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RESUMO

A procura por novas moléculas com atividade analgésica significativa,
principalmente oriundas de plantas, continua sendo alvo da pesquisa
académica e da industria farmacéutica para o desenvolvimento de novos
farmacos mais eficazes no tratamento da dor. Assim, muitas pesquisas
recentes t€m focado essa acdo em moléculas com capacidade de
modular a atividade do receptor TRPV1, que desempenha papel
importante na codificagdo e transmissdo do estimulo doloroso. O
TMDC, extraido dos frutos de P. tuberculatum, demonstrou efeito
antinociceptivo significativo na nocicep¢do induzida pela formalina
(fase neurogénica) e capsaicina, sugerindo uma modulacdo negativa dos
receptores TRPV1. Portanto, o objetivo desse estudo foi investigar a
participac@o dos receptores TRPV1 no efeito antinociceptivo do TMDC,
bem como das vias de sinalizacdo que levam a sensibilizacdo desse
receptor, através de modelos animais de dor. O TMDC inibe a
nocicepgdo espontinea induzida pela injecdo i.pl. de capsaicina apds 30
min da sua administragdo, e esse efeito perdura até 2 h. Além disso,
quando administrado em conjunto com a capsaicina, pela via i.pl., o
TMDC também é capaz de inibir o comportamento nociceptivo
observado nesse modelo. O tratamento dos animais com TMDC pela via
i.t., 15 min antes, também inibe a nocicep¢do induzida pela capsaicina,
da mesma forma que, quando administrado via i.p., inibe a nocicepg¢io
induzida pela administracdo i.t. de capsaicina. Contudo, quando
administrado pela v.o., o TMDC tem seu efeito antinociceptivo
diminuido no modelo da capsaicina. A administragdo i.p. do TMDC
também inibe a nocicep¢do espontanea induzida pela injecdo i.pl. de
BK, porém ndo inibe o comportamento nociceptivo induzido pela
injecdo i.pl. de PGE2, PMA e FSK. Da mesma forma, o TMDC,
administrado via i.p., inibe a nocicep¢do induzida pela administragfo i.t.
de SP. O pré-tratamento dos animais com naloxona (antagonista de
receptores opidides) reverte o efeito antinociceptivo do TMDC no
modelo da capsacina i.pl. O TMDC é capaz de aumentar a laténcia dos
animais submetidos ao teste da placa quente, sugerindo uma atividade
analgésica intrinseca do composto. Além disso, o TMDC nio altera a
temperatura corporal dos animais tratados (via i.p.). Os dados
apresentados nesse estudo nos sugerem que o TMDC possui efeito
antinociceptivo significativo, em parte por ser capaz de modular a
atividade dos receptores TRPV1 centrais e periféricos, podendo



representar uma molécula com grande potencial para o desenvolvimento
de farmacos mais eficazes no tratamento de patologias acompanhadas de
dor.

Palavras-chave: TMDC, P. tuberculatum, efeito antinociceptivo,
TRPV1



ABSTRACT

The research for new molecules with significant analgesic properties,
particularly from plants, remains the main target of academic research
and the pharmaceutical industry aiming to develop novel and improved
drugs more effective for pain treatment. Recent studies have has focused
on molecules with the ability to modulate the TRPV1 receptor activity,
which plays an important role in the encoding and transmission of
painful stimuli. TMDC, extracted from P. tuberculatum fruits, showed
significant antinociceptive effect aganist formalin- (neurogenic phase)
and capsaicin- induced nociception, suggesting a negative modulation of
TRPV1 receptors activity. Thus, the goal of this study was to investigate
the involvement of TRPV1 receptors in the antinociceptive effect of
TMDC as well as the signaling pathways that lead to sensitization of this
receptor, through animal models of pain. TMDC inhibits spontaneous
nociception induced by i.pl. injection of capsaicin after 30 min of its
administration, and this effect lasts up for 2 h. Furthermore, when
administered in combination with capsaicin, via i.pl., TMDC is also able
to inhibit this nociceptive behavior. Animals treated with TMDC (i.t.),
15 min before, also inhibits nociception induced by capsaicin i.pl., in the
same way that, when administered i.p., TMDC inhibits nociception
induced by i.t. administration of capsaicin. However, when administered
by p.o., the TMDC antinociceptive effect in capsaicin i.pl. model is
diminished. The i.p. administration of TMDC also inhibits spontaneous
nociception induced by BK i.pl., but does not inhibit the nociceptive
behavior induced by i.pl. injection of PGE2, PMA and FSK. Likewise,
the TMDC, administered i.p., inhibits the nociception induced by i.t. SP
administration. Pretreatment with naloxone (a non-selective opioid
receptor antagonist) reversed the antinociceptive effect of TMDC on
capsacin i.pl. model. TMDC increases the latency of mice in the hot
plate test, suggesting an intrinsic analgesic activity of this compound.
Moreover, TMDC was not able to increase the body temperature of
treated animals (via i.p.). The data presented in this study suggest that
TMDC has a significant antinociceptive effect, in part for being able to
modulate the activity of central and peripheral TRPV1 receptors, and
may represent an interesting molecule for the development of more
efficient drugs for treating diseases accompanied by pain.

Key-words: TMDC, P. tuberculatum, antinociceptive effect, TRPV1
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1 INTRODUCAO
1.1 DOR/NOCICEPCAO

O sucesso reprodutivo dos animais depende, em parte, de detectar
e evitar ameacgas a sua integridade que poderiam prejudicar ou mesmo
impedir sua habilidade de se reproduzir. Assim, animais com
mecanismos adaptativos capazes de reconhecer estimulos nocivos e
desencadear respostas fisiologicas e comportamentais adequadas de
protecdo poderdo se reproduzir mais e garantir a sobrevivéncia da
espécie. Um exemplo de mecanismo adaptativo com cardter protetor é a
dor. Estudos genéticos e moleculares demonstram que 0s mecanismos
sensoriais responsdveis pela decodificacio da sensacdo dolorosa
surgiram hd muito tempo na escala evolutiva dos animais, sendo
também encontrados em lampreias, vermes, insetos e peixes
(WALTERS, 2009).

Em 1986, a dor foi conceituada pela IASP (sigla em inglés para
“Associacdo Internacional para o Estudo da Dor”) como sendo uma
“experiéncia sensorial e emocional desagraddvel associada a lesdes reais
ou potenciais, ou descrita em termos de tais lesdes”. O componente
sensorial da dor consiste na captacdo e processamento dos estimulos
nocivos, enquanto o emocional envolve o processamento cognitivo do
evento, sendo moldado pela experiéncia, contexto e estado interno do
individuo. Porém, o componente emocional é pouco estudado em
animais de experimentagdo, sendo avaliado apenas o cardter sensorial da
dor, denominado nocicep¢dao (JULIUS; BASBAUM, 2001; LOESER;
TREEDE, 2008).

A nocicepg¢do consiste na recep¢do e decodificagdo do estimulo
nocivo por estruturas altamente especializadas do sistema nervoso — os
nociceptores. Tais nociceptores consistem em terminagdes nervosas
livres associadas a fibras aferentes primdrias com caracteristicas
distintas (por exemplo, limiares de ativacdo e sensibilidade) em relagdo
a outras estruturas nervosas sensoriais. As fibras C e Ad, de menor
calibre, estdo relacionadas a transdugéo e conducio do estimulo nocivo;
enquanto as fibras C nfdo sdo mielinizadas, as fibras Ad sdo pouco
mielinizadas, possuindo maior velocidade de condugdo do impulso
nervoso que as primeiras. Ja as fibras AP sdo mielinizadas e de alto
calibre, responsdveis por detectar estimulos indcuos aplicados na pele,
musculos e articulacdes, e em condicdes fisiolégicas ndo sdo
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relacionadas a transmissdao dolorosa (JULIUS; BASBAUM, 2001).
Algumas caracteristicas inerentes a cada fibra estdo representadas na
Figura 1.

Limiar térmico

n Fibras Aa e AB
Mielinizada nenhum

Diametro grande
Propriocepcao, toque leve

Fibras A5 ~53 °C Tipo |
. ~43 °C Tipo Il
Levemente mielinizada

Diametro médio
Nocicepcao (mecanica, térmica, quimica)

Fibra C

Nao mielinizada

Diametro pequeno

Temperatura indcua, coceira

Nocicepcdo (mecanica, térmica, quimica)

~43 C

Figura 1. Tipos de fibras nervosas responsiveis pela condugdo do sinal da
periferia ao Sistema Nervoso Central. Fonte: adaptado de JULIUS;
BASBAUM, 2001.

As fibras aferentes primdrias fazem sinapse com neurdnios de
segunda ordem nas camadas superficiais da medula espinal. Os
neurdnios de segunda ordem, por sua vez, cruzam a medula espinhal até
o lado contralateral e ascendem a multiplas areas supra-espinhais por
meio de tratos neuronais especificos (Figura 2), como por exemplo, o
trato espinotalamico. Assim, os neurdnios de segunda ordem ativardo no
tdlamo neurdnios de terceira ordem levando a informag¢do nociceptiva
até as dreas sensoriais do cortex cerebral, onde aspectos como qualidade,
intensidade, localizacdo e duracdo do estimulo nociceptivo serdo
integrados e componentes afetivos e emocionais serdo interpretados e
contextualizados, levando a percep¢ido da dor (VANDERAH, 2007).
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Figura 2. Via ascendente da nocicep¢do. Os axOnios das fibras aferentes
primdrias (C e Ad) que inervam as regides periféricas transmitem o impulso
nociceptivo até as laminas do corno dorsal da medula espinal, onde neurdnios
de segunda ordem repassam a informagdo para os tratos neuronais ascendentes.
Fonte: adaptado de LONGHI-BALBINOT, 2010.

