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RESUMO 
 
 

 
Dentre os produtos de origem natural com propriedades analgésicas comprovadas 
experimentalmente, destacam-se os monoterpernos, tidos como os principais 
constituintes químicos dos óleos essenciais de plantas aromáticas. A (–)-carvona é 
um exemplo de monoterpeno com propriedades antinociceptivas, encontrada como 
o principal constituinte ativo dos óleos de algumas espécies do gênero Mentha. Uma 
vez que o mecanismo antinociceptivo periférico de (–)-carvona não está 
estabelecido, o presente trabalho se propõe a melhor caracterizá-lo. Inicialmente 
realizou-se um estudo estrutura-atividade, onde foi possível demonstrar a 
importância do grupo carbonila ligado à molécula de (–)-carvona, durante o seu 
efeito bloqueador da excitabilidade nervosa periférica de rato, e ainda, que a 
substituição desse grupo por uma hidroxila potencializou esse efeito. Após 
demonstrarmos que (–)-carvona possuía baixa citotoxicidade, investigou-se os 
efeitos desse monoterpeno sobre o canais de sódio dependentes de voltagem (Nav) 
e nos canais receptores de potencial transiente vanilóides 1 (TRPV1), envolvidos na 
nocicepção periférica, utilizando-se neurônios do gânglio da raiz dorsal (DRG) de 
rato. Por meio da técnica de Whole-cell Patch-clamp foi possível demonstrar que    
(–)-carvona (1 mM) foi capaz de reduzir o influxo de Na+ de 8,7±1,6 nA (controle) 
para 5,3±1,1 nA (p< 0,05). Posteriormente, através de ensaios de microscopia de 
fluorescência, observou-se que (–)-carvona aumentou os níveis de Ca2+ em 
neurônios DRG, possivelmente via canais TRPV1. O envolvimento desses canais foi 
posteriormente confirmado por antagonismo específico e por expressão heteróloga 
em HEK 293, por transfecção dessas células com cDNA-TRPV1 de Rattus 
novergicus. Em seguida, demonstrou-se que (–)-carvona atua sobre o canal TRPV1, 
de modo dependente de concentração, promovendo a sua dessensibilização. 
Adicionalmente, foi descartada a participação de outro canal TRP envolvido na dor, 
como o TRPM2, durante o efeito de (–)-carvona. Portanto, o presente estudo 
evidenciou que a substituição do grupamento carbonila por uma hidroxila na 
molécula de (–)-carvona poderia aumentar a eficiência desse monoterpeno na 
redução da excitabilidade nervosa periférica. Este efeito foi demonstrado como 
sendo resultante do bloqueio de canais Nav, bem como pela ativação e posterior 
dessensibilização de canais TRPV1, indicando a grande potencialidade deste 
monoterpeno como uma molécula antinociceptiva periférica ou protótipo de nova 
droga analgésica. 
 
 
Palavras-chave: Produtos naturais. Monoterpenos. (–)-Carvona. Nocicepção. 
Patch-clamp. Expressão heteróloga. 
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ABSTRACT 

 
 
Among the natural products with experimentally proven analgesic properties, the 
monoterpernes are of great importance, recognized as the main chemical 
constituents of essential oils from aromatic plants. (–)-Carvone is an example of 
monoterpene with antinociceptive properties, founded as the main active constituent 
of oils from some species of the genus Mentha. Since the peripheral antinociceptive 
mechanism of (–)-carvone is not well established, this study aimed to better 
characterize it. Initially, it was performed a structure-activity study by which was 
possible to demonstrate the importance of the carbonyl group into the molecule of   
(–)-carvone, during its blocking effect in the rat peripheral nervous excitability, as also 
that the replacement of that group for a hydroxyl enhanceed this effect. After shown 
that (–)-carvone had low cytotoxicity, we investigated the effects of this monoterpene 
in the voltage-gated sodium channels of (Nav) and the transient receptor potential 
vanilloid 1 (TRPV1), involved in peripheral nociception, using neurons from the dorsal 
root ganglion (DRG) of rats. With the technique of Whole-cell Patch-clamp it was 
demonstrated that (–)-carvone (1 mM) was able to reduce Na+ influx from 8.7±1.6 nA 
(control) to 5.3±1.1 nA (p <0.05). Later, by fluorescence microscopy assays, we 
observed that (–)-carvone increased the Ca2+ levels in DRG neurons, possibly via 
TRPV1 channels. The involvement of these channels was further confirmed by 
specific antagonism and heterologous expression in HEK 293 by transfecting these 
cells with TRPV1-cDNA of Rattus novergicus. Then we demonstrated that                
(–)-carvone acts in the TRPV1 channel in a concentration-dependent manner, 
promoting its desensitization. Additionally, it was discarded the participation of 
another TRP channel involved in pain, the TRPM2, during the effect of (–)-carvone. 
Therefore, this study showed that the replacement of a carbonyl by a hydroxyl group 
in the molecule of (–)-carvone could increase the efficiency of this monoterpene in 
reducing the peripheral nerve excitability. Such effect was demonstrated as being a 
result of the Nav channel blockade, as well as the activation and subsequent 
desensitization of TRPV1 channels, indicating the great potential of this monoterpene 
as a peripheral antinociceptive molecule or prototype of a novel analgesic drug. 
 
 
Keywords: Natural products. Monoterpenes. (–)-Carvone. Nociception. Patch-clamp. 
Heterologous expression. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 A dor é uma sensação geralmente desagradável, resultante da interação 

complexa entre mecanismos sensoriais e cognitivos, enquanto que o termo 

nocicepção, relaciona mais especificamente os mecanismos moleculares de 

transmissão desses estímulos. A dor do tipo crônica, por exemplo, afeta quase um 

quinto dos habitantes no ocidente, constituindo um problema de saúde pública de 

grande relevância para o indivíduo e a sociedade. Embora vários estudos tenham 

elucidado determinadas vias de nocicepção, o grande desafio para a próxima 

década será, de fato, utilizar todo esse conhecimento para o desenvolvimento de 

novos agentes analgésicos, mais eficazes e com menores efeitos adversos 

(McMAHON; BENNETT, 2007). 

No entanto, apesar do nosso conhecimento acerca dos mecanismos de 

processamento e modulação da dor ter aumentado extensivamente ao longo das 

últimas décadas, as vias de transdução intracelulares e dos sistemas de percepção 

da dor permanecem, ainda, substancialmente incompletas. Além do mais, no que 

concerne a dor do tipo aguda e especialmente a dor crônica, ambas não estão 

totalmente elucidadas. Embora a indústria farmacêutica tenha feito expressivos 

investimentos para o desenvolvimento de novos agentes analgésicos, ainda é 

preocupante a escassez dessa classe de drogas agindo em novos alvos 

moleculares (MOGIL; DAVIS; DERBYSHIRE, 2010). 

Neste sentido inúmeros grupos de pesquisa em todo mundo têm voltado sua 

atenção para a validação do uso de plantas medicinais e do isolamento de seus 

metabólitos secundários, que podem vir a ser fonte de substâncias analgésicas mais 

potentes e com reduzidos efeitos colaterais, produzidas em menor tempo, a 

menores custos e, conseqüentemente, mais acessíveis à população (CALIXTO et 

al., 2000).  

Portanto, na perspectiva de que as substâncias derivadas de produtos 

naturais, e/ou os seus derivados sintéticos, possam suprir tal necessidade, é 

indispensável que os mecanismos farmacológicos dessas substâncias sejam cada 

vez mais estudados. 

  

1.1 Fundamentos do estudo da dor  
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1.1.1 Classificação geral 
 

A dor é uma sensação universal que nos acompanha desde os primórdios 

da nossa evolução, e desta forma, a grande maioria dos indivíduos já a vivenciaram 

de algum modo. Entretanto, torna-se difícil para alguém descrever a própria dor e, 

ainda, impossível de se conhecer exatamente a experiência dolorosa do outro. Isto 

porque a dor trata-se de uma experiência individual, com aspectos peculiares, 

associada às características únicas de cada organismo (RENTON , 2008). 

Para melhor caracterizar o processo doloroso, pressupõe-se a existência de 

dois componentes envolvidos: um seria a sensação de dor propriamente dita e a 

outra seria chamada de nocicepção. A primeira descreve a reação emocional à dor, 

que corresponderia a uma interpretação afetiva a essa sensação, sendo esta de 

caráter individual, representada principalmente por experiências prévias, tais como a 

lembrança de alguma forma de sofrimento. A nocicepção, por sua vez, estaria mais 

relacionada à parte mecanística de transmissão da dor, induzida por estímulos 

nocivos exógenos, tais como biológicos, físicos e químicos, ou ainda, 

endogenamente principalmente por processos inflamatórios (MORAES; CAMARGO, 

1999). 

A dor pode ser de curta duração (aguda) ou mais prolongada (crônica). A dor 

aguda é geralmente benéfica para o indivíduo, servindo como advertência de dano 

tecidual real ou iminente, permitindo o seu rápido reflexo evasivo da fonte do 

estímulo nocivo. Esta dor nociceptiva surge na periferia através da ativação direta de 

nervos terminais sensitivos a dor, por estímulos nocivos mecânicos, térmicos ou 

químicos. A dor aguda pode ser geralmente aliviada pela administração local de 

agentes farmacológicos, por exemplo, os anestésicos locais ou anti-inflamatórios 

não-esteroidais (AINEs), ou mesmo por agentes não-farmacológicos, como a 

aplicação de gelo sobre a área afetada. A dor crônica, por outro lado, tende a ser 

uma resposta não-adaptativa consequente de alguma patologia subjacente. A dor é 

considerada crônica se continuar duradoura por mais de três meses, em geral, e 

normalmente durar mais que a resposta de cura normal ou ainda continuar na 

ausência de qualquer dano tecidual observável  (TURK; OKIFUJI, 2009). A dor 

crônica é a principal razão pela qual as pessoas buscam atenção médica, 

entretanto, o arsenal de medicamentos analgésicos disponíveis é limitado. Além 
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disso, todos os analgésicos atualmente disponíveis têm algum grau de efeito 

adverso associado, o que muitas vezes os tornam inadequados para certo tipo de 

paciente. Este é o tempo de desenvolver agentes analgésicos mais eficazes, 

seguros e com menores efeitos adversos (McDOUGALL, 2011). 

Sob outro ponto de vista, a dor pode ser classificada considerando-se os 

mecanismos fisiológicos envolvidos, como dor nociceptiva, neuropática, referida ou 

visceral (SAKATA; GOZZANI, 1994; RENTON, 2008). De acordo com esta 

classificação, a dor nociceptiva é originada pela ativação dos nociceptores, bem 

localizada e circunscrita à área lesada, caracterizando-se por sensações claras e 

precisas. A dor neuropática caracteriza-se por um processo crônico associado 

apenas à via sensorial, e é decorrente de distúrbios do sistema nervoso central 

(SNC) ou por danos de nervos periféricos (DWORKIN, 2002). Contrariamente à dor 

nociceptiva, a dor referida não possui uma localização precisa, e ainda, pode ser 

decorrente de uma área do corpo não coincidente com a localização da víscera que 

a produziu (ARENDT-NEILSEN; SVENSSON, 2001). A dor visceral é a forma de dor 

que surge mais frequentemente como conseqüência de enfermidades, sendo o 

sintoma comum na maioria das síndromes dolorosas agudas e crônicas de interesse 

clínico. Esta caracteriza-se por ser vaga, mal localizada e se estende bem além do 

órgão lesado, podendo ser referida em regiões distantes da víscera que a originou 

(RENTON, 2008). O reconhecimento da dor como reação sensitiva envolve três 

mecanismos básicos: transdução, transmissão e modulação. Durante a transdução, 

ocorre a “transformação” de um estímulo mecânico, térmico ou químico, em uma 

ativação dos receptores da dor (nociceptores), que então o transmite na forma de 

um impulso nervoso por um potencial de ação. A modulação ocorre principalmente 

nos neurônios do trato espinotalâmico, os quais apresentam campos receptivos 

inibitórios da sensação dolorosa (RENTON, 2008). 

 

 
1.1.2 Visão geral da transmissão da dor 

 

De acordo com uma visão geral clássica, a dor inicia-se na periferia por meio 

de um estímulo nocivo, que pode ser mecânico, físico ou químico, ativando 

terminações nervosas livres associadas com as fibras de pequeno diâmetro dos 



22 

 

neurônios aferentes (Figura 1). Este estímulo será posteriormente transmitido por 

meio de um sinal eletroquímico, o potencial de ação, que é transmitido da periferia 

para o SNC via os nervos aferentes primários de lenta duração.  

 

 
Figura 1 – As vias da nocicepão periférica. Os estímulos nocivos externos ou internos 
podem ativar nociceptores periféricos que resultam na sensação de dor. Várias células 
situadas nas proximidades dos neurônios terminais podem liberar mediadores que podem 
aumentar ou reduzir o limiar de ativação do nervo. Adaptado de MacDougall (2011). 
 



23 

 

Ao inserirem-se no corno dorsal da medula espinhal, estes impulsos são 

transmitidos via sinapses químicas de neurônios de segunda ordem, os quais são 

posteriormente transportados ao longo de vias ascendentes para os centros 

superiores do cérebro. Por veicular esses impulsos para áreas específicas do 

cérebro, tais como o córtex somatosensorial e da amígdala, os sinais eletroquímicos 

tomam a forma de uma experiência psicofísica, incorporando as respostas para os 

reflexos motores e as respostas emocionais. É importante mencionar que os 

detalhes críticos de todo este processo ainda não foram totalmente esclarecidos 

(McDOUGALL, 2011). 

Os neurônios do gânglio da raiz dorsal (DRG) são responsáveis por 

intermediarem a transmissão dos sinais dolorosos da periferia à medula espinhal. O 

DRG está localizado na adjacência da medula espinhal, de onde as suas fibras 

nervosas são projetadas, interconectando o SNC com o sistema nervoso periférico 

(SNP). Essas fibras conectam-se com o corno dorsal da medula, através de distintas 

camadas, ou lâminas, separadas paralelamente, que consistem de uma combinação 

única de neurônios, podendo ser diferenciadas anatomicamente de I a V (Figura 2). 

