento sistémico, observa-se inchago mitocondrial em fibras C
localizados no GRD, nervo trigémio, ganglio nodoso além de destruicdo de fibras
sensoriais, principalmente as do tipo C e algumas A8, nas quais estao presentes os
receptores TRPV1 (SUGIMOTO et al., 1998; SZOKE et al., 2002). Esse fendmeno
de neurotoxicidade seletiva, causado pela capsaicina nos neurdnios sensoriais,
resulta em pronunciada deple¢cdo de neuropeptideos como a substadncia P e o
CGRP, que estdo implicados no processo de nocicepgao e inflamagao neurogénica
(SZALLAZI e BLUMBERG, 1999). Como, apés o tratamento com capsaicina, ocorre
deplecao desses neuropeptideos dos neurénios sensoriais primarios, pode-se entao
observar um efeito antinociceptivo em resposta a estimulos inflamatérios, térmicos
ou quimicos, além de uma reducdo da inflamagao neurogénica (JANCSO et al.,
1977; HOLZER, 1991; SZALLASI e BLUMBERG 1999).

Confirmando os dados ja demonstrados na literatura, nesse estudo
observou-se que a capsaicina, quando administrada em ratos no periodo neonatal,
causou pronunciada reducgao do efeito nociceptivo induzido por estimulos térmicos e
quimicos. De maneira semelhante, quando ratos foram tratados no periodo neonatal
com os sesquiterpenos poligodial e drimanal, observou-se uma longa e pronunciada

inibicdo da nocicepgdo neurogénica e da hiperalgesia térmica, nestes animais
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quando adultos. Esse efeito foi muito semelhante aquele observado em animais
tratados durante o periodo neonatal com capsaicina. Além disso, também foi
evidenciado que o extravasamento plasmatico induzido pela capsaicina, assim como
aquele produzido pelo poligodial ou drimanial, foi significantemente reduzido nos
animais tratados no periodo neonatal com essas substancias. Interessantemente, o
edema de pata de rato induzido pelo CFA nao foi alterado pelo tratamento neonatal
com capsaicina, poligodial ou drimanial, demonstrando que esse efeito ndo parece
depender da ativacao de fibras C ou As.

Os resultados obtidos com o tratamento de ratos no periodo neonatal com
capsaicina também estao de acordo com dados da literatura que demonstram que o
receptor TRPV1 esta envolvido no extravasamento plasmatico, particularmente via
liberacdo de taquicininas e de CGRP de terminagdes nervosas sensiveis a
capsaicina (SZOLCSANYI, 1996; SZALLASI e BLUMBERG, 1999). Da mesma
forma, o fato de ndo termos evidenciado redu¢cdo no edema de pata causado pelo
CFA em animais tratados no periodo neonatal com capsaicina, confirma os dados da
literatura, nos quais tém demonstrado que mecanismos neurogénicos periféricos
parecem nao estar envolvidos no processo inflamatério induzido pelo CFA apds o
tratamento neonatal com capsaicina (REN et al.,1994).

O tratamento sistémico com capsaicina em ratos também causa diminuigao
da quantidade de receptores TRPV1 nos corpos celulares (GRD e no nervo
trigémio), no terminal do sistema nervoso central (medula espinhal), € no terminal
periférico (bexiga urinaria, traquéia, pele etc) de neurdnios sensiveis a vaniléides
(CATERINA e JULIUS, 2001), por causar morte de células neuronais e bloquear o
transporte axonal (KAWAKAMI et al.,2001; SZOKE et al., 2002). Nossos resultados