O organismo ainda possui mecanismos intrinsecos para o controle
da dor. O principal deles, a via descendente inibitéria (Figura 3),
envolve uma série de estruturas encefalicas, como o cértex cerebral,
hipotdlamo, amigdala, locus coeruleus, substincia cinzenta
periaquedutal, entre outros, além de sistemas de neurotransmissores,
dentre os quais podemos destacar o sistema opioide (MILLAN, 2002).
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Mesencéfalo

lateral

Medula
espinal

Figura 3. Via descendente da nocicep¢do e principais dreas envolvidas no
controle descente da dor. PAG: substancia cinzenta periaquedutal; NRM: nicleo
magno da rafe; DRG: ganglio da raiz dorsal. Fonte: adaptado de KANDEL,
2000.

Na natureza, as lesdes teciduais podem ser causadas por forcas
mecdnicas e agentes quimicos, bem como mudangas excessivas de
temperatura; assim, espera-se que 0s nociceptores sejam capazes de
detectar estimulos nocivos de diversas origens. De fato, foi demonstrado
que os nociceptores apresentam mecanismos de transdugdo para essas
diferentes modalidades de estimulos, e, por isso, sdo denominados
polimodais (COSTIGAN; WOOLF, 2000; JULIUS; BASBAUM, 2001).
Entretanto, em casos de hipersensibilidade, a dor pode ser provocada por
estimulos normalmente indcuos, onde recebe o nome de alodinia, ou
ainda ser exagerada e prolongada frente um estimulo nocivo — por isso
denominada hipernocicep¢do (ou hiperalgesia) (LOESER; TREEDE,
2008). Estas hipersensibilidades dolorosas surgem como resultado da
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sensibilizacdo central e/ou periférica, provocadas por um estimulo
nocivo persistente ou uma resposta inflamatdria que induz a plasticidade
no sistema nervoso. A sensibilizacdo é caracterizada pela atividade
espontanea dos neurdnios, aumento da resposta a estimulos supra-
liminares e diminuicdo do limiar de ativacdo dos nociceptores
(FERREIRA et al., 2005), eventos induzidos pelo aumento no nimero
de espinhas dendriticas, brotamento de novos botdes sindpticos e
aumento na expressdo de alguns receptores presentes nos nociceptores,
entre outros (LATREMOLIERE; WOOLF, 2009). Além disso, esse
processo de sensibilizacdo leva a ativacdo de nociceptores silenciosos
(nociceptores que se mantém ndo responsivos em situagdes fisiologicas
ou dolorosas; WOOLF, 1989) e também ao recrutamento de fibras A,
anteriormente nio relacionadas a sinalizacdo nociceptiva (BARON;
MAIER, 1995).

A sensibilizagdo dos nociceptores ocorrida, por exemplo, em
casos de mudanca de temperatura (estimulo térmico nocivo), distensdo
do tecido (estimulo mecanico nocivo) ou diferenca osmdtica, resulta na
liberacdo local de mediadores quimicos tais como a bradicinina, prétons,
metabdlitos do dcido aracddonico, ATP, citocinas, aminoacidos
excitatorios, Oxido nitrico, opioides e acetilcolina, entre outros
(JULIUS; BASBAUM, 2001; ROCHA et al., 2007). Estes mediadores
interagem com receptores especificos, levando a propagacido do sinal
nociceptivo por meio do aumento da permeabilidade da membrana
plasmdtica neuronal a cdtions e consequente geragdo do potencial de
acdo (RAJA et al., 1999; COSTIGAN; WOQOLF, 2000).

Os receptores TRP (sigla em inglés para transient receptor
potencial) constituem uma familia de canais catidnicos (permedveis
principalmente ao cdlcio) responsdveis pela deteccdo do estimulo
nocivo, uma vez que sua ativacdo gera o potencial de a¢do necessario
para transmissdo da informacdo nociceptiva (TOMINAGA, 2007). Além
disso, estes receptores possuem a capacidade de detectar mudangas de
temperatura, particularmente temperaturas nocivas (abaixo de 17 °C ou
acima de 43 °C), sendo a maioria ativada também por produtos naturais,
como capsaicina, mentol e cinamaldeido, entre outros (CORTRIGHT et
al., 2007). Entre os receptores de potencial transitério (TRPs)
envolvidos na sinalizagdo nociceptiva, o TRPV1 (transient receptor
potential vanilloid 1) desempenha papel principal, contribuindo tanto na
integracdo como na deteccdo de estimulos quimicos e térmicos
(CATERINA et al., 2000). Além disso, estudos demonstram que certas
lesdes neuropdticas e doencas inflamatdrias induzem a um aumento na
expressdo de receptores TRPV1 na medula espinal, fato que colabora
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para a sensibilizacdo dos neurdnios aferentes primdrios, contribuindo
com casos de hipernocicepcdo e alodinia (HUDSON et al., 2001; LUO
et al., 2004).

O TRPV1 € expresso nos terminais centrais e periféricos de fibras
sensoriais do tipo C e Ad, e pode ser ativado por diferentes estimulos
além do calor nocivo, incluindo prétons, alguns mediadores endégenos
lipidicos (leucotrienos e anandamida) e compostos pungentes como a
capsaicina, o principio ativo da pimenta vermelha (CATERINA et al,,
1997; HWANG et al., 2000). Além dos seus ligantes naturais, o TRPV1
pode ser modulado alostericamente por mediadores pré-inflamatdrios,
como prostaglandinas, bradicinina, ATP e fatores de crescimento, direta
ou indiretamente, por meio da ativacdo de vias intracelulares de
sinalizagdo constituidas por proteinas quinases (Figura 4) (BANDELL et
al., 2004; WANG et al., 2008). Essas proteinas fosforilam o canal,
diminuindo seu limiar de ativa¢do e aumentando sua probabilidade de
ser ativado pelo calor, prétons ou pela capsaicina (PREMKUMAR;
AHERN, 2000). Assim, o receptor TRPV1 funciona como um
integrador molecular onde cada estimulo sensibilliza o canal a outro
estimulo, resultando na amplificacio da funcdo neuronal sensoria
(CRANDALL et al., 2002)
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Figlira 4. Via nociceptiva ativada pelos receptores de bradicinina (B"2) e
prostaglandina (EP), que integram a participagdo das proteinas quinase C e A
com consequente sensibilizagdo do receptor TRPV 1. Adaptado de WANG et al.,
2006.
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Outra via que leva a sensibilizacio do receptor TRPVI1 e
consequente geragdo de estados hiperalgésicos € a via de interagcdo com
receptores NK-1 para a substincia P. O neuropeptideo substancia P (SP)
foi o primeiro ‘“neurotransmissor” descrito para a transmissdo da
nocicepg¢ao, e estd principalmente relacionado com a experiéncia de dor
moderada a intensa (WOOLF et al., 1998). Marcagdes
imunohistoquimicas demonstram que a co-localizagdo de receptores
TRPV1 e NK-1 no ginglio da raiz dorsal leva a um cross talk entre
esses dois receptores via PKC, o que sensibiliza o receptor TRPV1 e
aumenta sua atividade (ZHANG et al., 2007).

O receptor TRPV1 tem sido considerado um alvo terapéutico
importante no tratamento da dor, uma vez que (i) seus agonistas, como a
capsaicina, causam dessensibilizacdo dos receptores, provocando um
alivio da dor em estudos pré-clinicos, e (ii) seus antagonistas reduzem os
comportamentos relacionados a dor em modelos animais de inflamacao,
osteoartrite, cancer e dor pos-operatéria (GUNTHORPE; CHIZH, 2009;
PAL et al., 2009; WONG; GAWA, 2009). Além disso, muitos agonistas
e antagonistas de receptores TRPV1 jd estdo sob investigacio em
estudos clinicos. Um exemplo é o composto 4975 (Adlea™), derivado
da capsaicina, que reduziu a dor em pacientes com artroplastia total do
joelho, em pacientes com osteoartrite e outras condi¢cdes dolorosas
clinicas, apés uma unica inje¢do (para revisdo ver KNOTKOVA et al,,
2008; REMADEVI; SZALLISI, 2008). Assim, compostos com a
capacidade de modular a atividade do receptor TRPV1 constituem alvos
promissores para o desenvolvimento de novos farmacos analgésicos
com utilidade terapéutica.

1.2 PRODUTOS NATURAIS

H4 muito tempo, o homem busca na natureza recursos para
melhorar suas proprias condi¢des de vida e aumentar suas chances de
sobrevivéncia. O uso das plantas como alimento sempre existiu, € a este
costume se incorporou a busca de matéria prima para confec¢do de
roupas e ferramentas. Plantas com propriedades alucindégenas logo
foram incorporadas aos rituais religiosos, e a elas foram atribuidas
propriedades magicas de colocar os homens em contato com os deuses
(LORENZI; MATOS, 2002). O 6pio, extraido da papoula (Papaver
somniferum), era comumente utilizado pelos sacerdotes sumerianos em
seus rituais e para aliviar a dor em doentes agonizantes
(BROWNSTEIN, 1993). Deste modo, o conhecimento sobre a
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propriedade medicinal da flora foi passado ao longo de geragcdes, que em
conjunto com 0s mitos e rituais, formavam parte importante das culturas
locais.

Os produtos naturais (ou metabdlitos secundarios) podem ser
considerados estruturas privilegiadas para a descoberta de novos
farmacos, afirmacdo amparada pelo fato que os produtos naturais devem
combinar-se a algumas proteinas para serem biossintetizados e exercer
sua funcdo inerente no organismo em que foram produzidos (LI;
VEDERAS, 2009). Assim, muitas dessas moléculas podem ser
estruturalmente favorecidas a se ligar em enzimas ou proteinas
receptoras em outros organismos, sendo capazes de desencadear outras
respostas fisioldgicas.

Ha 220 anos, o farmacéutico Friedrich Setiirner isolou o primeiro
composto ativo de uma planta: a morfina, extraida do 6pio produzido
pela P. somniferum. Isso iniciou uma era na qual medicamentos podiam
ser isolados e purificados de plantas, estudados e administrados em
dosagens precisas que ndo variavam conforme a fonte ou a idade do
material. Em 1990, cerca de 80% dos firmacos eram originados de
fontes naturais ou de andlogos inspirados por elas (LI; VEDERAS,
2009). Atualmente, em algumas dreas da medicina, como no tratamento
do cancer, cerca de 60% dos medicamentos disponiveis no mercado ou
em fase clinica de desenvolvimento ainda sdo derivados de produtos
naturais, principalmente de plantas (CALIXTO, 2000).