Vários estudos demonstraram que as sensações mecânicas captadas pelos 

mecanoceptores, são mediadas pelas fibras mielinizadas de grande calibre (Quadro 

1), os quais conectam-se nas lâminas III, IV e V. Por sua vez, os estímulos dolorosos 

e os estímulos térmicos são transmitidos pelas fibras que se projetam nas lâminas 

superficiais I e II da medula espinhal (CASPARY; ANDERSON, 2003).   
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1.1.3 As bases moleculares da nocicepção 
 

Os receptores relacionados com a dor são descritos como “opióides” e são 

classificados em 4 tipos, nomeados com as letras gregas μ (mü), κ (kappa), δ (delta), 

σ (sigma), amplamente distribuídos no SNC, desempenhando diferentes efeitos 

farmacológicos (Quadro 2). Durante a ativação desses receptores, pelos agonistas 

opióides, ocorre o fechamento de canais para cálcio (Ca2+) dependentes de 

voltagem (Cav), reduzindo a liberação de neurotransmissores. Além disso, a ativação 

de receptores μ ou δ promove a abertura de canais para potássio (K+) cálcio-

dependentes (KCa), produzindo hiperpolarização da membrana celular e o 

fechamento dos canais Cav, o que reduz a liberação de substância P pelos terminais 

centrais do neurônio aferente primário. Estes agonistas atuam ainda ativando as vias 

inibitórias descendentes (MARTIN; EISENACH, 2001). 

Dentre as classes mais estudadas, estão os receptores μ, қ e δ, que são 

acoplados à proteína G e portanto capazes de afetar a regulação iônica, o 

processamento do Ca2+ intracelular e a fosforilação de proteínas. Foi sugerida a 

existência de diversos subtipos de receptores opióides; atualmente, os mais 

caracterizados por critérios farmacológicos incluem μ1, μ2, қ1, қ2, қ3, δ1 e δ2 (MARTIN; 

EISENACH, 2001). O quadro 2 descreve os efeitos farmacológicos dos principais 

tipos e subtipos de receptores opióides. 

 

 

Quadro 2 – Tipos de receptores opióides e seus efeitos farmacológicos.  
 

 

Tipo de Receptor Efeitos Farmacológicos 

 
Mü (μ) 

 
Analgesia espinhal (μ1), analgesia supra-espinhal (μ2), 

depressão respiratória (μ2), constipação intestinal (μ2), 
retenção urinária (μ2), prurido (μ2), sedação, euforia, 
dependência física. 

 
Kappa (қ) 

 

 
Analgesia espinhal (қ3), analgesia supra-espinhal (қ2), 

depressão respiratória, constipação intestinal, sedação. 

 
Delta (δ) 

 

 
Analgesia espinhal, analgesia supra-espinhal (δ2), 

depressão respiratória, prurido, dependência física. 
 

Sigma (σ) 
 

 
Retenção urinária, disforia, midríase. 
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Durante a nocicepção, além dos receptores opióides estão envolvidos ainda 

outros tipos de receptores, como os GABAA (PAN et al., 2008); M1 e                 

M2-muscarínicos (NAGUIB; YAKSH, 1997); NMDA-glutamatérgicos (CHIZH et al., 

2001; CODERRE; VAN EMPLE, 1994); D1 e D2-dopaminérgicos (PEANA et al., 

2004). Sabe-se, ainda, que a liberação de mediadores químicos, tais como a 

bradicinina, histamina, serotonina e prostaglandinas podem levar tanto à 

estimulação direta quanto à sensibilização dos receptores da dor (NICKEL et al., 

2011). 

O estudo da dor em nível molecular é um estudo complexo, pois vários 

receptores estão envolvidos neste processo e pouco ainda se sabe sobre suas 

bases moleculares e mecanismos de regulação. A dor neuropática, por exemplo, 

pode também estar associada a uma mudança na expressão gênica dos canais de 

sódio (Na+) dependentes de voltagem (Nav) após uma lesão no nervo, provocando 

uma hiperexcitabiliade nervosa (BLACK et al., 2004; DEVOR, 2006; WAXMAN et al., 

2000). Dentre estes, os canais Nav1.7, Nav1.8 e Nav1.9, são amplamente expressos em 

nervos periféricos e possuem relação direta com a dor (DIB-HAJJ et al., 2007; 

POYRAZ et al., 2003). Um outro tipo de canal iônico envolvido na nocicepção são os 

canais de K+, cuja ativação está envolvida na modulação positiva do efeito 

analgésico de agonistas opióides e muscarínicos (YAMAZUMI; OKUDA; KOGA, 

2001). Dentre estes podem ser citados os canais de K+ dependentes de voltagem 

(Kv) como o Kv4.2 e o Kv4.3 (HUANG et al., 2005), e ainda, os canais de K+ sensíveis 

ao ATP (KATP) (IWAMOTO; MARION, 1993) e ao cálcio (KCa) (LI et al, 2007). 

 

 
1.2 A excitabilidade neuronal e o potencial de ação composto (PAC) 
 

Os canais iônicos são poros hidrofílicos formados por proteínas integrais das 

membranas celulares das mais variadas espécies animais e vegetais. Eles possuem 

três importantes propriedades: conduzir íons, reconhecer e selecionar íons 

específicos, abrir e fechar em resposta a sinais elétricos, mecânicos ou químicos 

específicos. Os canais dos nervos e músculos conduzem os íons através da 

membrana celular a velocidades extremamente altas, cerca de 106 por segundo, o 

que causa alterações rápidas do potencial de membrana (HILLE, 2001). 
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Em todos os canais iônicos, as proteínas possuem diferentes estados 

conformacionais, dentre os quais, alguns apresentam maior estabilidade, o que 

corresponde a um estado funcional diferente. A transição do canal entre esses 

diferentes estados, é geralmente classificada em: aberto, fechado e inativado. Para 

que um estímulo cause a transição do estado conformacional de um canal, deve-se 

fornecer energia. No caso dos canais dependentes de voltagem, a energia é suprida 

pela movimentação de uma região carregada da proteína do canal, denominada 

sensor de voltagem, através do campo elétrico da membrana. O movimento das 

cargas do sensor de voltagem através do campo elétrico confere ao canal uma 

variação da energia livre, alterando seus estados fechado (C) e aberto (O). A 

transição entre estes dois estados requer em média, alguns milisegundos, todavia, 

quando iniciada, ela procede instantaneamente (cerca de 10 µs) originando 

variações abruptas da corrente através do canal. Porém, apesar dessa rápida 

condução iônica, os canais iônicos são surpreendentemente seletivos, haja visto que 

cada tipo permite a passagem de apenas uma ou algumas espécies de íons (HILLE, 

2001). 

A ativação de diferentes classes de canais iônicos promove uma alteração 

rápida na polaridade da membrana das células excitáveis, através das correntes 

iônicas geradas, formando o potencial de ação que se propaga ao longo da célula, 

sendo considerado como a base da capacidade carreadora de sinais das células 

nervosas (ARMSTRONG; HILLE, 1998). Um potencial de ação é deflagrado quando 

ocorre um influxo de íons carregados positivamente na célula alterando a polaridade 

da membrana, carregada negativamente em sua porção interna durante o repouso 

para uma polaridade positiva, em um evento chamado de “despolarização”. A 

polaridade da membrana é restaurada pelo processo de “repolarização”, geralmente 

devido ao impedimento do influxo de íons positivos e ao efluxo de íons potássio (K+) 

por difusão, pela abertura dos canais Kv (ARMSTRONG; HILLE, 1998; HILLE, 2001). 

O potencial de membrana das células nervosas em repouso é 

principalmente determinado por canais seletivos aos íons K+, que são 100 vezes 

mais permeáveis ao K+ do que ao Na+. Já durante o potencial de ação, são ativados 

canais de 10 a 20 vezes mais permeáveis ao Na+ do que ao K+. Logo, a chave para 

a grande versatilidade da sinalização neuronal está na ativação de diferentes 

classes de canais iônicos (HILLE, 2001; YU; CATTERALL, 2007).  
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A soma algébrica de vários potenciais de ação, resultantes da estimulação 

de vários axônios presentes em uma fibra nervosa, é chamada de potencial de ação 

composto (PAC), o qual foi descrito, inicialmente, a partir do primeiro pico (A) gerado 

em um nervo e as suas subdivisões (Aα, Aβ, Aγ e Aδ) como a soma da atividade 

elétrica das fibras mielínicas de rápida condutância (PERL, 2007). Um pico de 

condutância muito lenta também observado foi proposto como a representação da 

atividade das fibras amielínicas do tipo C. Diferentemente do potencial de ação 

gerado em um único axônio, o PAC é uma resposta graduada, cuja magnitude 

aumenta com a intensidade do estímulo. Isso ocorre devido ao fato de que 

diferentes axônios presentes na fibra nervosa possuem diferentes limiares de 

excitabilidade e diferentes diâmetros, sendo mais rápidas e excitáveis as fibras que 

possuem menor limiar e maior diâmetro (Quadro 1), de acordo com a seguinte 

ordem: Aα>Aβ>Aγ>Aδ>B>C (PERL, 2007). 

 

 

1.2.1 Os canais de Na+ dependentes de voltagem (Nav) 
 

Os canais para Na+ dependentes de voltagem (Nav) são as bases da 

excitabilidade elétrica do nervo e das células musculares (CRUZ et al., 2000). O 

canal para Na+ foi purificado pela primeira vez do órgão elétrico do peixe 

Electrophorus electricus, sendo composto por uma única cadeia peptídica de 260 kD 

(AGNEW et al., 1980). Ao todo, existem dez genes para as subunidades α dos 

canais Nav no genoma humano, e nove deles pertencem a uma única família com 

identidade superior a 70% da sua seqüência de aminoácidos (GOLDIN et al., 2000).  

Drogas que bloqueiam os canais Nav são utilizadas para o tratamento da 

dor, arritmias cardíacas, analgesia e epilepsia. Estes canais são expressos em 

diferentes tipos de células excitáveis e conduzem os íons Na+ dez vezes mais rápido 

que o K+ ou o Ca2+. A sua seletividade é determinada pelas cadeias laterais de 

quatro resíduos de aminoácidos (aspartato-glutamato-lisina-alanina), entre os 

segmentos S5 e S6 de cada domínio (Figura 3), os quais são conservados em todos 

os dez canais (SUN et al., 1997).  Após um curto período (1 a 2 ms) após aberto, os 

canais Nav são inativados através do gating de inativação citoplasmático formado 

pelo motivo hidrofóbico IFMT (isoleucina-fenilalanina-metionina-treonina), localizado 
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na porção interna do canal e entre os domínios III e IV (Figura 3) (ROHL et al., 

1999). A inativação exerce um controle crucial na condutância dos canais Nav, 

permitindo que o canal abra em rápidas seqüências para gerar os trens de sinais 

elétricos breves (YU; CATTERALL, 2004). 

   

 

 
 
Figura 3 – O canal para Na+ dependente de voltagem. Representação esquemática da 
subunidade α do canal para Na+ dependente de voltagem (Nav). À esquerda, estão 
representados os seus quatro domínios (I-IV), formados por seis segmentos transmembrana 
(S1–S6). Entre os segmentos S5 e S6 ocorre a região formadora do poro (verde). Em 
vermelho, os segmentos S4 carregados positivamente e em amarelo, o gating de inativação 
(motivo IFMT). Os círculos entre os loops representam os aminoácidos que formam o filtro 
de seletividade ao íon. N e C representam as porções amino e carboxi-terminais, 
respectivamente. À direita, está representada a estrutura tridimensional da subunidade α (20 
Å). Adaptado de Yu e Catterall (2004). 
 
 
 
1.3 Os canais receptores de potencial transiente (TRP) 
 

Com o advento da tecnologia de clonagem molecular, identificou-se um 

grande número de canais para cátions, pertencentes à grande família dos canais 

receptores de potencial transiente (TRP). A identificação desses canais iônicos em 

nociceptores polimodais, ativados por diferentes tipos de estímulo, despertou o 

intenso interesse dos pesquisadores, muitos dos quais consideram os canais TRP 

Canal Nav 
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os principais integrantes da modulação e transdução da dor. De fato, os canais TRP 

estão associados com todos os aspectos da fisiologia sensorial, incluindo as 

sensações mecânicas e térmicas, visão, audição e paladar. Fica evidente, portanto, 

o motivo pelo qual esses canais têm motivado grande interesse por parte da 

comunidade científica e inclusive da indústria farmacêutica (McDOUGALL, 2011). 

A subfamília de canais TRP sensíveis à temperatura (Termo-TRP) possui 

duas grandes subdivisões de canais, aqueles sensíveis ao calor e os sensíveis ao 

frio (REID, 2005). O canal TRPV1 (CATERINA et al., 1997) é considerado o 

arquétipo dos Termo-TRP, entretanto o grupo também inclui o TRPV2 (CATERINA 

et al., 1999), TRPV3 (SMITH et al., 2002) e TRPV4 (GULER et al., 2002). Os canais 

TRPM2 (SANO et al., 2001), TRPM4 (XU et al., 2001) e TRPM5 (TALAVERA et al., 

2005) foram recentemente relatados por serem também modulados por 

temperaturas elevadas, entretanto os seus papéis na regulação da sensação térmica 

permanecem desconhecidos. Dentre os Termo-TRP sensíveis ao frio, incluem 

TRPM8 e TRPA1 (McKEMY; NEUHAUSSER; JULIUS, 2002; PEIER et al., 2002; 

STORY et al., 2003).  

Esses canais são descritos por possuírem seis domínios transmembranares, 

cujas terminações carboxi e amino-terminais estão localizadas na porção 

citoplasmática, e a região formadora do poro localizada entre os segmentos 5 e 6 

(Figura 4). Na porção amino-terminal localizam-se as repetições das sequências da 

anquirina, as quais variam entre os vários tipos de Termo-TRPs (SZALLASI et al., 

2007). 

Até a presente data, a subfamília TRPV é composta por um total de seis 

membros, do TRPV1 ao TRPV6, dos quais os TRPV1 ao TRPV4 são foco de maior 

interesse como alvos potenciais para novas drogas analgésicas. Os outros dois 

canais, TRPV5 e TRPV6, parecem ser constitutivamente ativos e, ainda, 

desempenham um importante papel na recaptação da vitamina D, dependente de 

cálcio nos rins e intestino, respectivamente (GRAAF; HOENDEROP; BINDELS, 

2006). 
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“knockout” para o canal TRPV4 possuíam um maior limiar para estímulos mecânicos 

nocivos em relação ao tipo selvagem desses animais (SUZUKI et al., 2003). 