demonstram que em ratos tratados no periodo neonatal com capsaicina, poligodial
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ou drimanial ocorreu significante redugdo da unido especifica para a [*H]-
resiniferatoxina na medula espinhal. Confirmando os dados obtidos com o ensaio de
unido especifa para a [°H]-resiniferatoxina na medula espinhal de ratos, observamos
que o tratamento de ratos no periodo neonatal com capsaicina também causou
reducéo da expressdo da proteina do TRPV1 no GRD. No entanto, o tratamento
neonatal com drimanial nao foi capaz de alterar a quantidade do receptor TRPV1 no
GRD. Além disso, observamos que o tratamento neonatal com o poligodial parece
ter causado aumento da quantidade de proteina do TRPV1 no GRD. Estes
resultados podem decorrer do fato de que o poligodial induziu aumento na sintese
protéica e/ou inibicdo da degradacao da proteina do receptor TRPV1. No entanto,
diferentemente de outros receptores que apresentam mecanismos que regulam a
degradacéao de suas proteinas (BOUVIER et al., 1995), pouco se sabe a respeito da
possivel degradacdo do TRPV1 ou se ainda esse evento ocorre com este receptor.
Como neste estudo, ndo foi caracterizado se o tratamento neonatal com poligodial
ou com drimanial causou degeneracdo das fibras sensoriais primarias com
consequente reducao do receptor TRPV1, ndo podemos descartar a hipétese de que
esse tratamento tenha causado reducédo da afinidade da [°H]-resiniferatoxina pelo
TRPV1 na medula espinhal de ratos.

Sendo assim, pode-se apenas sugerir que esse tratamento tenha promovido
alguma alteracao funcional nessas fibras, podendo essa alteragéo ser a responsavel
pelo efeito antinociceptivo observado neste estudo. Dentro desse contexto, podemos
ainda sugerir que, apos o tratamento neonatal com o poligodial ou drimanial, o
TRPV1 nao foi transportado do GRD para a medula espinhal, ou ainda, que o
processo de transporte anterégrado do TRPV1 para terminacgdes periféricas foi, de

alguma forma, prejudicado por este tratamento. Se considerarmos esta hipotese,
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podemos inferir que o efeito antinociceptivo causado apo6s o tratamento neonatal
com o poligodial ou com o drimanial, poderia estar ocorrendo por uma falha no
transporte do TRPV1 do GRD para a medula espinhal e para terminacdes
periféricas, o que resultaria no efeito antinociceptivo. No entanto, o fato destes
compostos causarem efeitos semelhantes aos da capsaicina, como antinocicepgao
térmica e quimica, bem como reducgéo do sitio de ligagdo do TRPV1 na medula
espinhal de rato, sugere uma forte participacdo das fibras aferentes primarias
sensiveis a capsaicina e uma possivel acao direta no TRPV1. Contudo, como nao foi
evidenciada reducéo da proteina TRPV1 no GRD, o mecanismo de acao destes dois
sesquiterpenos parece possivelmente envolver outro sitio de acéo diferente ao da
capsaicina. Sendo assim, os mecanismos moleculares envolvidos nos efeitos
antinociceptivos dos sesquiterpenos e da capsaicina parecem ser diferentes.
Atualmente, sabe-se que alguns estimulos, como fator de crescimento
derivado da glia ou do nervo, induzem a sintese de TRPV1 no GRD (OGUN-
MUYIWA et al., 1999), o qual pode ser transportado axonalmente para a terminagao
nervosa periférica e para o corno espinhal (GUO et al., 1999; AMAYA et al., 2003).
Além disso, em situagbes dolorosas, como em processos inflamatérios e
neuropaticos, ocorre aumento de TRPV1 no GRD e em terminais periféricos, por um
mecanismo associado ao fator de crescimento do nervo (JI et al., 2002; RASHID et
al.,, 2003). No entanto, o efeito antinociceptivo causado pelo poligodial e pelo
drimanial ndo parece estar relacionado com a redugéo da proteina TRPV1 no GRD,
mas possivelmente a reducdo do sitio de ligacdo ou da afinidade para a
resiniferatoxina no TRPV1 presente na medula espinhal e, possivelmente, nas
terminagdes periféricas. Outros estudos adicionais poderiam melhor esclarecer essa

hipotese.