O Brasil é o pafs com maior diversidade genética vegetal no
mundo, com mais de 55.000 espécies catalogadas — aproximadamente
20% da diversidade biolégica do planeta — fornecendo um potencial
imenso para a pesquisa e desenvolvimento de novos medicamentos
(CALIXTO, 2000). As duas principais vias de identifica¢do de produtos
naturais s@o (i) o conhecimento das praticas tradicionais (ou
etnofarmacologia), e (ii) a triagem aleatdria de plantas, sendo a primeira
mais vantajosa por permitir o planejamento da pesquisa de novos
farmacos a partir do conhecimento empirico ja existente (YUNES;
CALIXTO, 2001).

13 FAMILIA PIPERACEAE E A ESPECIE PIPER
TUBERCULATUM

A familia Piperaceae, classificada entre as mais primitivas
familias de angiospermas, € constituida de 10 a 12 géneros e um grande
e incerto ndmero de espécies, estimado entre 1400 e 2000, que habitam
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lugares imidos e sombrios das regides tropicais (CRONQUIST, 1981;
JOLY, 1991). As plantas pertencentes a esta familia possuem
importancia econdmica, ecoldgica e medicinal, sendo que muitas
espécies sdo utilizadas na alimentacdo e na medicina popular para o
tratamento de muitas patologias do trato respiratério (asma, bronquite e
tosse) e do aparelho digestivo (dores abdominais e diarréias), bem como
para fins antiinflamatdrios (contra o reumatismo), antimicrobianos (com
finalidade antibacteriana, antiflingica e no tratamento de feridas),
antileucémicos, anti-helminticos e no tratamento de doencas venéreas
(LEAL, 2000). Em virtude destas indmeras indicacdes terapéuticas, as
Piperaceaes constituem uma estimulante fonte para a pesquisa
fitoquimica e farmacolégica (MOREIRA et al., 1995; BENEVIDES et
al., 1999).

O género Piper tem mais de 1000 espécies que se distribuem
geograficamente pelas regides subtropicais (DYER et al., 2004),
tropicais e temperadas dos dois hemisférios (GUIMARAES;
GIORDIANO, 2004). Este género apresenta uma das maiores
diversidades de tdxons nos paises neotropicais, em que corresponde a
cerca de 2/3 de todas as espécies neles descritas. Muitas plantas deste
género crescem em florestas quentes, dmidas e com alto indice
pluviométrico. No Brasil, ocorrem cerca de 270 espécies do género
Piper (GUIMARAES; GIORDIANO, 2004).

A espécie P. tuberculatum apresenta-se como arbustos com 2 -
2,5 m de altura, e ramos pubérulos (Figura 5). As folhas possuem bainha
alada, lamina oblongo-eliptica ou ovado-eliptica, base assimétrica e
dpice agudo, de textura papiriceomembrandcea, brilhante; nervuras
ascendentes em nimero de 8-10 pares, peninérveas, dispostas até o dpice
da lamina (Figura 6). As espigas sdo eretas, com 4-7 cm comprimento;
bractéolas triangular-subpeltadas, marginalmente franjadas e a drupa é
tetragonal, ovada ou subobovada, lateralmente comprimida
(GUIMARAES; GIORDIANO, 2004).
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Figura 5. Frutos e folhas de P. tuberculatum, em seu ambiente natural (Cortesia
Dra. Rosely Valéria Rodrigues).
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Figura 6. Ramo de P. tuberculatum com folhas e frutos (RODRIGUES, 2009).

Sua distribui¢do geogréfica estende-se desde o Continente
Americano e Antilhas. No Brasil, é encontrada nos estados do
Amazonas, Rondonia, Para, Maranhdo, Piaui, Ceara, Paraiba,
Pernambuco, Rio de Janeiro e Mato Grosso. Cresce em altitudes
aproximadas aos 550 m, em encosta imida, em capoeira e em locais
brejosos.

A P. tuberculatum é conhecida popularmente como pimenta-
macaco, Jaborandi-falso ou ainda como jamburana (GUIMARAES;



31

GIORDIANO, 2004). E uma planta medicinal utilizada popularmente
como estimulante, no tratamento de acidentes ofidicos, dor de dente
(ARAUJO-JUNIOR et al., 1999) e como estimulante para problemas
estomacais (CHAVES et al., 2003). CICERO BEZERRA FELIPE et al.
(2007) demonstraram que a piplartina, um alcaléide extraido dos frutos
de P. tuberculatum, possui efeito sedativo e antidepressivo em
camundongos. Estudos feitos por BEZERRA et al. (2007, 2008)
demonstraram que este composto tem a capacidade de inibir a
proliferacio de células leucémicas, enquanto que a propriedade
antitumoral dos alcaléides de P. tuberculatum foi demonstrada quanto a
sua atividade citotéxica em diferentes linhagens de células tumorais
(TSAI et al., 2005). Além disso, a atividade antitumoral da piplartina
pela redugdo da reagdo imuno-histoquimica com Ki67, um anticorpo
monoclonal que identifica um antigeno nuclear associado as fases G1, S,
G2 e M do ciclo celular, em tumores de animais tratados (BEZERRA et
al., 2006).

RODRIGUES et al. (2009) reportaram o efeito antinociceptivo do
extrato bruto, fracdes e trés compostos isolados a partir dos frutos de P.
tuberculatum sobre a nocicepcdo visceral induzida por dcido acético.
Neste estudo, demonstrou-se que 0 acido 3,4,5-
trimetoxidihidrocindmico (TMDC), o composto mais potente entre 0s
outros compostos isolados dessa planta testados no trabalho, foi 7.700
vezes mais potente que o 4cido acetil salicilico (aspirina), um anti-
inflamatdrio nao esteroidal utilizado na clinica para o tratamento da dor.
O modelo de contor¢des abdominais induzidas pela administracdo de
dcido acético na cavidade peritoneal é descrito como um modelo tipico
de nocicep¢do inflamatéria visceral, amplamente utilizado como
ferramenta para detecgdo e avaliacdo de novos agentes — naturais ou
sintéticos — com propriedades analgésicas e anti-inflamatdrias
(COLLIER et al., 1968; TIOLSEN; HOLE, 1997). Por induzir a
liberacio de mediadores inflamatdérios, como prostaglandinas,
bradicinina, interleucinas e substincia P (COLLIER et al., 1968;
VINEGER et al., 1979; RIBEIRO et al., 2000; IKEDA et al., 2001), o
dcido acético provoca a ativagdo dos nociceptores e fibras aferentes,
aumentando a liberacdo de aspartato e glutamato no fluido cérebro-
espinal (FENG et al., 2003; ZHU et al., 2004). Em fun¢do disto, este
modelo apresenta uma boa sensibilidade, embora pouca especificidade,
sendo que agentes anti-inflamatdrios, analgésicos, relaxantes musculares
e sedativos mostram-se efetivos em reduzir a dor associada a este
modelo de nocicepcao (FENG et al., 2003).
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Estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa demonstraram
que o TMDC possui atividade antinociceptiva em outros modelos
animais de nocicepg¢do utilizados na avaliagdo de novas moléculas com
potencial analgésico, como os testes de formalina (fase neurogénica) e
glutamato. Além disso, o tratamento de camundongos com diferentes
doses de TMDC (via intraperitoneal) reduziu de forma dependente da
dose a nocicepg¢do induzida pela injecdo i.pl. de capsaicina, com inibicao
de 63+6% e DI, de 0,29 (0,17-0,49) mg/kg. Porém, o tratamento com
TMDC nio foi capaz de inibir o comportamento nociceptivo induzido
por agonistas de outros receptores TRPs (a saber, TRPA1 ¢ TRPMS),
sugerindo que o efeito do TMDC se deva a uma possivel interacdo com
as vias de ativacdo dos receptores TRPV1. O mesmo tratamento com
TMDC ndo alterou o comportamento dos camundongos nos modelos da
barra giratéria e campo aberto, demonstrando que este composto nao
possui efeitos indesejados significativos, como sedagdo e relaxamento
muscular, que poderiam estar associados a uma reducio inespecifica da
resposta nociceptiva observada nos modelos experimentais utilizados.
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2  JUSTIFICATIVA

A dor € um dos principais motivos de procura por atendimento
médico, e a grande maioria dos analgésicos disponiveis no mercado,
baseados em anti-inflamatdrios nao esteroidais e opioides “fracos” (e
suas combinagdes), prové uma fonte acessivel apenas para o alivio da
dor fraca a moderada, enquanto muitos pacientes acometidos de dores
cronicas continuam sem um tratamento eficaz (MOORE et al., 2005;
BJORDAL et al., 2007). Recentemente, identificou-se um aumento de
66% nos testes clinicos (randomizados e controlados por placebo)
realizados em populagdes de pacientes com dor crdnica neuropdtica nos
ultimos cinco anos, e concluiu-se que apenas um alivio limitado havia
sido alcangado com o tratamento condicional, enquanto uma grande
propor¢do dos pacientes permaneceu sem a remissdo da dor
(FINNERUP et al., 2010). Além disso, a maioria dos tratamentos
disponiveis causam um enorme numero de efeitos colaterais
indesejados, além de afetar negativamente o bem-estar dos pacientes,
resultando na descontinuidade do tratamento.

Assim, novos analgésicos, baseados nos mecanismos moleculares
relacionados a condi¢des dolorosas, sdo necessarios para um tratamento
melhor e mais eficaz dos pacientes com dor. A descoberta e o
desenvolvimento desses medicamentos dependem de um maior
entendimento dos mecanismos fisiopatologicos responsdveis pela
geracdo dos quadros dolorosos e um aumento significativo no
investimento em pesquisa e desenvolvimento, para que esse
conhecimento se traduza em analgésicos novos, seguros e eficazes.