Dentre os canais TRP, o primeiro demonstrado a responder quando em 

baixas temperaturas foi o TRPA1, assim chamado após ter sido encontrado em 

nociceptores polimodais, de estrutura semelhante ao TRPV1, entretanto, 

apresentando grande número de motivos repetitivos de anquirina (JAQUEMAR, 

SCHENKER, TRUEB, 1999; STORY et al., 2003). Os canais TRPA1 ativados por 

temperaturas moderadas, em torno de 17 °C (Quadro 3), e demonstrou-se que a sua 

expressão era aumentada em neurônios DRG após a indução de inflamação ou 

lesão neuronal (KATSURA ET AL., 2006; FREDERICK et al., 2007).  

Outro canal TRP conhecido por estar envolvido na sensação de frio pertence 

à família dos receptores da melastatina, e por isso denominado como TRPM8 

(MCKEMY, NEUHAUSSER, JULIUS, 2002; PEIER et al., 2002). Ativado por faixas 

de temperaturas de 18-24 °C (Quadro 3), bem como por compostos refrescantes, 

tais como o mentol, eucaliptol e icilina, os canais TRPM8 são expressos por cerca de 

15% dos neurônios DRG de pequeno diâmetro e de neurônios trigeminais 

(BAUTISTA et al., 2007; MCKEMY; NEUHAUSSER; JULIUS, 2002). Por ser um 

canal de cátions não-seletivo, a estimulação dos canais TRPM8 promove a 

despolarização da membrana e a deflagração de impulsos nervosos aferentes. Em 

vários modelos de dor neuropática e inflamatória, a expressão de canais TRPM8 é 

aumentada bem como a hipersensibilidade do canal aos estímulos térmicos e 

mecânicos, embora ainda não esteja claro se este isto seria resultante de ativação 

ou bloqueio do TRPM8 (FREDERICK et al., 2007; PROUDFOOT et al., 2006; XING 

et al., 2007). Portanto, vários estudos têm demonstrado a importância dos canais 

TRPM8 durante o desenvolvimento da dor crônica resultante de inflamação ou da 

dor do tipo neuropática, e que a intervenção farmacológica sobre esses receptores 

poderia gerar novas estratégias para o combate dessas doenças (PROUDFOOT et 

al., 2006).  
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Quadro 3 – Os canais Termo-TRP envolvidos na dor e os seus respectivos ativadores 
e bloqueadores.  
 

Canal TRP Ativador Sensibilidade 
térmica Bloqueador seletivo 

TRPV1 Prótons 43–52 °C SB366791 

Vanilóides Capsazepina 

Etanol 

TRPV2 Δ9-Tetrahidrocanabinol ≥ 52 °C Nenhum 

 2-aminoetoxidifenil borato   

Distenção mecânica 

TRPV3 Eugenol 32–39 °C Nenhum 

 2-aminoetoxidifenil borato 

Vanilina 

Cânfora 

TRPV4 4α-Forbol 12,13-didecanoato 25–34 °C HC-067047 

RN-1734 

Ácido epóxi-eicosatrienóicos 

Mecânico  

TRPA1 Cinamaldeído 17 °C AP18 

Alicina HC-030031 

Acroleína 

Formalina 

Óleo mostarda 

TRPM8 Mentol 18–24 °C 5-benziloxitriptamina 

Eucaliptol 

Hortelã 

Icilina 
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1.3.1 O canal TRPV1 e a nocicepção 
 

Dentre os canais TRP que receberam maior atenção, incluem-se os canais 

pertencentes à subfamília dos receptores da vanilina, os vanilóides, em particular o 

do tipo 1 (TRPV1). Este canal foi clonado inicialmente em 1997 (CATERINA et al., 

1997), pela equipe do Dr. David Julius, e é conhecido por ser sensível a capsaicina, 

a prótons, a temperaturas superiores a 42°C (Quadro3), aos endovanilóides, aos 

canabinóides, e a uma série de mediadores inflamatórios. A natureza “promíscua” do 

canal TRPV1 o torna um modulador crucial dos estímulos nociceptivos provenientes 

de diversas modalidades sensoriais. Conseqüentemente, os antagonistas TRPV1 

estão sendo constantemente investigados como potenciais candidatos analgésicos 

(McDOUGALL, 2011).  

De acordo com estudos recentes descrevendo a estrutura do canal TRPV1 

(Figura 5), demonstrou-se que os sítios de ligação dos vanilóides estariam situados 

entre as regiões transmembranares 3 e 4 (Y511, S512, L547, T550), localizados na 

porção intracelular do canal  (JORDT; JULIUS, 2002; JOHNSON et al., 2006). 

Extracelularmente, alguns aminoácidos localizados perto do domínio da região 

formadora do poro (D5 e D6) têm sido implicados na sensibilidade ao pH por TRPV1 

(TOUSOVA et al., 2005). Recentemente, tem sido demonstrado que é no domínio 

carboxi-terminal de TRPV1 que está localizado o sítio que confere sensibilidade ao 

calor por esses canais (BRAUCHI et al., 2006).  

Na porção amino-terminal do canal TRPV1 estão localizados os sítios de 

fosforilação (S116, T370, S502, T704 e S800), modulados pela proteína kinase A 

(PKA) ou C (PKC) (Figura 5), que por sua vez podem modular esses canais, 

aumentando a sua sensibilização (PREMKUMAR; AHERN, 2000; NUMAZAKI et al., 

2002). Em contrapartida, a desfosforilação desses sítios por fosfatases promovem a 

dessensibilização de TRPV1. Portanto, além da sua sensibilização, o canal TRPV1 

também exibe uma dessensibilização do tipo agonista-induzida e que deve ser 

distinguida da completa desfuncionalização do neurônio por outros agonistas TRPV1 

(SZOLCSÁNYI, 2006).  



Figu
setas
nega
de a
S512
o do
bifos
 
 
1.4 O

subs

antid

pros

subs

si q

caus

rena

MUN

atrav

São 

 

ura 5 – Rep
s em azul 
ativa do can
tivação por
2, L547, T5
omínio carb
sfato (PIP2) 

O controle
 

O trat

stâncias, 

depressivo

Os an

staglandina

stâncias lib

uanto à p

sem depen

ais, reaçõe

NIR; ENAN

Os an

vés da liga

úteis no 

presentaçã
e vermelh

nal TRPV1. 
r fosforilaçã
550) e baixo
bóxi-termina
e por Ca2+/

e farmaco

tamento d

dentre as

os, anticonv

nalgésicos 

as e leucot

beradas du

potência a

ndência ps

es alérgica

NY; ZHANG

nalgésicos 

ação aos 

tratament

ão estrutura
ho indicam,

Os círculos
ão (S116, T
o-pH (E600
al de TRP
calmodulina

lógico da 

da dor p

s quais d

vulsivantes

da classe

trienos que

urante a le

antiinflama

síquica, po

as e altera

G, 2007). 

opióides, 

receptores

to das do

al do cana
 respectiva
s nas cores

T370, S502,
, E646), res

PV1, onde 
a. Adaptado

dor 

pode ser 

destacam-

s, neurolép

e dos anti

e sensibiliz

são. Os vá

atória, ciné

odem prov

ações hem

cujo princ

s no SNC 

res oncoló

al TRPV1 e
amente, os
s azul, laran
, T704, S80
spectivame
ocorre a 

o de Szallas

efetuado 

se os an

pticos e an

iinflamatór

zam os rec

ários agen

ética e efe

vocar alte

matológica

cipal repre

e SNP, in

ógicas e t

e seus sítio
 locais de 

nja e verde, 
00), compos
ente. A linha
interação p
si e col. (20

por dife

ntiinflamató

nsiolíticos. 

rios diminu

ceptores da

tes desta 

eitos colat

rações gá

as (HARRI

esentante 

nibindo a t

traumática

os de mod
regulação 
representa

stos valinói
a vermelha 
pelo fosfat

007). 

erentes cl

órios, os 

uem a pro

a dor para 

classe dife

terais. Em

ástricas, he

IS; BREYE

é a morf

transmissã

as, no enta

35

 
ulação. As
positiva e

am os sítios
des (Y511,
representa
idil-inositol-

asses de

opióides,

odução de

a ação de

erem entre

mbora não

epáticas e

ER, 2006;

ina, agem

ão da dor.

anto seus

5 

s 
e 
s 
, 
a 
-

e 

 

e 

e 

e 

o 

e 

 

m 

. 

s 



36 

 

inúmeros efeitos colaterais e o risco de dependência os tornam fatores limitantes 

para fins terapêuticos (BALLANTYNE, 2007; MARTIN; EISENACH, 2001).   

A ação analgésica dos antidepressivos é atribuída, principalmente, ao 

bloqueio da recaptação de serotonina e noradrenalina pelas vias supressoras da 

dor. Estas drogas elevam também os níveis sinápticos de dopamina e alteram a 

atividade de alguns neurotransmissores, como a substância P e o GABA (ácido-γ-

aminobutírico). Já os anticonvulsivantes, promovem estabilização das membranas 

neuronais das vias aferentes da dor, com diminuição da transmissão sináptica e 

supressão da atividade espontânea que ocorre em certas síndromes dolorosas 

(JANN; SLADE, 2007; JOHANNESSEN LANDMARK, 2008; PAN et al., 2008). 

Os neurolépticos ativam mecanismos de modulação da dor e diminuem a 

excitabilidade neuronal proporcionando sedação e analgesia, enquanto que os 

ansiolíticos atuam reduzindo a ansiedade, a insônia e também promovendo 

relaxamento muscular (SAKATA; GOZZANI, 1994). 

Os agentes analgésicos mais eficazes e que são utilizados atualmente foram 

desenvolvidos na tentativa de combater a dor nos níveis centrais e/ou periféricos 

relacionados com a trajetória do processo nociceptivo. Uma vez que os analgésicos 

de ação central tendem a produzir inúmeros efeitos colaterais indesejados, como 

exemplo a disforia, o déficit motor e a dependência, as drogas de ação periférica têm 

a vantagem de contornar esses problemas diretamente na fonte do estímulo 

(McDOUGALL, 2011). 

 

1.5 Produtos naturais e sintéticos bioativos 
   
A avaliação do potencial terapêutico de plantas medicinais e de alguns de 

seus metabólitos secundários tais como flavonóides, alcalóides, terpenos, taninos e 

lignanas tem sido objeto de incessantes estudos, e muitas destas substâncias têm 

grandes possibilidades de aproveitamento como futuros fármacos.  

Vários são os exemplos históricos do emprego de plantas medicinais na 

obtenção e estudo de novas substâncias com ação no SNC, tais como a morfina e a 

codeína, obtidas a partir da Papaver somniferum que promovem analgesia e 

alterações no humor, por atuar principalmente nos receptores μ-opióides (HUANG; 

KUTCHAN, 2000).  
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De acordo com as suas propriedades químicas, os produtos naturais 

possuem geralmente uma composição molecular distinta dos fármacos sintéticos, 

contendo pouco nitrogênio, halogênio e enxofre, porém ricos em oxigênio 

(ORTHOLAND; GANESAN, 2004). Além disso, tais compostos apresentam 

comumente mais sistemas de anéis e maior grau de insaturação, resultando numa 

estrutura estericamente restrita que confere à molécula maior força de ligação, 

devido a uma menor perda entrópica (PHILLIPSON, 2001).  

A etnofarmacologia associada à descoberta de novas drogas, usando 

produtos naturais, permanece um assunto de grande importância no cenário mundial 

(PATWARDHAN; VAIDYA; CHORGHADE, 2004). Muitas drogas modernas têm suas 

origens na etnofarmacologia. Entretanto, apesar do avanço tecnológico atual, o 

processo de descoberta de novas drogas que possam ser úteis na terapêutica é 

considerado o principal déficit que, adversamente, afeta a indústria farmacêutica 

(PATWARDHAN, 2005). 

Algumas espécies vegetais do Nordeste brasileiro, com ampla distribuição 

na Paraíba, têm mostrado resultados muito promissores com atividade no SNC, 

como a Dioclea grandiflora com potencial efeito antinociceptivo (ALMEIDA et al., 

2000) e anticonvulsivante (ALMEIDA et al., 2011), Cissampelos sympodialis indicado 

para o tratamento de problemas respiratórios e com um perfil antidepressivo em 

testes preliminares (MAIOR et al., 2003). 

Há, portanto, uma demanda cada vez maior por estudos visando a obtenção 

de outros compostos terapeuticamente viáveis. Neste contexto incluem-se as drogas 

que atuam sobre o SNC e o SNP. Esses medicamentos têm valor inestimável, já que 

podem produzir efeitos que alteram a fisiologia e psique, aliviando a dor ou a febre, 

suprimindo distúrbios do movimento, evitando convulsões e induzindo o sono. 

Podem ainda tratar da ansiedade, depressão ou esquizofrenia sem alterar a 

consciência. 

  
1.5.1 Os óleos essenciais e seus constituintes 

 

Os óleos essenciais (OE’s) constituem os elementos voláteis contidos em 

vários órgãos das plantas aromáticas, e assim são denominados devido à 

composição lipofílica que possuem, quimicamente diferentes da composição 
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glicerídica dos óleos e gorduras (SIANI et al., 2000). Muitos desses óleos já 

possuem diversos estudos relatando suas inúmeras atividades biológicas sobre o 

sistema nervoso, tais como analgésica (ALMEIDA; NAVARRO; BARBOSA-FILHO, 

2001), anticonvulsivante (ALMEIDA et al., 2011) e ansiolítica (ALMEIDA et al., 2004; 

UMEZU et al., 2002). 

Com relação à natureza química dos OE’s, esses, em sua maioria, são 

constituídos de substâncias terpênicas e eventualmente de fenilpropanóides, 

acrescidos de moléculas menores, como álcoois, ésteres, aldeídos e cetonas de 

cadeia curta. O perfil terpênico apresenta, principalmente, substâncias constituídas 

por dez e por quinze átomos de carbono, conhecidas como monoterpenos e 

sesquiterpenos, respectivamente (ALMEIDA et al., 2011; SIANI et al., 2000). 

Os efeitos dos OE’s são provavelmente devido aos monoterpenos, 

considerados como os seus principais constituintes. Essa informação é baseada no 

fato de que vários monoterpenos presentes nesses óleos apresentaram diferentes 

atividades no SNC e SNP, como exemplo o linalol e o citronelol que possuem 

atividade anticonvulsivante (DE SOUSA et al., 2006; ELISABETSKY et al., 1995), e 

o mentol e a rotundifolona com propriedades analgésicas (ALMEIDA; HIRUMA; 

BARBOSA-FILHO, 1996; GALEOTTI et al., 2002) (Figura 6). 