60

Como o poligodial e o drimanial sdo quimicamente distintos da capsaicina e
da resiniferatoxina, torna-se dificil sugerir o mecanismo pelo qual esses compostos
promovem efeitos semelhantes aos da capsaicina. No entanto, para melhor
compreender o mecanismo pelo qual o poligodial e drimanial exercem suas ag¢des
farmacolégicas, foi investigado se ambos sesquiterpenos poderiam interagir
diretamente com a unido especifica para a [°H]-resiniferatoxina na medula espinhal
de rato. Nossos resultados demonstram que tanto o poligodial quanto o drimanial
causaram deslocamento de maneira concentracdo-dependente da uniao especifica
para a [°H]-resiniferatoxina na medula espinhal de rato. Esses resultados estdo de
acordo com aqueles obtidos por Szallasi e colaboradores (1996) que demonstraram
que poligodial causou inibigdo da unido especifica para a [*H]-resiniferatoxina com
Clso de 7,6 + 0,9 uM.

Estudos de unido especifica tem demonstrado que a [*H]-resiniferatoxina
possui uma alta afinidade (Kd ~ 29 + 5 pM) e um grande numero de sitios de ligagcao
(Bmax 48 + 5 fmoles/mg proteina) na medula espinhal de rato (SZALLASI et al,
1993). Além disso, estudos de competicdo demonstraram um K; de 31,4 + 2,8 pM
para a resiniferatoxina ndo marcada, bem como um K; de 0,3 + 0,1 uM (Clso =~ 3,6
UM) para a capsaicina (SZALLASI et al., 1993, ACS et al.,1994). Sendo assim, os
resultados encontrados no presente estudo para a capsaicina corroboram com 0s
descritos na literatura. Esses resultados sugerem ainda que ambos sesquiterpenos
poderiam estar atuando via ativacdo do TRPV1. Confirmando esta hipétese, tanto a
capsaicina quanto o poligodial e o drimanial também promoveram marcada captagao
de calcio em fragbes vesiculares da medula espinhal de rato, bem como aumento de
calcio intracelular em cultura de neurbnios do nervo trigémio. De maneira

semelhante ao poligodial e ao drimanial, muitos dialdeidos insaturados (como o
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isoveleral e o cinamodial) e o triprenil fenol (como o scutigeral) inibem a unido
especifica para a [*H]-resiniferatoxina e promovem captacéo de calcio no GRD, além
de apresentarem pungéncia na lingua de humanos (SZALLASI et al., 1996). Essas
acbes causadas por esses compostos naturais foram atribuidas a uma possivel
ativacdo do TRPV1 (STERNER e SZALLASI, 1999). Outros compostos naturais,
como o gingerol e o acido ricinoleico, também s&o atualmente conhecidos como
ativadores do TRPV1 (LIDA et al., 2003). No entanto, estudos recentes tém
demonstrado que o isoveleral e scutigeral, apesar de apresentarem acobes
semelhantes a capsaicina, ndo promovem aumento de calcio intracelular quando
avaliado em células HEK293 que expressam o hTRPV1 (RALEVIC et al., 2003).
Com o objetivo de investigar mais precisamente o sitio de acdo destes
compostos, foram realizados estudos em células HEK293 transfectadas com o
hTRPV1. Varios estudos demonstraram que a capsaicina e agonistas vaniléides
causam mobilizacdo de calcio via ativagdo do TRPV1 (RALEVIC et al.,, 2003;
RIGONI et al.,, 2003). No entanto, diferentemente dos agonistas vanildides, o
poligodial e o drimanial ndo foram capazes de causar aumento de célcio intracelular
em células HEK293 transfectadas com o hTRPV1. Essa aparente discrepancia
obtida com os resultados referentes ao poligodial e drimanial tanto na unido
especifica para a [3H]-resiniferatoxina na medula espinhal de rato, como no aumento
de calcio intracelular em cultura de células do nervo trigémio somados a
incapacidade de ambos compostos em aumentar calcio intracelular em células
HEK293 transfectadas com hTRPV1, pode estar relacionada com algumas
diferencas relatadas na literatura para o TRPV1 de humano e o de rato ou ainda, a
diferengas entre os receptores TRPV1 presentes no sistema nativo e no sistema

recombinante (SAVIDGE et al., 2002, GAVVA et al., 2004). A sequéncia da proteina
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para o TRPV1 de humano apresenta 85% de homologia com o TRPV1 de rato
(SAVIDGE et al., 2002). No entanto, as respostas mediadas pela ativagcao do TRPV1
podem variar dependendo da espécie de animal utilizada (SAVIDGE et al., 2002,
GAVVA et al., 2004). As maiores variagbes na sequUéncia ocorrem nas porgdes
amino e carboxi terminal, bem como na regido proximal do poro do canal (HAYES
et al., 2000, McINTYRE et al., 2001).