H4 um crescente interesse cientifico e industrial nos dltimos anos
em entender a funcdo dos receptores TRPV1 na transducido e
transmissdo da dor, dando enfoque significativo na identificacdo de
moléculas com a propriedade de inativd-los (BURGESS; WILLIAMS,
2010). Além disso, muitos produtos naturais estdo sendo identificados
com a capacidade de modular esse receptor, como capsaicina,
resiniferatoxina, scutigeral, isovelleral e, mais recentemente, eriodictiol
(MC CURDY; SCULLY, 2005; ROSSATO et al., 2011)

O mercado mundial de produtos farmacéuticos opera com um
volume de negdécios do qual 20 milhdes de ddlares tem origem em
substancias vegetais bioativas. No Brasil, estima-se que 25% dos R$ 8
milhdes faturados em 1996 pela inddstria farmac€utica vieram de
medicamentos derivados de plantas (SOARES et al., 2005). Apenas 8%
das espécies vegetais brasileiras foram investigadas na busca de
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compostos bioativos e 1.100 espécies foram avaliadas quanto as
propriedades medicinais. Nos ultimos anos, ocorreu um expressivo
progresso cientifico relacionado a estudos quimicos e farmacoldgicos de
plantas medicinais, visando a identificacdio de novos compostos com
propriedades terapéuticas (SOARES et al,, 2005), campo onde a
pesquisa académica continua tendo um papel de destaque.

Como mencionado anteriormente, o TMDC possui um efeito
antinociceptivo significativo, sendo mais eficaz que a aspirina no
modelo experimental analisado (RODRIGUES et al., 2009), além de
possuir efeito em outros modelos de nocicepcdo que envolvem a
ativacdo de receptores TRPV1 (fase neurogénica da nocicep¢do induzida
por formalina e nocicep¢do induzida por capsaicina). Diante da
necessidade da descoberta de novas moléculas com propriedades
modulatdrias sobre esse receptor e desprovidas de efeitos colaterais
significativos, o presente projeto justifica-se ao buscar ampliar o
conhecimento sobre a ag¢do antinociceptiva do TMDC, principalmente
no que diz respeito ao efeito negativo desse composto sobre a atividade
dos receptores TRPV1, podendo representar uma molécula promissora
para o desenvolvimento de farmacos mais eficientes no tratamento da
dor.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Considerando a atividade antinociceptiva do TMDC demonstrada

em estudos anteriores e os dados existentes na literatura, o objetivo deste
projeto é estender o conhecimento até agora obtido sobre o efeito
antinociceptivo do TMDC sobre a ativagdo de receptores TRPV1
periféricos e centrais, bem como analisar seu efeito nas vias de
sensibilizacdo deste receptor, através de modelos nociceptivos em
camundongos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito antinociceptivo do TMDC na nocicepg¢io
espontanea induzida pela capsaicina i.pl., quando administrado
por via oral, intraplantar e intratecal, bem como avaliar o
decurso temporal do TMDC administrado via i.p. no mesmo
modelo;

Investigar a participagdo de receptores TRPV1 centrais no
efeito antinociceptivo do TMDC, administrado via i.p.;
Verificar o efeito do TMDC sobre a nocicep¢do espontanea
induzida por solugdo 4cida (acido acético 2% pH 4);

Analisar o efeito do TMDC na via de sinalizagdo (receptores de
bradicinina e prostaglandina E2, e proteinas quinase A e C) que
leva a sensibilizacdo de receptores TRPV1;

Avaliar a participacdo de receptores NK-1 no efeito
antinociceptivo do TMDC;

Investigar se o TMDC exerce seu efeito antinociceptivo através
da interagc@o com o sistema opioide;

Avaliar o efeito do tratamento com TMDC na sensibilidade
térmica dos animais;

Verificar se o tratamento com TMDC € capaz de provocar
alteracdes na temperatura corporal dos animais.
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4 MATERIAIS E METODOS

41 MATERIAL  BOTANICO -  IDENTIFICACAO,
PREPARACAO E ISOLAMENTO DO TMDC

Os frutos de P. tuberculatum foram coletados em setembro de
2005 no municipio de Porto Velho, Rondo6nia, Brasil. A identificagio
boténica da planta foi realizada no herbdrio do Instituto de Pesquisa da
Amazonia (INPA), onde um exemplar encontra-se depositado sob o
nimero 211724. A obteng¢do do extrato etandlico dos frutos de P.
tuberculatum, assim como o isolamento, a purificacdo e a identificagio
do TMDC foram realizados pelo grupo de pesquisa coordenado pelo
Prof. Dr. Valdir Alves Facundo, do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Rondo6nia.

Os frutos devidamente secos e triturados (1,1 kg) foram extraidos
com etanol (3 L x 3) a temperatura ambiente. O extrato etandlico foi
concentrado sob pressdo reduzida e forneceu 36,0 g de residuo de
coloragdo marrom. Parte deste material (30,0 g) foi adsorvido em silica
gel (90,0 g) e a mistura, sob a forma de pasta, foi colocada em uma
coluna cromatogréfica e eluida com hexano, diclorometano, acetato de
etila, metanol e metanol:dgua 85:15, obtendo-se os eluatos (fracdes)
com os respectivos rendimentos: 22,9% para o eluato hexanico, 21,3%
para o eluato diclorometano, 22,3% do eluato acetato de etila, 30,0% no
eluato metandlico e 2,4% para o eluato metanol:dgua. A partir da fracio
acetato de etila (5,13 g), aplicada em coluna de silica gel utilizando
como fase movel hexano, hexano/cloroférmio, cloroférmio,
cloroférmio/metanol e metanol, em polaridade crescente, obteve-se
4,49% de um soélido branco amorfo. Apés andlises dos espectros de
RMN 'H e "°C uni e bidimensional, espectros de massas e a comparagao
dos dados de RMN 'H e "*C da literatura (FACUNDO et al., 2005), foi
possivel propor a estrutura do acido 3,4,5-trimetoxidihidrocinamico
(TMDC, Figura 7).
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Figura 7. Estrutura molecular do 4cido 3.4,5-trimetoxidihidrocindmico
(TMDC), extraido dos frutos de P. tuberculatum.

4.2  ANIMAIS

Este estudo utilizou camundongos Seis machos (25-35g), obtidos
do Biotério Central da UFSC, aclimatados a 22 + 2 °C em ciclo
claro/escuro de 12 h (luzes acesas as 6 h) e tratados com dgua e racio a
vontade. Os animais foram mantidos no laboratério por 1 h antes da
realizacdo dos experimentos para ambientacdo. Todos os experimentos
foram conduzidos de acordo com as normas internacionais para o estudo
com animais de laboratdrio, € o nimero de animais e a intensidade do
estimulo nocivo usados foram o minimo necessdrio para demonstrar
efeitos consistentes dos tratamentos (ZIMMERMANN, 1983). Os
experimentos conduzidos neste estudo foram aprovados pelo Comité de
Etica para o Uso de Animais da UFSC, sob o protocolo
23080.027310/2010-12.

4.3  AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

4.3.1 Nocicepcao induzida pela ativacdo de receptores TRPV1
periféricos

Para verificar a participag¢do de receptores TRPV1 periféricos no
efeito antinociceptivo do TMDC, os camundongos receberam uma
injecdo intraplantar (i.pl.) de capsaicina (agonista TRPV1; 1,6 pg/pata;
20 ul), conforme descrito por SAKURADA et al. (1992). Antes da
realizacdo do experimento, os camundongos foram mantidos em
camaras individuais de observacdo (caixas de acrilico transparentes) por
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30 min para ambientacdo. Logo apds receberem a injecdo de capsaicina,
o comportamento nociceptivo (lamber e/ou morder a pata injetada) do
animal foi observado e cumulativamente cronometrado durante 5 min. O
tratamento com TMDC se deu pelas seguintes vias: via oral (v.0., 1h
antes do teste; 1-10 mg/kg), via ipl. (concomitantemente com a
capsaicina; 10-100 pg/pata) ou intratecal (i.t., 15 min antes da realizagio
do teste; 1-30 pg/sitio). Os animais do grupo controle receberam solugio
veiculo (5% Tween 80 em solucdo salina 0,9% NaCl; 10 ml/kg) pelas
mesmas vias que o TMDC. A injecdo i.t. (5 pl) se deu conforme a
metodologia descrita por HYLDEN e WILCOX (1980). Apdés a
tricotomia da regido dorsal, os animais foram contidos manualmente, e
uma agulha conectada a uma microsseringa Hamilton foi introduzida no
espaco sub-dural entre as vértebras L5-L6. Um giro na cauda (reflexo
causado pela penetracdo da injecdo na dura maéter) foi considerado como
indicativo de sucesso na injecdo. A injecdo i.t. do TMDC nio causou
nenhum efeito nociceptivo per se.

O decurso temporal da acldo antinociceptiva do TMDC,
administrado via i.p., também foi avaliado no teste de nocicepgéo
induzida pela capsaicina. Para isso, os animais foram tratados com
TMDC (1 mg/kg, i.p.) ou solucdo veiculo (10 ml/kg, i.p.; grupo
controle), e apds O h, 0,5 h, 1 h, 2 h e 4 h receberam uma injecao i.pl. de
capsaicina (1,6 pg/pata; 20 ul). O comportamento nociceptivo foi
analisado conforme citado anteriormente.