 

 

 
Figura 6 – Exemplos de monoterpenos biologicamente ativos. 

A. Linalol; B. Citronelol; C. Rotundifolona; D. Mentol. 
 

 
 

Recentemente, um estudo com monoterpenos alcoólicos e cetônicos 

demonstrou que os efeitos produzidos por estes compostos foram dependentes de 

A B C D 
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1.6 Propriedades químicas e biológicas de (–)-carvona 
 

A carvona (p-menta-6,8-dieno-2-ona) é um monoterpeno cetônico 

representante da classe dos terpenos, que é encontrado como o principal 

constituinte ativo dos OE’s de algumas espécies vegetais do gênero Mentha e 

comumente extraída a partir de suas folhas (YOUNIS; BESHIR, 2004). Dentre os 

seus enantiômeros (Figura 8), a R-(–)-carvona ((–)-carvona), é majoritária do óleo da 

hortelã-peluda (Mentha spicata), enquanto que a S-(+)-carvona ((+)-carvona) é o 

principal componente dos óleos da alcaravia (Carum carvi) e do endro (Anethum 

graveolens) (DE SOUSA; NÓBREGA; ALMEIDA, 2007). 

 

 
Figura 8 – Estrutura química dos enantiômeros de carvona. 

 

 

Embora ainda existam poucos estudos científicos demonstrando os efeitos 

da carvona sobre o sistema nervoso, recentemente alguns trabalhos têm 

demonstrado uma busca crescente de informações acerca da farmacologia deste 

composto. A exemplo, um estudo realizado por Mora et al. (2005), sugeriu que tanto 

a carvona quanto a tujona, ambos compostos presentes no extrato hidroalcoólico de 

Aloysia polystachya (griseb.) moldenke (Verbenaceae), poderiam ser os 

responsáveis pela atividade sedativa, ansiolítica e antidepressante induzidas em 

ratos por este extrato. Buchbauer et al. (2005), demonstraram os efeitos sedativos 

dos isômeros de carvona sobre a atividade locomotora de camundongos, após a 

inalação destes compostos. 

R-(–)-Carvona S-(+)-Carvona 
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Estudos relativos à toxicidade da carvona evidenciaram que o enantiômero      

(–)-carvona possui uma toxicidade ligeiramente maior que a (+)-carvona, os quais 

possuem DL50 de 426,6 (389,0–478,6) mg/kg e de 484,2 (358,9–653,2) mg/kg 

respectivamente. No mesmo estudo foi demonstrado que a (+)-carvona apresentou 

atividade anticonvulsivante, enquanto que a (–)-carvona demonstrou uma provável 

atividade antinociceptiva (DE SOUSA; NÓBREGA; ALMEIDA, 2007). 

Trabalhos referentes aos mecanismos da olfação confirmaram que os 

enantiômeros de carvona afetam a atividade da enzima adenilato ciclase (SKLARS 

et al., 1986). Adicionalmente, Breer (1991) indicou que quando a concanavalina A, 

uma lectina obtida da Canavalia ensiformis, era aplicada sob o epitélio olfatório de 

sapos, bloqueava-se a transdução de cAMP induzida por (+)-carvona, mas não para 

(–)-carvona. Fato este, que mais tarde revelou-se ocorrer devido a existência de 

populações neuronais diferentemente ativadas (KIRNER et al., 2003), sugerindo-se, 

portanto, diferentes receptores para os enantiômeros de carvona. 

Outro importante estudo demonstrou que a (+)-carvona produziu oscilações 

de freqüências semelhantes tanto no epitélio olfatório (SNP) quanto no bulbo 

olfatório (SNC). Estímulos estes que foram continuados mesmo após a secção do 

nervo olfatório, indicando que as oscilações no epitélio olfatório provocadas por        

(+)-carvona possuem uma fonte nervosa periférica (DORRIES; KAUER, 2000). 

Ainda, estudos em humanos realizados por Heuberger et al. (2001) demonstraram 

que a inalação de (–)- e (+)-carvona, por voluntários sadios, foi capaz de provocar 

alterações na pressão sanguínea sistólica e diastólica, provavelmente decorrentes 

de uma atividade sobre o sistema nervoso autônomo. 

Também foi relatado um estudo que avaliou a atividade de monoterpenos 

alcoólicos e cetônicos, sobre receptores para o GABA e para a glicina expressos em 

Xenopus oocytes, demonstrando que os isômeros de carvona e mentona, ambos 

cetônicos, produziram efeitos ínfimos sobre receptores GABAA e glicina, quando 

comparados com monoterpenos alcoólicos como o mentol (HALL et al., 2004). 

Estudos acerca da atividade antinociceptiva de alguns monoterpenos, 

indicaram que tanto a rotundifolona, quanto a hidroxidihidrocarvona e a epóxi-

carvona, apresentaram um potencial analgésico em camundongos (ALMEIDA; 

HIRUMA; BARBOSA-FILHO, 1996; DE SOUSA et al., 2007a, 2007b; DE SOUSA; 

NÓBREGA; ALMEIDA, 2007; DE SOUSA; OLIVEIRA; ALMEIDA, 2006; OLIVEIRA, 
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2006). Em comum, estes três monoterpenos possuem grande semelhança estrutural 

com a (–)-carvona, sendo a hidroxidihidrocarvona e a epóxi-carvona seus derivados 

sintéticos. 

Em um estudo realizado recentemente, demonstrou-se que (–)-carvona de 

fato possui atividade antinociceptiva marcante, ao avaliar os efeitos desse 

monoterpeno  durante testes comportamentais específicos para dor, realizados em 

camundongos, como o teste da formalina e do ácido acético (GONÇALVES et al., 

2008). Entretanto, tal efeito não fora observado pelo teste da placa-quente e nem 

mesmo bloqueado pela naloxona, um clássico antagonista opióide, revelando que 

este monoterpeno atue via SNP (GONÇALVES, 2008). De fato, (–)-carvona 

bloqueou a excitabilidade periférica de modo dependente de sua concentração, 

sugerindo-se que o seu efeito antinociceptivo está relacionado com a via de 

analgesia periférica, entretanto, o seu mecanismo farmacológico ainda permanece 

desconhecido (GONÇALVES et al., 2008). 

Apesar de vários monoterpenos terem sido descritos por atuarem em canais 

TRP, inclusive alguns destes serem análogos estruturais de (–)-carvona como o 

carvacrol, (–)-carveol, timol ou mentol, até o presente momento, nenhum estudo 

demonstrou o envolvimento de canais TRP durante os efeitos analgésicos de          

(–)-carvona (ARAÚJO et al., 2011).  

De fato, (–)-carvona apresentou baixa atividade sobre canais TRPV3, 

expressos heterologamente em Xenopus oocytes (VOGT-EISELE et al., 2007), 

entretanto, um efeito mais seletivo e marcante sobre outros tipos de canais TRP 

envolvidos na nocicepção ainda não foram descritos. 

Portanto, o presente trabalho propõe dar continuidade ao estudo dos 

mecanismos responsáveis pelo efeito antinociceptivo periférico de (–)-carvona 

(GONÇALVES et al., 2008), na perspectiva de melhor esclarecer o envolvimento 

desse monoterpeno na nocicepção periférica e possibilitar o desenvolvimento de 

novos alvos farmacológicos para o controle da dor. 

[Digite uma citação do documento ou o resumo de uma questão interessante. Você pode 

posicionar a caixa de texto em qualquer lugar do documento. Use a guia Ferramentas de Caixa de 

Texto para alterar a formatação da caixa de texto da citação.] 
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2 OBJETIVOS 
 
 
2.1 Geral 
  

 Determinar o mecanismo de ação pelo qual (–)-carvona promove seu efeito 

antinociceptivo periférico. 

 

2.2 Específicos 
 

 Determinar a citotoxicidade de (–)-carvona em neurônios DRG e na linhagem 

HEK 293; 

 

 Realizar um estudo estrutura-atividade da (–)-carvona e seus análogos sobre 

o bloqueio da excitabilidade periférica;  

 

 Avaliar o efeito de (–)-carvona sobre canais de sódio dependentes de 

voltagem de neurônios DRG; 

 

 Investigar a influência de (–)-carvona sobre os níveis de Ca2+ intracelulares de 

neurônios DRG;  

 

 Determinar os receptores envolvidos durante o efeito de (–)-carvona sobre 

neurônios DRG; 

 

 Avaliar o efeito de (–)-carvona sobre os canais TRPM2 estavelmente 

expressos em células T-Rex; 

 

 Investigar o efeito de (–)-carvona sobre os canais TRPV1 heterologamente 

expressos em células HEK 293; 

 

 Propor um mecanismo de ação através do qual a (–)-carvona promove o seu 

efeito antinociceptivo. 



45 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

[Digite uma citação do documento ou o resumo de uma questão interessante. Você pode 

posicionar a caixa de texto em qualquer lugar do documento. Use a guia Ferramentas de Caixa de 

Texto para alterar a formatação da caixa de texto da citação.] 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
3.1 Animais 

 

Foram utilizados ratos (Rattus novergicus) albinos da linhagem Wistar. Os 

animais foram provenientes do Biotério Prof. Dr. Thomas George (CBiotec/UFPB). 

Os mesmos foram mantidos em gaiolas de polietileno, sob condições monitoradas 

de temperatura (21±1 °C) e com livre acesso a uma dieta controlada a base de 

ração tipo pellets (Purina/Brasil) e água livremente disponível. 

Todos os modelos experimentais realizados com estes animais durante este 

estudo foram aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa Animal (CEPA/LTF), sob 

o processo de número 306/08 (Anexo). 

  
 
3.2 Sais e reagentes 
   

Os sais e reagentes utilizados no presente estudo foram: cloreto de cálcio 

(CaCl2), cloreto de magnésio (MgCl2), cloreto de potássio (KCl), cloreto de cádmio 

(CdCl2), cloreto de sódio (NaCl), bicarbonato de sódio (NaHCO3), fluoreto de césio 

(CsF), fosfato de sódio dibásico (Na2HPO4), fosfato de sódio monobásico (NaHPO4), 

hidróxido de césio (CsOH). Estes foram adquiridos do laboratório Vetec (Brasil) ou 

da Sigma-Aldrich (EUA). 

O ácido etileno glicol tetracético (EGTA), ácido n-(p-amilcinamoil) antranílico 

(ACA), ácido-n-[2-hidroxietil]-piperazina-n’-[2-etanosulfônico] (HEPES), capsaicina, 

capsazepina, cloreto de colina (Cho-Cl), cloreto de tetra-etil-amônio (TEA-Cl), 

doxorrubicina, dimetilsulfóxido (DMSO), cafeína, D-glicose, hiclato de doxiciclina, 

iodeto de propídio, ionomicina, laminina, maleato de dizocilpina (MK-801), poli-L-lisina, 

peróxido de hidrogênio (H2O2), vermelho de rutênio e tapsigargina foram adquiridos da 

Sigma-Aldrich (EUA). 

As enzimas papaína e colagenase tipo-I foram adquiridas das empresas Worthington 

Biochemical Corp. (EUA) e Invitrogen (EUA), respectivamente. 
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Os monoterpenos (–)-carvona, (+)-carvona, (–)-carveol, carvacrol e                

(+)-limoneno foram adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA). 

3.2.1 Diluições  
 

A (–)-carvona e seus análogos estruturais, (+)-carvona, (–)-carveol, carvacrol 

e (+)-limoneno, foram dissolvidos em DMSO, formando uma solução estoque que foi 

mantida a -20 °C. Antes dos experimentos essa solução foi diluída, sob vigorosa 

agitação, no veículo que consistia da solução fisiológica utilizada e 0,1 % DMSO. 

Todos os compostos lipofílicos utilizados neste estudo foram diluídos de modo 

a formarem um volume final de DMSO ≤ 0,1 %. 

 

 

3.2.2 Soluções fisiológicas 
 
Para realização desse estudo, utilizaram-se somente soluções fisiológicas 

recém-preparadas, conforme descrito abaixo (em mM): 

 

 Krebs-Ringer-Hepes (KRH): NaCl, 140; KCl, 4,5; CaCl2, 2; MgCl2, 1; HEPES, 

10; glicose, 10; pH= 7,4 (ajustado com NaOH); 

 

 Solução salina de Hank tamponada (HBSS): NaCl, 137; KCl, 5,4; Na2HPO4, 

0,25; NaHCO3, 4,2; KH2PO4, 0,44; Glicose, 5,6; pH= 7,4 (ajustado com 

NaOH); 

 

 Locke modificada: NaCl, 150; KCl, 4; CaCl2, 2; MgCl2, 1; glicose, 10 e 

HEPES, 10; pH= 7,4 (ajustado com NaOH); 

 

 Solução salina tamponada com fosfato (PSS) baixo-Ca2+: NaCl 137; KCl 5,6; 

MgCl2 3,5; NaH2PO4 0,4; Na2HPO4 0,4; NaHCO3 4,2; CaCl2 0,05; HEPES 10; 

pH= 7,4 (ajustado com NaOH); 

 

 Tyrode: NaCl, 140; KCl, 4; CaCl2, 2; MgCl2, 2; glicose, 10 e HEPES, 10; pH= 

7,4 (ajustado com NaOH). 
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3.3 Cultivo celular 
 

3.3.1 Cultura primária de neurônios DRG 
 

 Os DRG foram dissecados cirurgicamente, entre os níveis torácicos e 

lombares, de ratos Wistar machos (~100 g) com quatro semanas de idade. Os 

gânglios foram imediatamente lavados em solução PSS baixo-Ca2+ gelado por três 

vezes, através de centrifugação (150 G) por 1 min. Logo após, os DRGs foram 

digeridos inicialmente por papaína 0,1 % por 20 minutos, e em seguida por 

colagenase tipo-I 0,25 % for mais 30 minutos. Em ambos os processos, as digestões 

ocorreram em banho-maria a 37 °C. Posteriormente, os neurônios foram dissociados 

mecanicamente dos gânglios por meio de suave sucção através de pipetas Pasteur 

de vidro, cujas pontas foram polidas e de diâmetros variados. A dissociação foi 

realizada em meio DMEM (Invitrogen, EUA) suplementado com SBF 10 %, penicilina 

100 UI/mL e estreptomicina 100 µg/mL. Os neurônios obtidos foram então 

plaqueados em lamínulas pré-incubadas com poli-L-lisina (20 µg/mL) e laminina (10 

µg/mL), em placas de cultura contendo DMEM suplementado com SBF 10 %, 

penicilina 100 UI/mL e estreptomicina 100 µg/mL, e mantidos em atmosfera de CO2 

5 % a 37 °C. A figura 10 mostra os neurônios DRG isolados de rato. 