Apesar das respostas farmacolégicas e eletrofisiolégicas obtidas para o
TRPV1 serem muito semelhantes entre as diferentes espécies, algumas diferencas
podem ser observadas nas agdes causadas pelo TRPV1 de rato e de humano. De
fato, a capsazepina é efetiva em antagonizar as respostas produzidas por baixo pH
e calor no TRPV1 de humano. No entanto em sistema nativo ou recombinante de
rato a capsazepina é inefetiva em inibir estas resposta (McINTYRE et al., 2001;
SAVIDGE et al., 2001).

Reforcando essas diferentes respostas observadas entre sistemas
recombinantes expressando o TRPV1 e sistemas nativos, a resiniferatoxina e seu
analogo o forbol 12-fenilacetato 13-acetato 20-homovanilato (PPAHV) apresentaram
baixa sensibilidade no sistema recombinante (células HEK293 expressando o
hTRPV1), em relacdo ao sistema nativo no GRD de rato (SHIN et al.,, 2001). Além
disso, Caterina et al., (1997) demonstraram que a resiniferatoxina € menos potente
em ativar o TRPV1 expresso em odcitos de Xenopus com CEsq de 0,039 uM quando
comparada com o efeito observado no TRPV1 de sistema nativo (CE5q de 0,004
pMM).  Por outro lado, em sistema recombinante (células HEK293 expressando o
hTRPV1) foi demonstrado que a capsaicina e seu analogo o DA-5018 apresentam
maior eficacia em produzir suas respostas quando comparado com a resposta obtida

em sistema nativo no GRD de rato (SHIN et al., 2001). Estes resultados estdo de
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acordo com os obtidos neste trabalho, que demonstra uma grande sensibilidade
para a capsaicina em células HEK293 transfectadas com hTRPV1, quando
comparado com receptores nativos do ganglio do nervo trigémio de rato.

As diferengas no perfil farmacologico observado no TRPV1 em sistema
nativo sugerem uma possivel existéncia de subtipos de receptores para capsaicina
em neurdnios sensoriais. Essas diferengas sugerem ainda, a presenga de proteinas
acessoérias associadas com o TRPV1 que poderiam regular a sensibilidade desse
receptor para diferentes tipos de agonistas (SHIN et al., 2001). Atualmente, sabe-se
que o TRPV1 esta acoplado com varias proteinas acessoérias, incluindo a PLC
(PRESCOTT e JULIUS, 2003), PKC (PREMKUMAR et al., 2000), PKA (BHAVE et
al., 2002), calmodulina (NUMAZAKI et al., 2003) e proteinas vesiculares, como a
sinaptotagmina (MORENILLA-PALAOQO et al., 2004).

Dessa forma, é possivel sugerir que o poligodial e o drimanial também
possam estar interagindo com outros alvos para produzir suas agdes.

O fato dos dialdeidos insaturados n&o apresentarem grupamento
homovanilico semelhante ao da capsaicina e atuarem, pelo menos em parte, via
ativacdo do TRPV1 é intrigante. Apesar de ainda néo estar estabelecido como esse
mecanismo ocorre, tem sido sugerido que algumas agbes dos sesquiterpenos
dialdeidos insaturados estdo relacionadas com a reatividade quimica destes
compostos em torno da cadeia de aminoacidos contendo grupos nucleofilicos,
especificamente residuos de cisteinas e lisinas (JOHSSHON e STERNER, 1997).
De fato, o efeito protetor do poligodial na ulcera gastrica induzida por etanol foi
demonstrado ser dependente da interagdo com grupos sulfidrilas (MATSUDA et al.,
2002). Além disso, agentes redutores e oxidantes também podem ativar neurdnios

sensiveis a capsaicina (EVANGELISTA et al., 1992) e interferir com a unido
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especifica para a [*H]-resiniferatoxina (SZALLASI e BLUMBERG, 1993).