4.3.2 Nocicepcdo induzida pela ativacdo de receptores TRPV1
medulares

A fim de verificar se 0o TMDC seria capaz de inibir a nocicep¢do
induzida pela ativacdo de receptores TRPV1 centrais, a capsaicina foi
administrada pela via i.t. (0,2 nmol/sitio, 5 pl) conforme descrito
anteriormente, ¢ 0 comportamento nociceptivo (lamber e/ou morder a
parte do corpo posterior a inje¢do) foi analisado e contabilizado durante
5 min (ROSSATO et al., 2010). 30 min antes do teste, os animais foram
tratados com TMDC (0,1 — 10 mg/kg) pela via intraperitoneal (i.p.) e
colocados nas cdmaras individuais de observacdo para ambientacdo. Os
animais do grupo controle foram tratados com solugdo veiculo (via i.p.),
utilizada para diluir o TMDC.
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4.3.3 Nocicepcao induzida por solucao acida — acido acético 2%
pH4

Considerando que o receptor TRPV1 também pode ser ativado
por prétons (solugdo 4cida), os animais foram tratados com TMDC (10
mg/kg, i.p.) ou solugdo veiculo (10 ml/kg, i.p.; grupo controle) e
colocados nas camaras individuais de observacdo. Apdés 30 min,
receberam uma injecdo i.pl. de solucdo dcida (4cido acético 2% pH 4; 20
ul) e o comportamento nociceptivo (lamber e/ou morder a pata injetada)
foi avaliado durante 15 min, conforme descrito por MEOTTI et al.
(2010).

4.3.4 Nocicepcdo induzida por bradicinina, prostaglandina E2,
miristato-acetato de forbol e forskolina

Estes protocolos de nocicepcdo espontanea visam verificar se o
TMDC exerce seu efeito modulatério sobre os receptores TRPV1
através da inibicdo de algum componente da via de sinalizacdo
apresentada na Figura 4. Para isso, os camundongos receberam injecdes
i.pl. (20 pl) de bradicinina (BK; 10 nmol/pata), prostaglandina E2
(PGE2; 3 nmol/pata), miristato-acetato de forbol (PMA, ativador da
PKC; 50 nmol/pata) e forskolina (FSK, ativador da PKA; 10 nmol/pata).
O comportamento nociceptivo foi observado e contabilizado durante 10
min apoés as injegdes de BK e FSK, e durante 15 min apés PGE2. Na
nocicep¢do induzida pela ativacio da PKC, o comportamento foi
analisado entre 15 e 45 min ap6s a injecdo de PMA. As doses e tempos
utilizados nesses experimentos foram baseados nos estudos publicados
por FERREIRA et al., 2005, KASSUYA et al., 2007, e NASCIMENTO
et al., 2010. Os animais foram tratados com TMDC (10 mg/kg, i.p.) ou
solucdo veiculo (grupo controle; 10 ml/kg, i.p.) 30 min antes da indug@o
da nocicepgdo, e colocados nas cAmaras individuais de observacao.

4.3.5 Nocicepc¢ao induzida por substincia P

A fim de verificar se 0 TMDC exerce seu efeito antinociceptivo
através da interacdo com receptores NK-1, os camundongos receberam
uma injecdo it. (5 ul) de substincia P (0,1 nmol/sitio), e o
comportamento nociceptivo (lamber e/ou morder a parte posterior do
corpo) foi analisado e cumulativamente contado durante 6 min (LUIZ et
al., 2007). 30 min antes da realizacdo do experimento, os animais foram
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tratados com TMDC (10 mg/kg, i.p.) ou solugéo veiculo (10 ml/kg, i.p.)
e colocados nas camaras de observagao individual.

4.3.6 Envolvimento do sistema opioide

Com o objetivo de verificar a participacio do sistema opioide na
antinocicep¢ao
promovida pelo TMDC, os camundongos foram pré-tratados com
naloxona (antagonista ndo-seletivo de receptores opioides; 1 mg/kg,
i.p.). Apdés 20 min, os animais receberam TMDC (1 mg/kg, i.p.),
morfina (1 mg/kg, s.c) ou veiculo (10 ml/kg, ip.). A resposta
nociceptiva a inje¢do i.pl. de capsaicina foi verificada 30 min apds a
administracdo de TMDC, morfina ou veiculo. Outros grupos de animais
foram pré-tratados somente com veiculo e 20 min apds, receberam
TMDC, morfina ou veiculo, 30 min antes da inje¢do de glutamato,
utilizados como controle ao tratamento com naloxona (LUIZ et al.,
2007).

4.3.7 Placa quente

Este teste foi utilizado para verificar se apenas o tratamento com
TMDC € capaz de alterar a sensibilidade dos animais, de acordo com o
método descrito por WOOLFE; MACDONALD (1944). Os
camundongos foram expostos a placa quente (CQF/AVS - Brasil)
mantida a 55%1°C, e o tempo decorrido entre a exposi¢do e o
comportamento de retirada (sacudida e/ou lambida das patas traseiras,
saltos) foi cronometrado e considerado como limiar basal. O tempo de
corte de 30 s foi utilizado para prevenir danos teciduais. Apds a
obten¢do do limiar basal, os animais foram tratados com TMDC (1 e 10
mg/kg, i.p.) ou solugdo veiculo (10 ml/kg; grupo controle), e decorridos
30 min do tratamento, os animais foram novamente expostos a placa
quente para obtencdo do limiar pés-tratamento.

44  TEMPERATURA CORPORAL

Compostos capazes de modular a atividade dos receptores
TRPVI1 podem também provocar alteragdes na temperatura corporal
(GAVVA et al., 2007). Para avaliar se o0 TMDC também possui essa
caracteristica, os animais foram tratados com TMDC (1 e 10 mg/kg, i.p.)
ou solucdo veiculo (10 ml/kg, i.p.) e 30 min apds sua temperatura
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corporal foi avaliada com o auxilio de um termdmetro (Mallory,
modelo: Thermosensor Pro) aplicado na cavidade auditiva dos animais.
A temperatura corporal dos animais antes do tratamento (temperatura
basal) também foi avaliada.

45 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da
média (E.P.M), exceto as Dlsy (doses do composto capazes de reduzir
50% da resposta nociceptiva quando comparado com o grupo controle),
que sdo apresentadas como médias geométricas acompanhadas de seus
respectivos limites de confianca, em nivel de 95%. As DlIsy foram
estimadas a partir de experimentos individuais, utilizando o método de
regressdo linear através do programa “Graph Pad Prism” (2005, San
Diego, CA).

A anilise estatistica dos resultados foi realizada por meio do
teste Mann-Whitney, andlise de varidncia (ANOVA) de uma via seguido
pelo teste post hoc Newman Keuls ou ANOVA de duas vias seguido do
teste post hoc Bonferroni, quando apropriado. Valores de P < 0,05
foram considerados indicativos de significincia.

4.6 DROGAS E REAGENTES

As seguintes substancias foram utilizadas: 4cido acético (Merck
AG, Darmstadt, Alemanha), substincia P, prostaglandina E2,
bradicinina e forskolina (Sigma, St Louis, MO, EUA), capsaicina e 12-
miristato 13-acetato de forbol (Tocris, Cookson Inc., Ellisville, EUA).
Todas as substincias foram diluidas em solug¢do salina (0,9% NaCl),
exceto a capsaicina (diluida em solug@o salina e DMSO) e o TMDC
(diluido em solucio salina e Tween 80). A concentracio final de DMSO
e Tween ndo excedeu 10% e ndo apresentou nenhum efeito per se.
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S RESULTADOS

5.1 NOCICEPCAO INDUZIDA ~ PELA ATIVACAO DE
RECEPTORES TRPV1 PERIFERICOS

Os resultados apresentados na Figura 8 (A-B) demonstram que o
TMDC, administrado pelas vias i.pl. e i.t., reduziu significativamente a
nocicep¢do induzida pela injecdo i.pl. de capsaicina, com inibicao de
73+4% e 64+7%, e Dls, de 16,48 (6,21-43,7) pg/pata e 17,78 (10,41-
30,37) pg/sitio, respectivamente. Quando administrado pela via oral
(Figura 8C), o composto inibiu apenas 31+4% (dose de 3 mg/kg) a
nocicep¢do induzida pela capsaicina, porém essa atividade
antinociceptiva ndo foi significativa nesse modelo.
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Figura 8. Efeito do TMDC administrado pela via intraplantar (A), intratecal
(B), ou oral (C) na nocicep¢do espontanea induzida pela inje¢do i.pl. de
capsaicina (1,6 pg/pata) em camundongos. Os animais foram tratados com
TMDC pela via i.pl. em associa¢do com a capsaicina, via i.t. 15 min antes, e via
oral 1h antes do teste, sendo colocados nas cdmaras individuais de observagdo
por pelo menos 30 min antes da realizacdo do teste. Cada coluna representa a
média de: 5-6 animais (tratamento i.pl.), 6-8 animais (tratamento i.t.) ou 4-6
animais (tratamento v.0.), e as linhas verticais os E.P.M. Os simbolos denotam
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os niveis de significincia (ANOVA de uma via seguida do teste de Newman
Keuls): * P < 0,05; ** P < 0,01 e *** P < 0,001 comparados ao grupo controle
(coluna preta; animais que receberam solugdo veiculo [5% Tween 80 em
solu¢do salina] pelas mesmas vias que o TMDC).

O decurso temporal da acdo antinociceptiva do TMDC,
administrado pela via i.p., também foi avaliado no teste da capsaicina.
Como pode ser observado na Figura 9, o efeito antinociceptivo do
TMDC (1 mg/kg) nesse modelo teve inicio 0,5 h apds sua administragio
(inibicdo de 46+7%), e esse efeito durou até 2h apds o tratamento
(inibicdo de 50+7%).
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Figura 9. Decurso temporal do efeito antinociceptivo do TMDC, administrado
pela via i.p., na nocicepcdo espontanea induzida pela injecdo intraplantar de
capsaicina (1,6 pg/pata) em camundongos. Os animais foram tratados com
TMDC e 0; 0,5; 1; 2 e 4 h apds os animais foram submetidos ao modelo de
nocicep¢do. Antes da realizagdo do experimento, os camundongos foram
colocados nas camaras individuais de observagdo por pelo menos 30 min. Cada
ponto da curva representa a média de 4 a 6 animais, e as linhas verticais os
E.P.M. Os simbolos denotam os niveis de significincia (ANOVA de uma via
com medidas repetidas seguida de Newman Keuls): * P < 0,05 comparados ao
grupo controle (pontos pretos; animais que receberam solucdo veiculo [5%
Tween 80 em solugdo salina] pela via i.p.).