 

 
Figura 10 – Cultura primária de neurônios DRG de rato. Aumento de 32x (Axiovision 4.7 - 
Zeiss, Alemanha). Foto: Gonçalves, J.C.R. (2009). 
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3.3.2 Cultura da linhagem HEK 293 
 

Foram utilizadas as linhagens de células embrionárias do tecido renal humano 

(HEK 293), em virtude do seu rápido crescimento e facilidade de transfecção, o que 

as tornam amplamente usadas em biologia molecular (ZAGRANICHNAYA; WU; 

VILLEREAL, 2005). As células foram cultivadas em frascos de cultura utilizando o 

meio MEM (Invitrogen, USA) suplementado com SBF 10 %, penicilina 100 UI/mL e 

estreptomicina 100 µg/mL. As células foram manipuladas em ambiente estéril sob 

fluxo laminar e mantidas sob atmosfera de CO2 5 % a 37 ºC. O crescimento celular 

foi acompanhado a cada 24 h, com auxílio de microscópio invertido (Olympus, EUA), 

havendo a troca do meio de cultura a cada 48 h. Para manter o estoque de células, 

parte da cultura foi congelada em nitrogênio líquido. 

 

 

3.4 Ensaios de citotoxicidade celular 
 
3.4.1 Teste do vermelho neutro 
 

 Estes ensaios foram realizados conforme descrito inicialmente por 

Borenfreund e Puerner (1985), que se baseia na capacidade dos lisossomos de 

células viáveis em captar o vermelho neutro, um corante vital. Para tanto, foram 

utilizados neurônios DRG frescos (12–24 h) e plaqueados em uma densidade de 

5x105 células/mL em placas de 96 poços, preenchidos por DMEM suplementado 

com SBF 10 %, penicilina 100 UI/mL e estreptomicina 100 µg/mL. Este meio foi 

removido após 24 h e substituído com o novo meio de cultura adicionado de (–)-

carvona (0,5–4 mM). Apenas o veículo (DMSO 0,1 %) e doxorrubicina (1–100 µM) 

foram utilizados como controle negativo e positivo, respectivamente. As placas foram 

incubadas em estufa a 5 % de CO2 e 37°C por 24 horas. Após esse período, retirou-

se o sobrenadante, lavaram-se os poços com Tyrode e adicionou-se o vermelho 

neutro a 50 µg/mL, previamente incubado por 12 horas e filtrado em membrana 

esterilizante. Passando-se 4 horas, o sobrenadante foi removido e os poços foram 

lavados com solução de Tyrode para eliminar o excesso de corante extracelular. Em 

seguida, foi acrescentada a solução de lise (1 % ácido acético e 49 % etanol 
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absoluto) para extrair o vermelho neutro incorporado nos lisossomos. A placa foi 

agitada por 30 minutos e a absorvância foi medida a 570 nm, em leitor tipo ELISA 

(Biotek Instruments EL800, EUA). 

 
 
3.4.2 Determinação da integridade da membrana celular 

   
            O teste se baseia na capacidade do iodeto de propídio em penetrar nas 

células cuja membrana esteja danificada. Células com membrana íntegra não 

permitem a entrada do iodeto de propídio; portanto, apresentam baixa florescência. 

Células cuja membrana apresente danos estruturais permitem a entrada deste 

corante, que se liga ao DNA, emitindo alta fluorescência quando excitadas pelo 

laser (DARZYNKIEWICZ; HUANG, 2004; KRISHAN, 1975). 

  Para tanto, utilizou-se a linhagem HEK 293 que foram plaqueadas em placas 

de 24 poços em uma concentração de 1x105 células/mL. Após 24 h, as células foram 

tratadas com o veículo (DMSO 0,1 %) e (–)-carvona (0,5–10 mM) por um período de 

6 horas. A doxorrubicina (50 µM) foi utilizada como controle positivo. Em seguida, as 

células foram colhidas e marcadas com iodeto de propídio (1 mg/mL) por 5 minutos, 

protegido da luz, e a leitura feita em citômetro de fluxo, utilizando-se o canal FL-2 

(FASC Calibur BD, EUA). 

 

 

3.5  Ensaios eletrofisiológicos 
 

3.5.1 Técnica de registro extracelular do PAC 
 

Esses experimentos foram realizados por meio da técnica de single sucrose 

gap, descrita inicialmente por Stämpfli (1954), utilizando-se o nervo ciático de ratos 

Wistar adultos (~300 g), que foi imediatamente imerso em solução fisiológica de 

Locke modificada (Gonçalves et al. 2010). Após o isolamento do nervo, retirou-se a 

bainha de tecido conjuntivo que o envolvia com auxílio de um microscópio 

estereoscópico (Zeiss, Alemanha). Em seguida, o nervo foi cuidadosamente 

acomodado sob a linha sulcada da câmara de registros eletrofisiológicos que 
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A partir dos registros do PAC obtidos, foram analisados os seguintes 

parâmetros (Figura 12): 

a) a amplitude do PAC (APAC), expressa em milivolts (mV) e medida pela 

diferença de voltagem entre a linha de base e o pico do potencial; 

b) o tempo para atingir o pico do PAC (TPPAC), expresso em milisegundos 

(ms) e obtido pela diferença de tempo existente entre o valor de início e valor de pico 

do PAC; 

c) a velocidade de despolarização do PAC (VDPAC), adquirido como o 

resultado da relação entre o valor máximo da amplitude e o tempo necessário para 

atingir esse valor (APAC / TPPAC), expresso em volts por segundo (V/s); 

d) e a constante de tempo da repolarização (τrep), definida pela equação: 

V=V0*exp(-t/τ), usando-se regressão não linear aplicada à fase de repolarização do 

PAC, onde V foi a medida da amplitude; V0 foi o valor da amplitude que cruza o eixo 

das ordenadas; t foi o tempo de repolarização (em ms); e τ a constante de tempo de 

repolarização obtida (em ms) (GONÇALVES, 2008).  

 

 
Figura 12 – Registro típico do PAC obtido por meio da técnica de single sucrose gap e 
seus parâmetros.  A linha de base está representada pela linha tracejada e as setas duplas 
indicam como a amplitude (APAC) e o tempo para atingir o pico (TPPAC) do PAC foram 
medidos. Os quadrados vazados na fase de repolarização (descendente) representam os 
pontos utilizados para o ajuste da constante de repolarização (τrep). Gonçalves (2008). 
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3.5.2 Técnica de Patch-clamp 
 

A partir da técnica de Patch-clamp (HAMILL et al, 1981) é possível avaliar a 

atividade de canais iônicos medindo-se suas correntes iônicas em fragmentos de 

membrana isolados eletricamente com um microeletrodo de vidro. 

A aparelhagem utilizada para esta técnica foi constituída de um microscópio 

invertido Axio A1 (Zeiss, Alemanha) acoplado a uma câmera CCD AxioCam MRC5 

(Zeiss, Alemanha) onde foi possível monitorar as células em tempo real. Um 

conjunto de micromanipuladores (Narishige, Japão) foi utilizado para movimentar o 

eletrodo de registro e da pipeta de perfusão. Esses equipamentos foram mantidos 

em uma mesa anti-vibratória (TMC, EUA) que estavam envolvidos pela gaiola de 

Faraday (TMC, EUA). 

Os eletrodos foram produzidos a partir de capilares de vidro (Narishige, 

Japão) e estirados em um puller vertical (Narishige, Japão), de modo a gerar 

resistências de 3–5 MΩ (CUMMINS et al., 2009). 

Para aquisição dos registros, utilizou-se um modulo acoplado amplificador-

placa conversora A/D modelo EPC 10 (Heka, Alemanha), conectado a um 

computador PC compatível. Os dados obtidos foram posteriormente analizados pelo 

programa PatchMaster 2.30 (Heka, Alemanha). 

 

 

3.5.2.1 Obtenção de correntes totais de Na+ em neurônios DRG 
 

As correntes totais de Na+
 foram medidas utilizando a solução externa 

composta por (em mM): NaCl 70, Cho-Cl 70, KCl 3, MgCl2 1, TEA-Cl 20, CdCl 0,1, 

glicose 10 e HEPES 10, com pH foi ajustado para 7,3 (com NaOH) e a osmolaridade 

para 320 mOsmol/L (ajustado com glicose). A solução interna foi constituída de (em 

mM): CsF 140, NaCl 10, MgCl2 2, CaCl2 2, EGTA 1,1 e HEPES 10, com pH ajustado 

para 7,2 (com CsOH) e a osmolaridade para 310 mOsmol/L (ajustado com glicose) 

(CUMMINS et al., 2009). 

Para obtenção das correntes, utilizou-se o modo whole-cell patch-clamp, 

aplicando-se um protocolo que consistia de um pré-pulso de -100 mV, com duração 

de 500 ms, a partir de um potencial de holding de -80 mV, seguido do pulso teste de 



54 

 

-10mV, com duração de 40 ms (HUANG; SONG, 2008). Para avaliação da 

dependência de voltagem do canal de Na+, foram aplicados pré-pulsos de -100 mV, 

com duração de 500 ms, seguido de pulsos testes que variavam de -80 a +60 mV, 

com duração de 40 ms, com incremento de 10 mV e intervalo de 2 ms, entre a 

aplicação dos pulsos. A freqüência de amostragem para os protocolos descritos foi 

de 40 kHz. As correntes de vazamentos foram subtraídas digitalmente por meio do 

procedimento P4 (CUMMINS et al., 2009). Os neurônios DRG utilizados nesses 

experimentos (Figura 13) foram classificados de acordo com o diâmetro (15–30 µm) 

e a capacitância de membrana (Cm) ≤45 ρF (HUANG; SONG, 2008). As correntes 

obtidas foram normalizadas a partir dos valores de Cm de cada célula.  

Para investigar o efeito de (–)-carvona sobre as correntes totais de Na+, uma 

solução (1 mM) deste monoterpeno diluída no banho externo, foi aplicada 

diretamente à célula por meio de uma pipeta de perfusão (100 µL/min), por um 

período de 3 min, logo após a aquisição de correntes controle e da perfusão do 

veículo (DMSO 0,1%).  

 

 

 

 
Figura 13 – Técnica de Patch-clamp em neurônio DRG de pequeno diâmetro. Aumento 
de 32x. Foto: Gonçalves, J.C.R. (2009). 
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3.6 Monitoramento da concentração de Ca2+ em neurônios DRG 
 

Esses experimentos foram conduzidos com o plaqueamento de 

aproximadamente 3x104 neurônios/mL marcados pelo Fluo-3/AM (5 µM) (Figura 14) 

diluído em DMSO (0,1 %) e ácido plurônico (0,1 %), por 30 min a 37 ºC. Após o 

período de incubação as células foram suavemente lavadas com solução KRH zero-

Mg2+, três vezes durante 30 min. Após a lavagem as células foram imediatamente 

submetidas à experimentação por meio de microscopia de fluorescência (Nikon 

Eclipse Ti, Japão) acoplada à uma câmera CCD Photometrics Cool Snap HQ2 

(Phtometrics, EUA) e um shutter Prior ProScan II (Prior Scientific, USA), onde as 

variações de cálcio foram avaliadas em filtros de 488 nm (excitação) e 515 nm 

(emissão). No final de cada experimento foram adicionados ionomicina (5 µM) 

seguido de EGTA (20 mM), para a calibração da fluorescência máxima e mínima, 

respectivamente. Após os ensaios, apenas os neurônios medindo 15–30 µm de 

diâmetro foram selecionados e a intensidade de fluorescência emitida pelos mesmos 

foi analisada por meio do programa Nis Elements Ar (Nikon, Japão). 

 

 

 
Figura 14 – Monitoramento do Ca2+ intracelular pelo Fluo-3/AM. A. Molécula do Fluo-
3/AM. B. Variação no espectro de excitação do Fluo-3/AM frente a diferentes concentrações 
do Ca2+ livre. Fonte: Invitrogen (EUA). 
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3.7 Avaliação do efeito de (–)-carvona sobre os canais TRPM2 
 

Para este estudo, utilizaram-se linhagem de células HEK 293 estavelmente 

transfectadas com a construção FLAG-hTRPM2/pcDNA/TO (T-REx/TRPM2), 

conforme descrito por Perraud e col. (2005). As células foram cultivadas em frascos 

de cultura utilizando o meio DMEM (Invitrogen, USA) suplementado com SBF 10 %, 

penicilina (100 UI/mL) e estreptomicina (100 µg/mL), e mantidos em atmosfera 5 % 

de CO2 a 37 ºC.  

Para os experimentos realizados nesse estudo, as células T-REx/TRPM2 

foram cultivadas em dois grupos distintos, constituídos de células pré-incubadas por 

doxiciclina (1 µg/mL), adicionada ao meio de cultura, por um período de 12–24 h, e 

um outro grupo de células não tratadas por este antibiótico. A doxiciclina funcionava 

como um ativador da expressão de canais TRPM2 nessas células (Perraud et al., 

2005), e por convenção, as células expressando esses canais foram chamadas de 

TRPM2+, enquanto que as que não foram incubadas por doxiciclina foram 

chamadas de TRPM2-.  

 

 
3.7.1 Monitoramento do Ca2+ intracelular em células T-REx/TRPM2 
 

Para os ensaios de fluorescência pelo Ca2+ nessas células, utilizou-se o 

marcador Fluo-3/AM (5 µM), adicionado ao meio de cultura, por 30 min de incubação 

a 37 ºC. Em seguida o excesso foi removido por meio de lavagem com KRH por três 

vezes consecutivas e em seguida as placas de contendo as células foram mantidas 

em repouso por 30 min adicionais em temperatura ambiente e protegidos da luz. 

Após esse período as células foram imediatamente transferidas para o aparato de 

microscopia confocal com escaneamento à laser (Bio-Rad, EUA), acoplado a um 

microscópio (Zeiss-Axiovert 100, Alemanha). As análises de fluorescência foram 

feitas pelo software LaserSharp 3.0 (Zeiss, Alemanha). 
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3.8 Avaliação do efeito de (–)-carvona sobre os canais TRPV1 
 
 

3.8.1 Ensaios em biologia molecular 
 
 
 3.8.1.1 Vetores 

 

O vetor pEGFP-C1 e pmCherry-N1 foram adquiridos da ClonTech (EUA).  