O TRPV1 contém varios residuos de cisteinas e lisinas que sao essenciais
para sua funcdo e para a ligagcdo do agonista no canal (VYKLICKY et al,
2002). Sendo assim, essa poderia ser uma hipétese plausivel para melhor explicar o
mecanismo pelo qual o poligodial e o drimanial conseguem atuar nas fibras
sensiveis a capsaicina e interferir na unido especifica para a [°H]-resiniferatoxina. No
entanto, o TRPV1 parece nao ser a unica proteina pela qual os dialdeidos
insaturados interagem para promover suas agdes farmacologicas. De fato, Forsby et
al. (1994) ja haviam demonstrado que em células de neuroblastoma SH-SY5Y, o
isoveleral e o poligodial causavam aumento na concentragcdo de calcio intracelular,
mediado, em parte, pelo fosfatidil inositol trifosfato (IP3) por meio da ativagdo de PLC
(FORSBY e WALUAM, 1996). No entanto, 0 mecanismo pelo qual o isoveleral e 0
poligodial causavam esse aumento de calcio intracelular nao foi investigado. Mesmo
assim, Forsby e Waluam (1996) sugeriram que ambos dialdeidos poderiam
possivelmente estar causando mobilizagao de fosfatidilinositol.

Existem grandes evidéncias demonstrando que fibras sensoriais inervando a
bexiga urinaria séo sensiveis a capsaicina (AVELINO et al., 2002). Um importante
papel exercido pelo TRPV1 na bexiga urinaria foi recentemente confirmado com o
uso de camundongos com delecdo génica para o TRPV1 (BIRDER et al., 2002).
Esses animais apresentam fungbes alteradas como redugdo da amplitude de
contragdo e retencao urinaria (BIRDER et al.,, 2002). A capsaicina ao ativar o
TRPV1 promove influxo de calcio resultando em varios eventos intracelulares, que
levam a liberagao de neuropeptideos de neurdnios sensoriais como a substancia P e
o CGRP de terminais periféricos e centrais. Essa estimulacdo de receptores

taquicinérgicos esta diretamente relacionada com varias agdes da capsaicina,
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incluindo a contragédo da bexiga urinaria (GEPPETTI e TREVISANI, 2004).

Semelhante a capsaicina, o poligodial e o drimanial causaram contracao na
bexiga urinaria isolada de rato, sendo este efeito inibido pela associacdo de
antagonistas dos receptores NK; e NK; ou pelo antagonista ndo seletivo do TRPV1,
o vermelho de ruténio. No entanto, antagonistas seletivos do TRPV1 como a
capsazepina e a iodo-resiniferatoxina inibiram parcialmente a contragdo induzida
pelo poligodial, sem interferir na contragdo causada pelo drimanial.

Estes resultados sugerem que o poligodial e o drimanial causam contragéo na
bexiga isolada de rato via ativacao de canais sensiveis ao vermelho de ruténio, bem
como via liberagao de neuropeptideos.

Em 1990, Patacchini e colaboradores ja haviam demonstrado que alguns
compostos naturais pungentes como a piperina, eugenol, curcumina e o 6leo de
mostarda induzem contragdo de maneira concentragcdo dependente na bexiga
isolada de rato. Esta resposta contratil foi demonstrada ser inibida pelo vermelho de
ruténio, um antagonista nao seletivo do TRPV1, sugerindo que estes compostos
causavam ativacao de neurénios sensoriais (PATACCHINI et al., 1990).