52 NOCICEPCAO INDUZIDA PELA ATIVACAO DE
RECEPTORES TRPV1 MEDULARES
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Pode-se observar na Figura 10 que o TMDC, administrado pela
via i.p. 30 min antes, foi capaz de inibir a nocicep¢do induzida pela
injecdo intratecal de capsaicina (0,2 nmol/sitio) em camundongos, com
inibicdo de 47+9% na dose 10 mg/kg.
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Figura 10. Efeito do TMDC administrado pela via i.p. na nocicep¢do induzida
pela injecdo intratecal de capsaicina (0,2 nmol/sitio) em camundongos. Os
animais foram colocados nas cimaras individuais de observacdo 30 min antes
da realizacdo do teste. Cada coluna representa a média de 6 a 8 animais, e as
linhas verticais os E.P.M. Os simbolos denotam os niveis de significincia
(ANOVA de uma via seguida do teste de Newman Keuls): * P < 0,05
comparado ao grupo controle (coluna preta; animais que receberam solucdo
veiculo [5% Tween 80 em solucido salina] pela via i.p.).

53  NOCICEPCAO INDUZIDA POR ACIDO ACETICO 2% pH 4

Como pode ser observado na Figura 11, o TMDC (10 mg/kg),
administrado pela via i.p. 30 min antes, ndo foi capaz de inibir a
nocicepg¢ao espontanea induzida pela administracao i.pl. de dcido acético
2% pH 4 em camundongos.
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Figura 11. Efeito do TMDC (10 mg/kg) administrado pela via ip. na
nocicepgdo induzida pela inje¢do intraplantar de dcido acético 2% pH 4 (20 ul)
em camundongos. Os animais foram tratados com TMDC ou solugdo veiculo
(5% Tween 80 em solucdo salina) e colocados nas camaras individuais de
observag@o 30 min antes da realizacdo do teste. Cada coluna representa a média
de 5 a 6 animais, e as linhas verticais os E.P.M. Anadlise estatistica realizada
através do teste Mann-Whitney.

5.4 NOCICEPCAO INDUZIDA POR BRADICININA,
PROSTAGLANDINA E2, MIRISTATO-ACETATO DE
FORBOL E FORSKOLINA

O tratamento prévio de camundongos com TMDC (10 mg/kg,
i.p.) foi capaz de inibir (43+3%) a nocicep¢do espontanea induzida pela
administragdo i.pl. de bradicinina, mas ndo reduziu a nocicep¢do
induzida por prostaglandina E2, miristato-acetato de forbol e forskolina
(Figura 12).
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Figura 12. Efeito do TMDC (10 mg/kg) administrado pela via i.p. na
nocicep¢do induzida pela injecdo intraplantar de bradicinina (BK, 10
nmol/pata), prostaglandina E2 (PGE2, 0,3 nmol/pata), miristato-acetato de
forbol (PMA, 50 pmol/pata) ou forskolina (FSK, 10 nmol/pata) em
camundongos. Os animais foram colocados nas camaras individuais de
observacdo 30 min antes da realizacdo do teste. Cada coluna representa a média
de 6 a 8 animais, e as linhas verticais os E.P.M. Os simbolos denotam os niveis
de significancia (teste Mann-Whitney): * P < 0,05 comparado ao grupo controle
(coluna preta; animais que receberam solugdo veiculo [5% Tween 80 em
solucdo salina] pela via i.p.).

5.5  NOCICEPCAO INDUZIDA POR SUBSTANCIA P

O tratamento prévio de camundongos com TMDC (1 mg/kg) pela
via i.p. foi capaz de reduzir significativamente a nocicepc¢do induzida
pela administracdo i.t. de substincia P, com inibicdo de 89+2%, como
pode ser observado na Figura 13.
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Figura 13. Efeito do TMDC (1 mg/kg) administrado pela via i.p. na nocicep¢ao
induzida pela injecdo intratecal de substdncia P (0,1 nmol/sitio) em
camundongos. Os animais foram colocados nas cimaras individuais de
observag@o 30 min antes da realizacdo do teste. Cada coluna representa a média
de 4 a 6 animais, e as linhas verticais os E.P.M. Os simbolos denotam os niveis
de significincia (teste Mann-Whitney): ** P < 0,01 comparado ao grupo
controle (coluna preta; animais que receberam solucdo veiculo [5% Tween 80
em solucdo salina] pela via i.p.).

5.6 ENVOLVIMENTO DO SISTEMA OPIOIDE

O tratamento prévio de camundongos com o antagonista nao
seletivo de receptores opioides naloxona (1 mg/kg, i.p.) foi capaz de
reverter ndo somente o efeito antinociceptivo da morfina (1 mg/kg, s.c.)
como também reverteu o efeito antinociceptivo do TMDC (1 mg/kg,
i.p.) no modelo de nocicep¢do espontanea induzida pela capsaicina i.pl.
Os resultados sdo mostrados na Figura 14 como médias da duracdo
(tempo em segundos; n = 5) do comportamento nociceptivo induzido
pela administracdo i.pl. de capsaicina.
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Figura 14. Efeito do tratamento prévio dos camundongos com salina (10 ml/kg,
i.p.; grupos controles) ou naloxona (1 mg/kg, i.p.; antagonista ndo seletivo de
receptores opioides) sobre o efeito antinociceptivo do TMDC (1 mg/kg, i.p.) e
da morfina (1 mg/kg, s.c.; agonista ndo seletivo de receptores opioides, utilizada
como controle positivo) na nocicepcdo induzida pela inje¢do intraplantar de
capsaicina (1,6 pg/pata). Os animais foram colocados nas cimaras individuais
de observacdo 30 min antes da realiza¢do do teste. Cada coluna representa a
média de 4 a 6 animais, e as linhas verticais os E.P.M. Os simbolos denotam os
niveis de significincia (ANOVA de duas vias seguida do teste post hoc
Bonferroni): * P < 0,05 comparados ao grugo pré-tratado com salina e solucio
veiculo (5% Tween 80 em solu%ﬁo salina); ¥ P < 0,01 comparado ao grupo pré-
tratado com salina e morfina; * P < 0,01 comparado ao grupo pré-tratado com
salina e TMDC.

5.7 PLACA QUENTE

A laténcia dos animais no teste da placa quente aproximadamente
dobrou apds o tratamento com TMDC na dose de 10 mg/kg (i.p.)
comparado a laténcia basal dos animais, e também ao grupo de animais
que recebeu apenas veiculo. O tratamento dos animais com TMDC na
dose de 1 mg/kg (i.p.) ndo demonstrou efeito. Esses resultados estdo
apresentados na Figura 15.
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Figura 15: Efeito do TMDC administrado pela via i.p. na laténcia dos animais
expostos a placa quente (55+£1°C). A laténcia basal foi avaliada antes dos
tratamentos com TMDC ou solucdo veiculo (Basal; colunas brancas), e 30 min
apds os animais foram novamente expostos a placa quente (Pds-tratamento;
colunas hachuradas). Cada coluna representa a média de 4 a 5 animais, e as
linhas verticais os E.P.M. Os simbolos denotam os niveis de significincia
(ANOVA de uma via seguida do teste de Newman Keuls): ** P < 0,01
comparado ao grupo veiculo (animais que receberam solugdo veiculo [5%
Tween 80 em solucio salina] pela via i.p.), * P < 0,01 diferenca entre os grupos

basal e pds-tratamento com TMDC 10 mg/kg.

5.8 TEMPERATURA CORPORAL

O tratamento dos camundongos com TMDC, pela via i.p., ndo
alterou a temperatura corporal dos animais tratados com as doses 1 e 10
mg/kg, quando comparados com o grupo tratado apenas com veiculo
(5% Tween 80 em solugdo salina). A temperatura foi avaliada nos
tempos 0,5; 1; 2 e 4 h apdés o tratamento. Os resultados estdo
apresentados na Figura 16.
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Figura 16: Efeito do TMDC, administrado pela via i.p., na temperatura corporal
dos animais ao longo do tempo. A temperatura basal (B) foi avaliada antes dos
tratamentos com TMDC ou solucdo veiculo (colunas brancas), € 0,5; 1; 2e 4 h
ap6s a temperatura corporal dos animais foi novamente avaliada. Cada coluna
representa a média de 4 a 5 animais, e as linhas verticais os E.P.M. Anidlise
estatistica realizada através de ANOVA de uma via com medidas repetidas
seguida do teste de Newman Keuls.
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6 DISCUSSAO

Nos ultimos anos vem crescendo a procura por novos farmacos
analgésicos mais eficazes e desprovidos de efeito colaterais
significativos, bem como o estudo e o entendimento da participagao dos
receptores TRPV1 nos processos dolorosos. Os centros de pesquisa —
principalmente localizados nas universidades — tem focado essa pesquisa
em produtos naturais com conhecida atividade antinociceptiva,
principalmente os oriundos de plantas utilizadas pela sua atividade
medicinal.

O nosso grupo de pesquisa demonstrou previamente que o
TMDC, extraido de P. tuberculatum, possui efeito antinociceptivo
significativo no modelo de dor visceral caracterizado pelas contor¢des
abdominais induzidas por d4cido acético 0,6% em camundongos
(RODRIGUES et al., 2009), sendo esse efeito cerca de 7.700 vezes
maior que a aspirina no mesmo modelo. Recentemente, a atividade
antinociceptiva do composto foi confirmada em outros modelos animais
de nocicep¢do amplamente utilizados na busca de novos firmacos com
propriedades analgésicas. Desta forma, foi observado que a
administragdo i.p. do TMDC em camundongos reduziu
significativamente a primeira fase da nocicep¢do induzida pela injecio
i.pl. de formalina, caracterizada como um modelo de dor neurogénica,
com inibi¢do de 72+5% na dose de 3 mg/kg e Dlsy de 0,20 (0,14-0,29)
mg/kg. Da mesma forma, o tratamento de camundongos com TMDC foi
capaz de reduzir o comportamento nociceptivo induzido pela
administragdo i.pl. de capsaicina, um agonista de receptores TRPV1I,
com inibi¢do de 63+6% na dose de 1 mg/kg e Dlsy de 0,29 (0,17-0,49)
mg/kg.