O cDNA para expressão do canal TRPV1 (cDNA-TRPV1) foi gentilmente 

doado pelo Dr. David Julius (UCSF, USA) o qual foi clonado em pCDNA3 (Invitrogen, 

USA) usando-se os sítios para BstX I e Not I (CATERINA et al., 1997). 

 

 

3.8.1.2 Transformação bacteriana 
 
A bactéria utilizada para clonagem foi a Escherichia coli linhagem DH5α, e 

foram cultivadas em meio de cultura Luria-Bertani (LB) composto por 1 % triptona, 

0,5 % extrato de levedura e 1 % NaCl. Para meios sólidos LB adicionou-se 1,5 % de 

ágar. Ocasionalmente, o antibiótico referente ao gene de resistência do vetor 

utilizado, foi adicionado na concentração de 0,1 mg/mL. As culturas foram mantidas 

por no máximo um dia em estufa bacteriológica a 37 °C. 

Bactérias E. coli (DH5α) eletrocompetentes foram transformadas com o 

cDNA-TRPV1 por eletroporação, usando-se um eletroporador (BioRad, EUA) e 

posteriormente plaqueadas em meio LB ágar contendo 100 μg/mL de antibiótico. As 

colônias foram analisadas através de PCR de colônias e os plasmídeos das colônias 

positivas foram purificados através do kit QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, USA). 

Foi feita análise de restrição e sequenciamento do DNA para confirmação da 

identidade do inserto.  
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3.8.1.3 Verificação da presença de inserto 
 

Para tanto foi realizado PCR de colônias, onde a reação de amplificação 

continha em torno de 1 μg de uma colônia isolada, 1 μM de primers TRPV1-F 

(cacagcgactcctgctagtg) e TRPV1-R (ggccactcactatgccatct), 250 μM de 

desoxirribonucleotídeos fosfatado (dNTPs), 10 mM MgCl2, 2,5 μL de tampão 10X e 

duas unidades da enzima Taq polimerase (Promega, EUA). As condições de 

amplificação consistiram em um período de desnaturação inicial a 94 ºC por 5 

minutos seguido de quarenta ciclos. Cada ciclo apresentava um período de 

desnaturação do DNA a 94 ºC por 45 segundos, anelamento dos primers a 55º C por 

45 segundos e extensão da nova molécula a 72 ºC por 45 segundos. Por fim, um 

período final de extensão a 72 ºC por 5 minutos e estoque a 4 ºC. 

O DNA amplificado foi submetido à eletroforese em gel de agarose 1 % em 

tampão TAE (Tris-acetato 40 mmol/L pH 8,0 e EDTA 1mmol/L pH 8,0), corado com 

brometo de etídio e purificado utilizando-se o kit de extração em gel QIAquickTM Gel 

Extraction kit (Qiagen, EUA). 

 

 

3.8.2 Transfecção transiente pelo método do fosfato de cálcio 
 

A co-precipitação de DNA com fosfato de cálcio foi um dos primeiros sistemas 

de transfecção descritos por Grahan & Van Der Eb (1973) e posteriormente utilizado 

em células eucariontes por Wigler e col. (1977), apresentando algumas vantagens 

pela segurança, simplicidade e baixo custo. Esse método baseia-se no fato de que 

algumas células absorvem de forma eficiente o DNA quando este forma um 

precipitado com fosfato de cálcio. Modificações desse método têm possibilitado um 

aumento na eficiência da transfecção de DNA (JORDAN; WURM, 2004). 

Nesse estudo a transfecção pelo método do fosfato de cálcio foi realizada 

com a mistura do DNA de escolha (~1 µg) em solução salina de Hanks tamponada 

(HBSS), seguida pela adição de 50 µL de CaCl2 2,5 M gota-a-gota em um tubo de 

1,5 mL (Figura 15). A mistura foi em seguida adicionada cuidadosamente a uma 

placa de cultura de células HEK 293 com aproximadamente 80 % de confluência, 

posteriormente deixando-a em repouso de 12 h em atmosfera composta por 5 % de 
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340 e 380 nm, quando estes íons ligam-se nos grupos carboxil (COO-) presentes na 

sua molécula (Figura 18). A razão das fluorescências F340/F380 nm minimiza os 

problemas comuns a esses tipos de experimentos, como marcação irregular da 

célula, foto-bleaching e vazamento do marcador. As medidas de F340/F380 pelo 

Fura-2, permitem, ainda, determinar com certa precisão a concentração de Ca2+ 

intracelular ([Ca2+]i), através da equação: [Ca2+]i=Kd*(R-Rmin)/(Rmax-

R)*(Fmax380/Fmin380) inicialmente proposta por Grynkiewicz e col. (1985), onde Kd 

é a constante de dissociação do Fura-2; R é a razão F340/F380; Rmax e Rmin 

representam a razão máxima e mínima de fluorescência; Fmax380 e Fmin380 são a 

fluorescência máxima e mínima obtidas em F380 nm. 

Esses ensaios foram realizados por epifluorescência através de um 

microscópio Leica SP5 (Alemanha) utilizando-se objetiva seca de 40X (Leica, 

Alemanha). As imagens foram obtidas por uma câmera CCD (Hammamatsu, Japão) 

que foi acoplada ao microscópio, e analisadas posteriormente pelo software Leica 

AF6000 (Leica, Alemanha). Os filtros de escolha foram de 340/380 nm (excitação) e 

510 nm (emissão) para avaliar as variações de fluorescência pelo Fura-2/AM (5 µM), 

incubado de forma semelhante ao Fluo-3/AM, conforme descrito acima. A calibração 

da [Ca2+-livre] foi realizada no final de cada experimento pela ionomicina (5 µM) e 

EGTA (20 mM). 

 

 
Figura 18 – Monitoramento do Ca2+ intracelular pelo Fura-2. A. Molécula do Fura-2. B. 
Variação no espectro de excitação do Fura-2 frente a diferentes concentrações do Ca2+ livre. 
Fonte: Invitrogen (EUA). 
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3.9 Análises estatísticas 
 

Os dados obtidos durante o presente estudo foram analisados por meio do 

programa GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software, EUA), realizando-se os 

seguintes testes estatísticos: 

- ANOVA seguido de teste de Dunnet, para os experimentos de viabilidade 

celular; 

 - Teste t de Student, para os ensaios eletrofisiológicos; 

- ANOVA seguido de teste de Dunnet ou Tukey, para os experimentos de 

imageamento dos níveis de Ca2+ citosólico. 

Os valores obtidos foram expressos como a média ± e.p.m., e o grau de 

significância considerado foi de 95 % (p< 0,05).  

[Digite uma citação do documento ou o resumo de uma questão interessante. Você pode 

posicionar a caixa de texto em qualquer lugar do documento. Use a guia Ferramentas de Caixa de 

Texto para alterar a formatação da caixa de texto da citação.] 
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4 RESULTADOS 
 

 

4.1 Avaliação estrutura-atividade dos análogos de (–)-carvona sobre a 
excitabilidade do nervo periférico de rato 
 

De acordo com estudos anteriores, foi demonstrado que (–)-carvona exercia 

efeito bloqueador sobre a excitabilidade de nervo periférico de rato, provocando uma 

redução na amplitude do potencial de ação composto (PAC) em nervo isquiático de 

rato (GONÇALVES, 2008; GONÇALVES et al. 2008). Com base nesses dados, 

realizou-se inicialmente um estudo estrutura-atividade, com a finalidade de se 

investigar a influência dos grupos estruturais, como os radicais hidroxila (OH) e 

carbonila (C=O), aromaticidade ou estereoisomeria, sobre os efeitos deste 

monoterpeno. 

Para tanto, comparou-se a potência entre os compostos estereoisômeros (+)-

carvona e (–)-carvona, com o objetivo de avaliar a importância da estereoisomeria 

sobre o efeito destes monoterpenos na excitabilidade periférica de rato. Nesse 

sentido, testou-se o efeito de (+)-carvona (0,5–15 mM) sobre a amplitude do PAC 

por meio da técnica de single sucrose gap, cujos valores foram normalizados a partir 

do controle e então aplicados, por regressão não-linear, à equação de Hill: 

f=Min+(Max–Min)/1+10((logIC50–[droga])*n), onde Max e Min representam [Ca2+]i máxima e 

mínima, respectivamente, em função do log da concentração da droga ([droga]). O 

coeficiente de Hill é aqui representado por n. 

De acordo com os resultados obtidos, observou-se que (+)-carvona bloqueava 

a amplitude do PAC de modo dependente de sua concentração (Figura 19), exibindo 

uma CI50 de 8,7±0,1 mM (Hill= 2,3) (Gráfico 1). Este último mostrou-se relativamente 

mais potente que o seu estereoisômero (–)-carvona, cuja CI50 de 10,7±0,1 mM (Hill= 

2,2), conforme demonstrada anteriormente por Gonçalves (2008).  
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Ao avaliarem-se os efeitos dos enantiômeros de carvona sobre os parâmetros 

de despolarização e repolarização do PAC, VDPAC e τrep, respectivamente, percebeu-

se que ambos atuam de maneira semelhante sobre a excitabilidade nervosa. Os 

dados obtidos foram mostrados na Tabela 1, onde observa-se que ambos os 

compostos reduziram VDPAC em torno de 50% a partir do controle, parâmetro este 

que foi revertido após 30 min de lavagem. Da mesma forma, (+)- ou (–)-carvona não 

foram capazes de provocar qualquer alteração significativa sobre τrep (Tabela 1). 

 

 
Tabela 1 – Comparação dos efeitos de (–)- e (+)-carvona (10 mM) sobre as 
características do PAC. Os valores de VPAC, VDPAC e τrep foram calculados em 30 min de 
exposição dessas drogas sobre o nervo e após 30 min de lavagem das mesmas pelo veículo. 
Dados expressos como a média±e.p.m. (n=4); *p< 0,05 vs controle, #p< 0,05 vs 30 min 
perfusão. Teste “t”de Student.  
 

 

 

 

Para investigar se a presença ou ausência de substituições de grupos OH, 

C=O ou da aromaticidade da molécula, poderiam influenciar no modo de ação de    

(–)-carvona, utilizou-se os compostos (–)-carveol, (+)-limoneno e o carvacrol (Figura 

21) ambos na concentração de 10 mM, avaliando-se o efeito desses compostos 

sobre as características do PAC. 

 

 
Monoterpeno 

 
Situação 

Parâmetros do PAC 
VPAC (mV) VDPAC (V/s) τrep (ms) 

 
(–)-carvona 

(10 mM) 
controle 50,8 ± 3,4 105,2 ± 13,7 0,35 ± 0,02 

incubação (30 min) 27,2 ± 7,1* 50,4 ± 15,1* 0,35 ± 0,04 

lavagem (30 min) 30,8 ± 6,4*# 70,0 ± 9,3* 0,36 ± 0,03 
 

(+)-carvona    
(10 mM) 

controle 39,4 ± 2,0 84,0 ± 17,9 0,40 ± 0,02 

incubação (30 min) 9,8 ± 3,0* 38,3 ± 14,6* 0,39 ± 0,03 

lavagem (30 min) 29,9 ± 1,6*# 48,6 ± 5,9 0,44 ± 0,02 
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4.2.1 Citotoxicidade de (–)-carvona em neurônios DRG 

 

Os resultados obtidos pelo teste do vermelho neutro em neurônios DRG 

indicaram que (–)-carvona não apresentou qualquer efeito citotóxico nessas células, 

após 24h de incubação, quando utilizada em concentrações menores que 2 mM 

(Gráfico 5). No entanto, 4 mM desse monoterpeno foi capaz de reduzir cerca de 

40,0±2,1 % a viabilidade celular (p< 0,05) (Gráfico 5). O veículo utilizado (DMSO 

0,1%) não apresentou efeito citotóxico quando submetido às mesmas condições 

(Gráfico 5). 

 Para avaliar a confiabilidade desse teste, utilizou-se a doxorrubicina como 

controle positivo (FORNARI et al., 1994; LOPES et al., 2011) de droga citotóxica, 

durante os experimentos executados com (–)-carvona. Como esperado, 

doxorrubicina (DOXO) demonstrou alta toxicidade neuronal, onde 10 µM foi capaz 

de reduzir 39,6±4,7 % a viabilidade celular (Gráfico 5). 

 

 
Gráfico 5 – Citotoxicidade de (–)-carvona em neurônios DRG. A viabilidade celular foi 
determinada pelo teste do vermelho neutro, após 24h de tratamento, e em seguida 
normalizada à partir dos níveis de absorbância do grupo controle. Doxorrubicina (DOXO, 10 
µM) foi utilizada como controle positivo. Valores expressos como a média±e.p.m. (n=3; 
duplicata; 5x105 células/mL). ***p< 0,001; ANOVA seguido do teste de Dunnet. 
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4.2.2 Citotoxicidade de (–)-carvona sobre células HEK 293 
 
 Por citometria de fluxo em células HEK 293 marcadas com iodeto de propídio, 

foi possível determinar a viabilidade dessas células após tratamento com                 

(–)-carvona. É importante ressaltar que o veículo (DMSO 0,1%) não foi capaz de 

provocar qualquer variação na viabilidade celular, quando comparada com o grupo 

controle. Como esperado, doxorrubicina (DOXO, 50 µM) induziu 99,9±0,6 % de 

morte celular (Figura 23; Gráfico 6). 

  

 
Figura 23 – Determinação da viabilidade de células HEK 293 por citometria de fluxo. 
Os histogramas representam a quantidade de células em função da fluorescência emitida 
pelo iodeto de propídio nas situações controle, controle-negativo (DMSO 0,1 %) e controle-
positivo (DOXO 50 μM). Acima à esquerda está representado o gating para esses 
experimentos (Filtro FL2-H). 
 
 

 A (–)-carvona, por sua vez, apenas nas concentrações maiores que 5 mM foi 

capaz de reduzir significativamente a viabilidade celular em torno de 55,0±6,7 % a 

partir do controle. Quando tratadas com concentrações de 0,5 e 1 mM de (–)-

carvona, as células HEK 293 não apresentaram nenhuma mudança na viabilidade 

(Figura 24; Gráfico 6), enquanto que 10 mM provocou o máximo de morte (96,6±1,8 

%) (Figura 24; Gráfico 6). A partir desses resultados foi possível definir que (–)-

carvona possui baixa citotoxicidade em células HEK 293, apresentando uma EC50 de 

4,9±0,1 mM. 
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4.3 Investigação do efeito de (–)-carvona sobre os canais de sódio 
dependentes de voltagem 
 

Por meio da técnica de Patch-clamp, no modo Whole-cell, foi possível isolar 

correntes totais de Na+ (INa+) em neurônios DRG e dessa forma investigar o efeito de 

(–)-carvona diretamente sobre os canais de Na+ dependentes de voltagem (Nav). 