Recentemente, estudos tém demonstrado que o 6leo de mostarda estimula
um outro receptor membro da familia dos TRPs, conhecido como ANKTM1 ou
TRPA1 (BANDELL et al., 2004; JORDT et al., 2004). O ANKTM1 é expresso em um
subgrupo de neurdnios sensoriais que expressam o TRPV1e neuropeptideos como
0 CGRP e a substancia P (STORY et al, 2003). Este receptor & ativado por
temperatura em torno de 17 °C, que, em humanos, produz sensacao de frio nocivo
(STORY et al.,, 2003). Como o TRPV1 e o ANKTM1 encontram-se em fibras que
detectam calor ou frio nocivo, a ativagao dessas fibras por diferentes estimulos pode

ser interpretada de maneira semelhante, pois os neurdnios espinhais de segunda
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ordem nado conseguem fazer essa diferenciacdo (McKEMY et al., 2002). Tais
resultados poderiam explicar a sensagdo de queimacao que os humanos sentem
apos exposicao a frio intenso (McKEMY et al., 2002). Da mesma maneira, poderiam
também explicar porque compostos naturais, como o 6leo de mostarda, quando
aplicado na pele produz sensagdo de queimagédo, inflamacdo e uma
hipersensibilidade a estimulos térmicos e mecanicos, porém suas ag¢des sao
mediadas via ativacdo do ANKTM1 (JORDT et al., 2004). Recentemente, Bandell e
colaboradores (2004) demonstraram que outros compostos naturais presentes no
gengibre (gingerol), éleo do cravo da india (metil salicilato) no éleo de cinamomo
(aldeido cindmico), que causam sensacao de queimacdo em humanos, ativam o
receptor ANKTM1 (BANDELL et al., 2004). Semelhante a capsaicina, o aldeido
cinamico também causa hiperalgesia térmica em camundongos (BANDELL et al.,
2004), possivelmente pela liberacdo de substancia P e CGRP via ativagdo do
ANKTM1 (JULIUS E BASBAUM, 2001; BANDELL et al., 2004). No entanto,
permanece por ser esclarecido se o poligodial e o drimanial podem promover seus
efeitos por estarem atuando via ativagdo do ANKTM1.

Em conclusdo, os resultados deste estudo demonstraram de que o
tratamento neonatal com o poligodial ou com o drimanial, a exemplo do mesmo
tratamento com a capsaicina, causou inibicdo marcante da nocicepg¢ao neurogénica,
hiperalgesia térmica e do extravasamento plasmatico, seguido por uma marcada
reducao no sitio de ligagao especifico ou ainda uma possivel reducao da afinidade
dos receptores TRPV1 para a [*H]-resiniferatoxina na medula espinhal. Além disso,
ambos sesquiterpenos, assim como a capsaicina, promoveram aumento da
captacao de calcio em fragdo vesicular da medula espinhal de rato, bem como

inibiram a unido especifica para a [*H]-resiniferatoxina. Apesar desses efeitos serem
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muito semelhantes aos observados para a capsaicina, tanto o poligodial como o
drimanial ndo foram capazes de aumentar o calcio intracelular quando analisados
em células HEK293 transfectadas com hTRPV1. Entretanto, ambos poligodial e
drimanial causaram aumento de calcio intracelular em cultura do ganglio do nervo
trigémio de rato. Além disso, a contragédo da bexiga isolada de rato causada pelo
poligodial e pelo drimanial foi inibida pelos antagonistas dos receptores NK; e NK; e
pelo antagonista ndo seletivo do TRPV1, o vermelho de ruténio. Por outro lado, a
contracdo causada pelo poligodial, mas nao pelo drimanial, foi ainda que
parcialmente, inibida pela capsazepina e pela iodo-resiniferatoxina. Em conjunto,
esses resultados permitem sugerir que apesar de alguns efeitos induzidos pelo
poligodial e pelo drimanial serem semelhantes aos observados pela capsaicina,
suas agdes farmacolégicas parecem ndo estar exclusivamente relacionadas com
ativacao direta do TRPV1. Possivelmente, ambos sesquiterpenos poderiam estar
atuando via outros alvos farmacolégicos, incluindo a interagdo com outros membros
da familia TRP, como por exemplo o ANKTM1. Assim, 0os mecanismos precisos
pelos quais o poligodial e o drimanial causam seus efeitos ainda nao estdo
esclarecidos, sendo que outros estudos deverao ser realizados, a fim de melhor
esclarecer as vias pelas quais esses compostos exercem seus efeitos

farmacolégicos in vivo e in vitro.
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