De fato, a participacio dos receptores TRPV1 na fase
neurogénica da nocicep¢do induzida pela formalina € bastante
conhecida, enquanto que na fase inflamatéria os dados existentes na
literatura sdo um pouco controversos (TIAN et al., 2009). Porém,
estudos recentes demonstraram que animais knock out para o receptor
TRPV1 desenvolveram normalmente o comportamento nociceptivo
relacionado com a segunda fase da nocicepcio induzida pela formalina
(XU et al., 2010).

O conjunto de dados apresentados no presente estudo estende os
dados anteriores e demonstra que o TMDC, administrado por diferentes
vias (intratecal e intraplantar), foi capaz de reduzir a nocicepg¢do
induzida pela injecdo i.pl. de capsaicina. Além disso, quando
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administrado por via i.p., o efeito antinociceptivo do TMDC no modelo
de nocicepg¢do induzida pela capsaicina foi observado 30 min apds sua
administragdo, e esse efeito se prolonga por até 2 h. Contudo, quando
administrado pela via oral, o composto reduz apenas parcialmente o
comportamento nociceptivo induzido nesse modelo, ndo sendo
estatisticamente significativo. Uma possivel explicacdo para essa
observacdo é que, quando administrado pela via oral, o composto possa
ter alguma metabolizacdo (por exemplo, conjugacio de grupos
substituintes no grupo hidroxila da molécula) que interfira na sua
atividade antinociceptiva.

Uma alternativa bastante utilizada na clinica, que evita a
exposi¢do sist€émica do organismo ao firmaco e consequentemente
diminui a incidéncia de efeitos colaterais, é a sua administracio tépica.
Assim, nesse trabalho avaliou-se o efeito antinociceptivo do TMDC
administrado localmente, em conjunto com a capsaicina. Os nossos
dados demonstram que o TMDC inibiu significativamente, ¢ de forma
dose-dependente, o comportamento nociceptivo induzido pela injecéo
ipl. de capsaicina, sugerindo que o TMDC pode exercer uma
modulacdo local, pela acdo direta no receptor ou, indiretamente, sobre
0s mecanismos que levam a ativacdo do receptor TRPV 1 periférico.

No presente estudo também foi analisado uma possivel a¢do do
TMDC sobre o SNC, considerando que os receptores TRPV1 sdo
densamente expressos no corno dorsal da medula espinal e também em
ndcleos encefalicos, onde estdo relacionados com a transmissio e
processamento do estimulo nocivo (TREVISANI; SZALLASI, 2009).
Como pode ser observado, o TMDC, administrado centralmente (pela
via i.t.) 15 min antes, foi capaz de inibir o comportamento nociceptivo
induzido pela inje¢cdo i.pl. de capsaicina, sugerindo uma acdo
modulatéria do TMDC sobre receptores TRPV1 da medula espinal. Ao
inibir a atividade desses receptores, o TMDC poderia bloquear a
chegada da informacdo dolorosa aos niveis superiores, e
consequentemente impedir seu processamento. Além disso, o tratamento
i.p. (sistémico) com TMDC foi capaz de inibir a nocicep¢do induzida
pela administracdo 1i.t. (central) de capsaicina, que induz um
comportamento nociceptivo caracteristico da ativa¢do dos receptores
TRPV1 medulares, o que nos permite inferir que o composto é capaz de
atravessar a barreira hemato-encefilica. E importante mencionar que
fadrmacos analgésicos capazes de penetrar o SNC possuem atividade
analgésica superior aos seus andlogos que, por serem pouco
lipossoliveis, ficam restritos a periferia. Além disso, esses resultados
corroboram a postulagdo anterior de que o TMDC pode ter alguma
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metabolizacdo, quando administrado via oral, que diminua sua
lipossolubilidade e reduza a possivel modulacido dos receptores TRPV1
centrais, diminuindo o efeito antinociceptivo do composto.

Dados da literatura apontam que o receptor TRPV1, além da
capsaicina, pode ser ativado por substincias enddgenas, como os
prétons presentes nas solucdes dcidas (pH < 6,0) liberadas em lesdes
teciduais. Levando isso em considera¢do, o efeito do TMDC na
nocicep¢do induzida por solugdo 4cida (dcido acético 2% pH 4.,0)
também foi analisado no presente trabalho. Porém, quando administrado
pela via i.p., o TMDC nao foi capaz de inibir o comportamento
nociceptivo induzido pela administracio i.pl. de soluc¢do dcida. MEOTTI
et al. (2007) demonstraram que, além dos receptores TRPV1, outros
moduladores endégenos participam desse modelo de nocicepg¢do, como
os receptores ionotrépicos de glutamato NMDA, canais ASICs (acid
sensing ion channels) e a enzima ciclo-oxigenase (COX). Assim, apesar
da possivel acdo do TMDC sobre a ativagdo de receptores TRPVI,
existem outras vias de sinalizacdo que levam ao comportamento
nociceptivo induzido pela injecdo i.pl. de 4cido acético 2% pH 4, e que
podem ndo ser moduladas pelo TMDC. Porém, sdo necessarios estudos
adicionais para se confirmar tal teoria.

Esse trabalho também investigou o efeito antinociceptivo do
TMDC sobre as vias de sinalizagdo que podem levar a sensibilizacido
dos receptores TRPV 1, utilizando-se modelos de nocicepgdo espontinea
caracterizados pela ativacdo dos receptores de bradicinina,
prostaglandina E2, e das proteinas quinase associadas (PKC e PKA). O
pré-tratamento dos animais com TMDC inibiu significativamente a
nocicep¢do induzida pela inje¢do i.pl. de bradicinina, porém o mesmo
tratamento ndo foi capaz de inibir a nocicep¢do induzida pelas injecdes
i.pl. de prostaglandina E2, de um ativador da PKC, o PMA, ou de um
ativador da PKA, a forskolina. Sabe-se que a ativagdo dos receptores de
bradicinina pode levar a sensibilizagdo dos receptores TRPVI,
principalmente pela da ativa¢do da PKC. Além disso, FERREIRA et al.
(2005) demonstraram que a nocicepc¢do espontanea induzida por PMA
em camundongos ¢ inibida pelo SB366791, mas ndo pela capsazepina,
sendo ambos antagonistas de receptores TRPV 1. De fato, a aplicagdo de
capsazepina em cultura de células que expressam receptores TRPV1 de
camundongos inibiu apenas as correntes mediadas por capsaicina, ndo
alterando as correntes produzidas por prétons ou PMA (CORRELL et
al., 2004), e o mesmo antagonista ndo foi capaz de inibir a
sensibilizacdo a prétons dos receptores TRPV1 induzida pela ativagdo
da PKCa (OLAH et al., 2002). Os nossos dados demonstram que o
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TMDC nfo foi capaz de inibir a ativacdo dos receptores TRPV1
induzida por prétons, sugerindo uma acdo moduladora semelhante a
capsazepina. Assim, ainda pode-se sugerir que o TMDC age em algum
ponto da cascata de sinalizacdo que precede a ativagdo da PKC, uma vez
que a nocicep¢do induzida pela inje¢do de PMA nido foi inibida pelo
TMDC. No entanto, essa acdo do composto sobre a sensibilizagido
induzida pela PKC do receptor TRPV1 precisa ser melhor investigada.

A participa¢do de receptores de B1R de bradicinina também foi
demonstrada na nocicep¢ao espontanea induzida por PMA (FERREIRA
et al., 2005), sendo que a administracio de PMA na pata de
camundongos leva a um aumento na expressdo desses receptores,
enquanto que os receptores B2R tem pouca participagdo nesse modelo.
A bradicinina exerce seus efeitos fisiologicos através de dois receptores:
B1R e B2R. Tipicamente, os receptores para bradicinina do tipo B2R
sdo constitutivamente expressos, enquanto que a expressdo dos
receptores BIR € induzida em estados inflamatérios, sendo expresso de
forma constitutiva apenas em algumas regides do SNC (medula espinal
e dreas encefilicas). Por outro lado, a nocicep¢do espontianea induzida
pela bradicinina aplicada na pata de camundongos se dd, principalmente,
pela ativacdo de receptores B2R. Essa afirmag@o poderia explicar a agdo
antinociceptiva do TMDC no modelo de nocicep¢do induzida pela
bradicinina, nos levando a inferir que o mesmo exerce seu efeito pela
modulacdo negativa dos receptores B2R, mas ndo possuindo agdo sobre
a ativacdo de receptores BIR.

Marcagdes imuno-histoquimicas apontam uma coexpressdo de
receptores TRPV1 centrais e NK-1 (o receptor para substancia P), e
estudos mostram que essa expressdo € funcional, onde a ativagdao do
receptor NK-1 leva a fosforilagao do receptor TRPV1, aumentando sua
probabilidade de ativacdo (ZHANG et al, 2007). Os resultados
apresentados no presente estudo demonstram que o tratamento prévio de
camundongos com TMDC inibe o comportamento nociceptivo induzido
pela administracdo i.t. de SP, sugerindo uma possivel acdo do TMDC
sobre receptores NK-1. Além disso, a ativacdo do receptor NK-1 pela
SP leva a ativagdo da proteina Gg/11, que resultard na ativacdo da
fosfolipase C-p (QUARTARA; MAGGI, 1998) e consequente ativacdo
da PKC. De fato, a sensibilizacdo dos receptores TRPV1 pela ativagio
dos receptores NK-1 acontece via PKC (ZHANG et al., 2007). Os
nossos dados demonstram que o TMDC ndo exerce seu efeito via
modulacdo da PKC, mas € capaz de modular a ativagdo de receptores de
bradicinina, principalmente do receptor B2R. As agdes fisioldgicas
desencadeadas pela ativacdo do receptor de bradicinina B2R ocorrem
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devido a interacdo com a proteina G, principalmente do tipo Gg/11
(KUHR et al., 2010). Assim, pode-se sugerir também que o TMDC
exerce seu efeito antinociceptivo através de uma modulagdo negativa da
proteina Gg/11, impedindo a ativaco da via de sinalizacdo que levaria a
sensibilizacdo dos receptores TRPV1. Contudo, experimentos
complementares sdo necessarios para confirmar tal hipdtese.