Para tanto, realizou-se inicialmente a identificação dessas correntes bem como o 

estabelecimento da relação corrente/voltagem. 

 
 
4.3.1 Isolamento de correntes totais de Na+ em neurônios DRG 
 

 Nestes experimentos, foi avaliada a dependência de voltagem dos canais de 

Na+, com a finalidade de caracterizar as correntes de Na+ totais em neurônios DRG, 

e com isso determinar uma voltagem de membrana adequada para induzir a 

ativação dos canais Nav. Para tanto, realizou-se um protocolo de pulso onde um pré-

pulso de -100mV/500 ms era aplicado antes dos pulsos-teste, com a finalidade de 

manter a população dos canais Nav em seu estado fechado. A partir de então, foram 

aplicados pulsos que variavam de -80 a +60 mV/40 ms, com incremento de 10 mV 

entre cada pulso (Figura 25).  
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Figura 25 – Caracterização das correntes totais de Na+ em neurônios DRG. Registros 
representativos das correntes de entrada de Na+ geradas em neurônios DRG. A direita está 
representado o protocolo de pulso utilizado, a partir de um Holding de -80 mV. O pré-pulso 
de -100 mV/500 ms foi aplicado antes dos pulsos-teste que variavam de -80 a +60 mV/40 
ms, em incremento de 10 ms. Frequência de amostragem= 40 kHz. HEKA EPC 10 
(Alemanha). 
 

 

 

Como esperado, foram observadas correntes totais em torno de 7 nA (Figura 

25), a partir das quais foi possível construir o gráfico I/V, que relaciona os valores de 

corrente geradas em função da voltagem de membrana fixada (clamped). De acordo 

com o gráfico 7, pode-se observar um traçado característico de canais Nav (Hille, 

2001), cuja corrente máxima se dá entre -20 e -10 mV e seu potencial de reversão 

(ER) em torno de +45 mV.  
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Gráfico 7 – Relação corrente/voltagem de canais Nav em neurônios DRG. Os pontos 
representam as médias das correntes geradas em função da voltagem de membrana. 
Dados expressos como a média±e.p.m. (n= 3). Frequência de amostragem= 40 kHz. EPC 
10 (Heka, Alemanha). 
 
 
 
4.3.2 Efeito de (–)-carvona sobre as correntes totais de Na+ em neurônios DRG 
 
 Após caracterizar as correntes de Na+ em neurônios DRG, realizou-se um 

protocolo de pulso que objetivou isolar correntes individuais, e com isso investigar o 

efeito de (–)-carvona diretamente sobre os canais Nav. 

 De acordo com o protocolo mostrado na figura 26, foram obtidas no controle 

correntes médias de 8,7±1,6 nA, logo após o estabelecimento da configuração 

Whole-cell nessas células. Em 3 min de perfusão com (–)-carvona (1 mM) 

diretamente sobre a célula selecionada, observou-se que a amplitude da corrente 

era reduzida para 5,3±1,1 nA (p< 0,05). Quando apenas o veículo (DMSO 0,1 %) era 

perfundido nas mesmas condições, nenhuma alteração significativa dessas 

correntes foi observada. 

O gráfico da figura 26 demonstra esses experimentos, no entanto, com os 

valores de corrente de Na+ normalizadas pela capacitância dos neurônios DRG de 

pequeno diâmetro utilizados (CUMMINS et al., 2009; HUANG; SONG, 2008).  
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4.4 Investigação dos efeitos de (–)-carvona sobre os níveis de Ca2+ em 
neurônios DRG 
 
 Durante os ensaios de monitoramento dos níveis de Ca2+ intracelulares em 

neurônios DRG por microscopia de fluorescência, foi investigado se (–)-carvona era 

capaz de induzir alterações na fluorescência emitida pelo Fluo-3/AM (Ex488; Em515 

nm) nessas células.  

De acordo com os resultados obtidos, observou-se que (–)-carvona (1 mM) 

aumentava a intensidade de fluorescência segundos após a sua aplicação, em 

neurônios DRG de 15–30 µm de diâmetro (Gráfico 8-A). Entretanto, nenhuma 

variação foi observada quando o veículo era incubado nas mesmas condições 

(Gráfico 8-A). Ionomicina (5 µM) foi utilizada para induzir o aumento total de Ca2+ 

nessas células.O gráfico 8-B demonstra, quantitativamente, a variação da 

fluorescência relativa (F1/F0) obtida a partir dos níveis basais (F0). (–)-Carvona (1 

mM) duplicou os níveis de fluorescência relativa de 1,0±0,0 para 2,0±0,6, enquanto 

que o veículo não foi capaz de induzir qualquer variação. 
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Gráfico 8 – Efeito de (–)-carvona sobre os níveis de Ca2+ em neurônios DRG. A. 
Variação da intensidade de fluorescência do Fluo-3 (Ex488; Em515 nm) em unidades de 
absorbância (U.A.), como função do tempo de incubação pelo veículo, (–)-carvona ((–)-Cv, 1 
mM) e ionomicina (Iono, 5 µM). B. Variação quantitativa da fluorescência relativa (F1/F0) a 
partir dos níveis basais (F0). Valores expressos como a média±e.p.m. (n= 3; duplicata; ~12 
células/campo). **p< 0,01; ANOVA seguido de teste de Dunnet. 
 
 
 
4.4.1 Influência do Ca2+ interno e externo sobre o efeito de (–)-carvona 
 
 Esses ensaios foram propostos para investigar se o aumento dos níveis de 

Ca2+ citoplasmáticos em neurônios DRG, promovidos por (–)-carvona, eram 

provenientes do meio externo ou dos estoques intracelulares. Com esta finalidade, 

neurônios DRG (15–30 µm) foram submetidos à solução de banho zero-Ca2+, 
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acrescida de EGTA (10 mM). Adicionalmente, uma solução de cafeína e 

tapsigargina foi utilizada como controle positivo, para induzir a liberação de Ca2+ dos 

estoques (BOURON, 2010; CHENG et al., 2010; GIBON; TU; RANKOVIC et al., 

2010). Durante esses experimentos foi observado que (–)-carvona (1 mM) não foi 

capaz de provocar o aumento da fluorescência em neurônios DRG incubados em 

banho zero-Ca2+. Conforme esperado, a solução de cafeína (3 mM) e tapsigargina (1 

µM) aumentou a fluorescência nessas mesmas células (Gráfico 9-A). O gráfico 9-B 

demonstra quantitativamente tais resultados. 

  

   

xeeec  
Gráfico 9 – Influência do Ca2+ externo sobre os efeitos de (–)-carvona em neurônios 
DRG. A. Variação da intensidade de fluorescência do Fluo-3 (Ex488; Em515  nm) em 
unidades de absorbância (U.A.), como função do tempo de incubação por (–)-carvona ((–)-
Cv, 1 mM), cafeína (Caf, 3 mM) + tapsigargina (Tap, 1 µM) e ionomicina (Iono, 5 µM). B. 
Variação quantitativa da fluorescência relativa (F1/F0) a partitr dos níveis basais (F0). Valores 
expressos como a média±e.p.m. (n=3; duplicata; ~12 células/campo). *p< 0,05; ANOVA 
seguido de teste de Dunnet. 
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4.4.2 Investigação dos receptores envolvidos no efeito de (–)-carvona 
 
 Inicialmente foi realizado um screening farmacológico com o objetivo de 

avaliar a participação de alguns dos principais receptores envolvidos na nocicepção, 

expressos em neurônios DRG e que possam estar envolvidos no aumento dos 

níveis de Ca2+ induzido por (–)-carvona nessas céulas. Para isso foram utilizados 

bloqueadores como o CdCl (canais Cav), atropina (muscarínicos), MK-801 (NMDA e 

nicotínicos) e o vermelho de rutênio (canais TRP) (HILLE, 2001; MIYANO et al., 

2009; OHSHIRO; OGAWA; SHINJO, 2007). 

 De acordo com os resultados obtidos quando CdCl2 (100 µM), atropina (100 

µM), MK-801 (100 µM) e vermelho de rutênio (50 µM) eram incubados por 5 min, 

separadamente, antes dos experimentos, verificou-se que apenas este último 

bloqueador era capaz de reduzir o efeito de (–)-carvona sobre o aumento da 

fluorescência pelo Ca2+ em neurônios DRG (Gráfico 10). 

 

 
Gráfico 10 – Investigação dos receptores envolvidos no efeito de (–)-carvona sobre os 
níveis de Ca2+ em neurônios DRG. Variação da intensidade de fluorescência do Fluo-3 
(Ex488; Em515 nm) em unidades de absorbância (U.A.), como função do tempo de 
incubação por (–)-carvona ((–)-Cv, 1 mM) e ionomicina (Iono, 5 µM) incubadas em células 
tratadas com MK-801, atropina, CdCl2, Verm-Ru (n= 1–2; ~15 células/campo). 
 

 

A partir de então foram realizados experimentos adicionais utilizando-se 

bloqueadores de canais TRP inespecífico, como o vermelho de rutênio (Verm-Ru), e 
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seletivo para canais TRPV1 como a capsazepina (CPZ) (SZALLASI et al., 2007). A 

capsaicina foi utilizada como controle-positivo para ativar TRPV1 (SZALLASI; 

BLUMBERG, 1999). Como esperado, a capsaicina (10 µM) aumentou a 

fluorescência relativa de 1,0±0,0 (basal) para 2,4±0,2 (p< 0,05) e esse efeito foi 

totalmente bloqueado para 1,0±0,04 e 1,1±0,02 por Verm-Ru (5 µM) e CPZ (10 µM), 

respectivamente (Gráfico 11). 

 

 
Gráfico 11 – Bloqueio do efeito da capsaicina em neurônios DRG por antagonismo do 
canal TRPV1. Efeito da capsaicina (Cap, 10 µM) sobre variação quantitativa da 
fluorescência relativa (F1/F0) a partir dos níveis basais (F0) em células submetidas ao banho 
normal ou CPZ (10 µM). Valores expressos como a média±e.p.m. (n= 3; duplicata; ~12 
células/campo). ***p<0,001; ANOVA seguido de teste de Tukey. 

 

  

A incubação prévia dos neurônios DRG por Verm-Ru (5 µM) e CPZ (10 µM) 

por 5 min, foram capazes de bloquear totalmente o efeito de (–)-carvona sobre o 

aumento da fluorescência pelo Ca2+ nessas células (Gráfico 12-A). Como 

demonstrado anteriormente, (–)-carvona (1 mM) novamente duplicou os níveis de 

fluorescência relativa de 1,0±0,0 (basal) para 2,0±0,9 (p< 0,05), no entanto este 

efeito foi totalmente bloqueado para 0,9±0,02 e 1,0±0,03 por Verm-Ru (5 µM) e CPZ 

(10 µM), respectivamente (Gráfico 12-B). 
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Gráfico 12 – Bloqueio do efeito de (–)-carvona em neurônios DRG pelo vermelho de 
rutênio (Verm-Ru) e capsazepina (CPZ). A. Variação da intensidade de fluorescência do 
Fluo-3 (Ex488; Em515 nm) em unidades de absorbância (U.A.), como função do tempo de 
incubação por (–)-carvona ((–)-Cv, 1 mM) e ionomicina (Iono, 5 µM) incubadas em céulas 
submetidas ao banho normal ou CPZ (10 µM). B. Variação quantitativa da fluorescência 
relativa (F1/F0) a partir dos níveis basais (F0). Valores expressos como a média±e.p.m. (n= 3; 
duplicata; ~12 células/campo). **p<0,01; ANOVA seguido de teste de Tukey. 
 
 
 

As medidas de fluorescência pelo Fluo-3/AM, permitem determinar com 

grande precisão a concentração de Ca2+ intracelular ([Ca2+]i), através da equação: 

[Ca2+]i=Kd*(F-Fmin)/(Fmax-F) inicialmente proposta por Grynkiewicz e col. (1985), 

onde Kd é a constante de dissociação do Fluo-3/AM de 450 nM; F é a fluorescência 

emitida; Fmax e Fmin representam as fluorescências máxima e mínina, obtidas após 

incubação por ionomicina 5 µM e EGTA 20 mM, respectivamente (MARTINS et al., 

2008).  
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A partir de então foi possível determinar [Ca2+]i em neurônios DRG antes e 

após tratamento com (–)-carvona. De acordo com o gráfico 13, podemos observar 

que os níveis basais de Ca2+ nesses neurônios (120,6±5,0 nM) aumentaram para 

310,7±23,1 nM (p< 0,001) após adição de (–)-carvona (1 mM). Como descrito acima, 

tal efeito foi completamente abolido para 168,9±13,0 nM; 136,1±12,2 nM e 

127,2±14,1, quando as células eram submetidas respectivamente ao banho com 

zero-Ca2+, Verm-Ru (5 µM) ou CPZ (10 µM). 

   

 

  
Gráfico 13 – Efeito de (–)-carvona sobre as concentrações intracelulares de Ca2+ em 
neurônios DRG. Gráfico quantitativo da variação da concentração do Ca2+ intracelular 
[Ca2+]i induzido por (–)-carvona ((–)-Cv, 1 mM) em células submetidas ao banho normal ou 
zero-Ca2+ ou pré-incubadas por vermelho de rutênio (Verm-Ru, 5 µM ) ou capsazepina 
(CPZ, 10 µM). . Os valores foram obtidos pela equação: [Ca2+]i=Kd*(F-Fmin)/(Fmax-F). 
Valores expressos como a média±e.p.m. (n= 3; duplicata; ~12 células/campo). ***p< 0,001. 
ANOVA seguido de teste de Tukey. 
 
 
 
4.6 Investigação do efeito de (–)-carvona sobre os canais TRPM2  

 

Em um estudo recente, Sozbir e col. (2011) sugeriram que a ativação dos 

canais TRPM2 em neurônios DRG está relacionada com a indução de processos 

inflamatórios como consequencia do estresse oxidativo, dessa forma contribuindo 

para a etiologia da dor neuropática. Com base nesses dados, investigou-se a 
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possibilidade da (–)-carvona estar relacionada com o influxo de Ca2+ via canais 

TRPM2. 