Estudos recentes demonstram uma possivel acdo sinérgica entre
receptores TRPV1 e o sistema opioide. De fato, receptores TRPV1 e -
opioides sdo co-localizados em neurdnios do géanglio da raiz dorsal e
também na medula espinal (CHEN; PAN, 2006; CHEN et al., 2008), e o
pré-tratamento de ratos com capsaicina é capaz de bloquear o efeito
antinociceptivo da morfina, um agonista de receptores u-opioides
(JANCSO; JANCSO-GABOR, 1980). Desse modo, foi avaliada a
participacdo do sistema opioide no efeito antinociceptivo do TMDC, e
os dados do presente trabalho demonstram que a naloxona (um
antagonista de receptores p-opioides) reverte esse efeito, sugerindo que
o composto testado poderia induzir a libera¢do de opioides enddgenos,
contribuindo para a ativagdo do controle descendente inibitério e
consequentemente para seu efeito antinociceptivo no modelo da
capsaicina. Além disso, sabe-se que a capsaicina induz uma liberacdo de
SP e CGRP na medula espinal que é prevenida pelo tratamento com
morfina, sendo que o pré-tratamento com naloxona reverte esse efeito
(NGUYEN et al., 2010). Considerando que o TMDC inibe o
comportamento nociceptivo induzido pela administra¢do i.t. de SP em
camundongos, pode-se ainda sugerir que a naloxona reverte o efeito do
TMDC no modelo de nocicepg¢do induzida pela capsaicina a0 aumentar
os niveis de SP na medula espinal, bloqueando o efeito antinociceptivo
do TMDC. Esse efeito da naloxona também pode explicar porque o
tratamento dos animais com naloxona aumentou (apesar de ndo ser
estatisticamente significativo) a duracdo do comportamento nociceptivo
dos animais que receberam apenas veiculo (Figura 14). Além disso, o
tratamento dos animais com morfina ndo inibiu completamente o efeito
nociceptivo da capsaicina. Uma possivel explicacio para esse fato é que
o tratamento com morfina aumenta os niveis de quimiocinas e citocinas
na medula espinal, e esses mediadores enddgenos, ao interagir com
receptores TRPV1 causam sua ativagdo, se opondo ao efeito
antinociceptivo induzido pela morfina (HUTCHINSON et al., 2008).

O teste da placa quente, onde os animais sd30 expostos a uma
placa mantida com temperatura de 55+1°C, avalia respostas moduladas
e organizadas em niveis supra-espinais a um estimulo nocivo,
demonstrando uma agdo analgésica intrinseca do composto testado
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causada pela liberacdo de opioides endégenos (GUNN et al., 2011). Os
nossos resultados demonstram que o pré-tratamento dos animais com
TMDC na dose de 10 mg/kg (mas ndo na dose de 1 mg/kg) aumentou a
laténcia dos animais no teste da placa quente. Por outro lado, a
administracdo de capsazepina (antagonista TRPV1) ndo modifica os
limiares dos animais na placa quente, sugerindo que o bloqueio seletivo
de receptores TRPV1 parece ndo ser suficiente para prevenir o
processamento da sensacdo dolorosa (NGUYEN et al., 2010). Essa
afirmagdo, em conjunto com os resultados apresentados no presente
estudo, permite-nos sugerir que o TMDC possui um efeito
analgésico/antinociceptivo intrinseco e embasa a observacdo feita
anteriormente de que o TMDC exerce seu efeito antinociceptivo ao
modular a transmissdo da informacdo nociceptiva em niveis superiores
do SNC, possivelmente através da liberacdo de opioides enddgenos e
interagcdo com receptores TRPV1 centrais e suas vias de sensibilizacao.

A maioria dos antagonistas de receptores TRPV1 produz uma
hipertermia em pacientes humanos que € resistente ao tratamento com
antipiréticos convencionais, o que diminui sua utilizacdo segura na
clinica (GAVVA et al., 2008; ROSSATO et al., 2011). Sabendo disso, o
presente estudo acompanhou a temperatura corporal de animais tratados
com TMDC nas doses de 1 e 10 mg/kg — doses capazes de inibir a
nocicep¢do nos modelos testados — e pode-se concluir que o TMDC nio
altera a temperatura corporal dos animais tratados. Essa observagio vai
ao encontro a estudos recentes que demonstram que antagonistas de
receptores TRPV1 que ndo inibem as correntes ativadas por prétons
nesses receptores ndo induzem hipertermia (WATABIKI et al., 2010), e
os nossos dados mostram que o TMDC nio é capaz de inibir o
comportamento nociceptivo induzido pela solu¢do 4cida que levaria a
ativacdo de receptores TRPV1. No entanto, estudos eletrofisiolégicos
sdo necessdrios para confirmar essa hipétese.

A pesquisa por compostos naturais capazes de modular a
atividade dos receptores TRPV1 vem crescendo nos ultimos anos, sendo
expressivo o nimero desses compostos obtidos de plantas que ja estdo
sendo aplicados em testes clinicos, principalmente indicados para o
tratamento da dor (TREVISANI; SZALLASI, 2009). No entanto, a
descoberta de novos firmacos continua sendo uma atividade de alto
risco, pois o tempo e os custos de descobrir e desenvolver esses
compostos continuam sendo um desafio, bem como as metodologias
para traduzir os esforcos dessa investigacdo em medicamentos
disponiveis na clinica que atendam as necessidades das pessoas com
dor. Os recursos bioldgicos existem, mas o acesso € a investigacdo sio
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problematicos, especialmente se houver pressao por um curto espago de
tempo para essa descoberta.

Além disso, aumentar a pesquisa sobre as plantas medicinais
nativas de regides tropicais € extremamente relevante como estimulo
adicional ao estudo e preservacdo das espécies, pois devido as suas
excelentes propriedades medicinais, as plantas sofreram exploragdo
predatéria excessiva nos ultimos anos e correm o risco de
desaparecerem mesmo antes dos estudos ecoldgicos e agrondmicos
estarem completos. A extracdo constante de plantas medicinais tipicas
de regides endémicas é uma ameaca a perpetuacio das espécies nativas
e ja levaram a extin¢d@o diversas plantas cuja atividade farmacoldgica ja
foi confirmada, em adi¢do aquelas cujas propriedades ainda estdo sob
investigacdo (SOARES et al., 2005). Assim, uma vez identificados os
compostos isolados responsdveis pela acdo medicinal da planta, deve-se
recorrer aos estudos que busquem sintetizar essas moléculas de
interesse, diminuindo a extrag¢do predatéria de plantas nativas.

Em suma, os resultados apresentados nesse trabalho permitem
sugerir que o efeito antinociceptivo do TMDC se deve a liberagdo de
opioides enddgenos e a inibicdo da atividade dos receptores TRPV1
periféricos e centrais. Além disso, O TMDC parece ser capaz de
modular negativamente a atividade dos receptores NK-1 e B2R. Essas
observagdes nos levam a sugerir que o TMDC seja uma molécula de
interesse para o desenvolvimento de novos farmacos que possam ser
utilizados na terapéutica da dor clinica. Contudo, estudos adicionais de
estrutura quimica, atividade bioldgica e toxicidade sd3o necessdrios
visando a comprovacdo da sua eficdcia no controle da dor.
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7 CONCLUSAO

Os resultados apresentados no presente estudo nos permitem
concluir que:

v" O TMDC, administrado via i.p., exerceu efeito
antinociceptivo no modelo da injecdo i.pl. de
capsaicina, observado 30 min apds sua administragio,
se estendendo por até 2 h;

v A administra¢do i.pl. do TMDC, em conjunto com a
capsaicina, foi capaz de inibir o comportamento
antinociceptivo induzido pela ativacdo dos receptores
TRPV1 periféricos;

v O TMDC, administrado via i.t. 15 min antes, inibiu a
nocicep¢do induzida pela injecdo i.pl. de capsaicina.
Além disso, quando administrado via i.p., o TMDC
inibiu o comportamento nociceptivo da capsaicina
administrada via i.t.;

v' A administragido i.p. do TMDC inibiu a nocicep¢io
espontanea induzida pela injecdo i.pl. de bradicinina,
mas ndo a nocicep¢do induzida por prostaglandina E2,
miristato-acetato de forbol (ativador PKC) nem
forskolina (ativador PKA);

v' Além disso, a administragdo i.p. do TMDC inibiu o
comportamento nociceptivo induzido pela injecéo i.t.
de substancia P;

v' A naloxona, antagonista de receptores p-opioides,
reverteu o efeito antinociceptivo do TMDC,
administrado via i.p., no modelo da capsaicina;

v O TMDC, administrado via i.p., aumentou a laténcia
dos camundongos tratados com a dose de 10 mg/kg no
teste da placa quente;

v' A administragio ip. do TMDC ndo alterou a
temperatura corporal dos animais tratados.

Esse conjunto de dados nos permite concluir que o TMDC exerce
um efeito antinociceptivo significativo, sem causar efeitos colaterais
importantes. Portanto, esse composto pode representar uma molécula de
interesse terapéutico para o tratamento de patologias relacionadas a dor,
principalmente por ser capaz de modular a ativacdo dos receptores
TRPV1. Porém, estudos adicionais sdo necessdrios para se desvendar o
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mecanismo de acfo exato desse composto, bem como estudos de
toxicidade e estudos clinicos.
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