Foram então realizados experimentos de microscopia confocal em células 

HEK 293 estavelmente transfectadas com o cDNA para o canal TRPM2 (T-

REx/TRPM2), observando-se as variações de fluorescência do marcador para Ca2+, 

Fluo-3/AM (Ex488; Em515 nm). A expressão desses canais podia ser induzida ou 

não nessas células pela doxiciclina (1 µg/mL), incubada por 12–24h antes dos 

ensaios, enquanto que a sua ativação era feita por pelo H2O2 (KRAFT et al., 2004; 

2006). 

Inicialmente realizaram-se testes controle, para confirmar a expressão dos 

canais TRPM2 pelas células T-REx/TRPM2 (Figura 27). No grupo não tratado com 

doxiciclina (TRPM2-), não foi observado alteração na fluorescência, enquanto que as 

células tratadas (TRPM2+) exibiram um grande aumento da mesma, que foi de 

1,0±0,0 (basal) para 9,2±0,5 em aproximadamente 5 min de incubação com H2O2 (1 

mM) (Gráfico 14). Como descrito previamente por Kraft e col. (2006), esse efeito foi 

totalmente bloqueado para os níveis de fluorescência basais (1,1±0,05) quando o 

ácido N-(p-amylcinnamoyl) antranílico (ACA, 20 µM) foi incubado 5 min antes do 

H2O2 (1 mM) (Gráfico 14-B). 

Ionomicina 5 µM foi utilizada no final de cada experimento com a finalidade de 

induzir a fluorescência máxima (Figura 27). 
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CECCC  
Gráfico 14 – Expressão de canais TRPM2 em células T-REx/TRPM2. A. Variações na % 
de fluorescência pelo Fluo-3/AM (Ex488; Em515 nm) em células cuja expressão desses 
canais era induzida (TRPM2+) ou não (TRPM2-) por doxiciclina (1 µg/mL/12–24h). Solução 
de H2O2 (1 mM) e ACA (20 µM) foram utilizadas como drogas-controle para ativação e 
bloqueio de TRPM2, respectivamente. B. Quantificação da fluorescência relativa (F1/F0) a 
partitr dos níveis basais (F0). Valores expressos como a média±e.p.m. (n=2/~20 
células/campo). ***p<0, 001; ANOVA seguido de teste de Tukey. 
 
 

 

A partir de então foi possível avaliar o efeito de (–)-carvona  nesses canais. O 

Gráfico 15-A demonstra que (–)-carvona (1 mM) não produz qualquer efeito 

significativo sobre os níveis de fluorescência decorrentes do influxo de Ca2+ em 

células T-REx expressando TRPM2. Vale ressaltar que nenhuma alteração na 

fluorescência foi observada quando o veículo foi incubado em células TRPM2+, ou 
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mesmo por (–)-carvona (1 mM) quando incubada em células TRPM2- (dados não 

mostrados). 

Logo após a incubação por (–)-carvona em células TRPM2+, adicionou-se 

H2O2 (1 mM) para confirmar se essas células estavam de fato expressando esses 

canais, ou ainda, para investigar se este monoterpeno poderia estar na verdade 

reduzindo o influxo de Ca2+ via TRPM2. Observou-se que (–)-carvona não foi capaz 

de promover qualquer efeito significativo no aumento da fluorescência relativa (F1/F0) 

induzida por H2O2 1 mM (Gráfico 15-B). 
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Gráfico 15 – Investigação do efeito de (–)-carvona sobre os canais TRPM2. A. 
Variações na % de fluorescência pelo Fluo-3/AM (Ex488; Em515 nm) em células T-REx 
expressando canais TRPM2, após incubação por (–)-carvona ((–)-Cv, 1 mM), H2O2 (1 mM) e 
ionomicina (Iono, 5 µM). B. Quantificação da fluorescência relativa (F1/F0) a partitr dos níveis 
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basais (F0). Valores expressos como a média±e.p.m. (n=2-3/~20 células/campo). 
***p<0,001; ANOVA seguido de teste de Tukey. 
4.7 Expressão heteróloga de canais TRPV1 em HEK 293 
 

De acordo com os resultados demonstrados com neurônios DRG 

anteriormente, (–)-carvona elevou a fluorescência mediada pelo influxo de Ca2+ 

nessas células, sendo este efeito totalmente bloqueado pelo Verm-Ru e CPZ, 

indicando o possível envolvimento dos canais TRPV1 (Gráfico 12 e 13). Entretanto, 

experimentos adicionais foram realizados com o objetivo de confirmar esta hipótese. 

Investigou-se, portanto, o efeito de (–)-carvona em células HEK 293 expressando o 

canal TRPV1 heterologamente, por meio de ensaios de microscopia de 

fluorescência pelo Fura-2/AM (Ex340/380; Em510 nm), monitorando-se os níveis de 

Ca2+ intracelulares nessas células. 

 Inicialmente confirmou-se a identidade do DNA complementar (cDNA) do 

TRPV1, doado pelo Prof. David Julius (UCSF, EUA), por meio de análise de 

restrição e seqüenciamento. A Figura 28 mostra o mapa de clonagem do cDNA do 

TRPV1 em pCDNA3, e o seu sítio múltiplo de restrição (CATERINA et al., 1997). O 

cDNA foi purificado e então submetido à análise de restrição com a enzima Bam HI, 

onde foi possível deduzir a presença do inserto (~3 kb) (Figura 28).  
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Figura 29 – Análise da sequencia do cDNA-TRPV1 purificado. Na figura superior 
observa-se uma representação do eletroferograma obtido após o sequenciamento do cDNA-
TRPV1 purificado, utilizando-se o primer promotor T7 (London Regional Genomics Center – 
Robarts Res. Inst., UWO – Canada). Abaixo está representada uma parte do resultado do 
alinhamento feito pelo programa Megablast (NCBI) com a sequencia do gene do canal 
TRPV1 de Rattus novergicus.  
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claramente que (–)-carvona 1 mM atua apenas nas células co-transfectadas com o 

cDNA-TRPV1 e mCh (TRPV1+), ao passo que as células controle negativo, ou seja, 

que foram transfectadas apenas com mCh (TRPV1-) não tiveram os seus níveis de 

fluorescência alterados por (–)-carvona sob as mesmas condições (Figura 30). 

 

 
Figura 30 – Efeito de (–)-carvona sobre os canais TRPV1 expressos em HEK 293. 
Imagens obtidas por microscopia de fluorescência em células transfectadas (+, E–H) ou não 
(–, A–D) pelo cDNA-TRPV1, marcadas com Fura-2 (340/380 nm). As imagens da esquerda 
mostram a superposição entre luz transmitida (LT) e pelo filtro F587 nm correspondente ao 
mCherry, para identificação das células transfectadas. O basal (B e F) foi obtido quando 
nenhuma droga era incubada. As imagens C e D foram obtidas 4 min após a adição de (–)-
carvona ((–)-Cv, 1 mM). Em D e H observa-se a fluorescência máxima emitida após adição 
de ionomicina (Iono, 5 µM).  
 
 
 
 

Para quantificar [Ca2+]i nas células HEK, utilizou-se a equação de Grynkiewicz 

e col. (1985), [Ca2+]i=Kd*(R-Rmin)/(Rmax-R)*(Fmax380/Fmin380), onde Kd é a 

constante de dissociação do Fura-2; R é a razão F340/F380; Rmax e Rmin 

representam a razão máxima e mínima de fluorescência; Fmax380 e Fmin380 são a 

fluorescência máxima e mínima obtidas em F380 nm. A calibração da [Ca2+-livre] foi 

realizada no final de cada experimento pela ionomicina 5 µM e EGTA 20 mM. A fim 

de se observar uma possível dependência da concentração dos efeitos de                

(–)-carvona (1–10 mM) sobre o aumento da [Ca2+]i em células HEK 293 expressando 
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TRPV1, os valores obtidos foram aplicados, por regressão não-linear, à equação de 

Hill f=Min+(Max–Min)/1+10((logIC50–[droga])*n), descrita previamente. 

De acordo com os resultados obtidos, observou-se que o efeito de                

(–)-carvona sobre os canais TRPV1 ocorria de modo dependente de sua 

concentração, apresentando uma CE50 de 1,3±0,2 mM e constante de Hill de 2,5, 

indicando uma possível interação do tipo cooperativa desse monoterpeno com o seu 

sítio receptor neste canal (Gráfico 17). 

 

 
Gráfico 17 – Efeito dependente da concentração de (–)-carvona ((–)-CV) sobre o 
aumento dos níveis de Ca2+ em células HEK transfectadas com TRPV1. Os valores 
foram obtidos pela equação: [Ca2+]i=Kd*(R-Rmin)/(Rmax-R)*(Fmax380/Fmin380) e em 
seguida ajustados à equação de Hill f=Min+(Max–Min)/1+10((logIC50–[droga])*n), por regressão 
não-linear. Valores expressos como a média±e.p.m. (n= 3/~15 células/campo). 
 
 
 

 Em seguida utilizou-se a concentração de (–)-carvona (1 mM), 

correspondente a sua CE50, com o objetivo de avaliar o efeito desse monoterpeno 

frente aos agonistas e bloqueadores do canal TRPV1, capsaicina e capsazepina 

(CPZ) respectivamente. Com esses experimentos observou-se que (–)-carvona 1mM 

elevou a razão de fluorescência apenas nas células TRPV1+ (Gráfico 18-A), o que 

representou um aumento da [Ca2+]i de 96,6±3,7 nM (basal) para 729,0±55,2 nM (p< 

0,05) em células sob banho normal (KRH), o que foi totalmente bloqueado para 

104,7±3,9 nM nas células pré-tratadas com CPZ 10 µM (Gráfico 18-B). Capsaicina 5 

-1 0 1

100

480

860

1240

1620

2000

log[(-)-Cv] (mM)

[C
a2+

] i 
nM



95 

 

µM foi adicionada logo após (–)-carvona, com o intuito de comprovar a presença ou 

ausência desses canais nas células TRPV1+ e TRPV1-, respectivamente (Gráfico 

18).  

 

 
 

           
Gráfico 18 – Bloqueio do efeito de (–)-carvona em HEK 293 expressando TRPV1. A. 
Gráfico representativo da variação da taxa de fluorescência (F340/F380) frente à incubação 
por (–)-carvona ((–)-Cv, 1 mM), capsaicina (Cap, 10 µM) e ionomicina (Iono 5 µM) em 
células TRPV1+ e TRPV1-. B. Gráfico quantitativo da variação da concentração do Ca2+ 
intracelular [Ca2+]i induzido por (–)-Cv 1 mM em células TRPV1+ e TRPV1- submetidas ao 
banho normal (KRH) ou pré-incubado por capsazepina (CPZ, 10 µM). Os valores foram 
obtidos pela equação: [Ca2+]i=Kd*(R-Rmin)/(Rmax-R)*(Fmax380/Fmin380). Valores 
expressos como a média±e.p.m. (n= 3x~15 células/campo). ***p< 0,001. ANOVA seguido de 
teste de Tukey. 
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4.7.2 Avaliação da resposta de TPRV1 frente às sucessivas exposições por        
(–)-carvona 
 

Com a finalidade de investigar se o efeito antinociceptivo de (–)-carvona 

estaria associado à dessensiblização de canais TRPV1, realizou-se experimentos de 

imageamento dos níveis de Ca2+ citosólicos, onde a (–)-carvona era sucessivamente 

incubada e removida das placas contendo células HEK 293 expressando canais 

TRPV1. De acordo com o Gráfico 19-A, pode-se observar que o efeito de                 

(–)-carvona (1 mM) sobre os canais TRPV1 em uma primeira incubação, era 

totalmente cessado quando essas células eram submetidas a sucessivas 

exposições (5 min cada) por este monoterpeno.  Foi demonstrado, portanto, que o 

aumento da [Ca2+]i de 97,8±6,4 nM (basal) para 725,1±66,2 nM (p< 0,05) por                

(–)-carvona 1 mM, foi reduzido para 112,8±7,5 e 106,6±8,5 nM (p< 0,05), após a 

segunda e terceira exposições, respectivamente (Gráfico 19-B). 
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Gráfico 19 – Avaliação da dessensibilização dos canais TRPV1 por (–)-carvona. A. 
Gráfico representativo da variação da taxa de fluorescência (F340/F380) frente ao efeito de 
(–)-carvona ((–)-Cv, 1 mM) seguido de sucessivas lavagens pela solução de banho (KRH) 
em células TRPV1+. B. Gráfico quantitativo da variação da concentração do Ca2+ intracelular 
[Ca2+]i induzido por (–)-Cv (1 mM) em sucessivas exposições. Os valores foram obtidos pela 
equação: [Ca2+]i=Kd*(R-Rmin)/(Rmax-R)*(Fmax380/Fmin380). Valores expressos como a 
média±e.p.m. (n= 2; duplicata; ~15 células/campo). ***p< 0,001. ANOVA seguido de teste de 
Tukey. 
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5 DISCUSSÃO 
 

O alívio da sensação dolorosa continua sendo um dos grandes alvos da 

medicina moderna, onde se tenta, sobretudo, desenvolver substâncias que possuam 

efeito sobre o sistema nervoso central, podendo ser utilizadas no alívio das dores 

crônicas, ou ainda na obtenção de fármacos com eficácia semelhante ou maior do 

que aqueles já utilizados na terapêutica, mas com menor incidência de efeitos 

colaterais (McDOUGALL, 2011).  

Sabendo-se que os compostos derivados de produtos naturais constituem 

alvos potenciais para o desenvolvimento de novas drogas analgésicas, estudos 

recentes têm demonstrado que o monoterpeno (–)-carvona constitui uma molécula 

promissora para o tratamento da dor, uma vez que esta substância foi capaz de 

reduzir a resposta nociceptiva, sob diferentes metodologias comportamentais para 

analgesia (GONÇALVES, 2008; GONÇALVES et al., 2008).  

Não obstante, os dados obtidos por este estudo contribuirão para a melhor 

compreensão do perfil terapêutico dos óleos essenciais obtidos de espécies 

vegetais, principalmente do gênero Mentha, os quais a (–)-carvona geralmente 

aparece como principal constituinte ativo (DeSOUSA; NÓBREGA; ALMEIDA, 2007; 

GONÇALVES et al., 2008). 

 Vários trabalhos têm demonstrado a importância dos distintos grupamentos 

químicos presentes nas moléculas dos monoterpenos com as suas respectivas 

funções farmacológicas. Por exemplo, DeSousa e col. (2007a) observaram que a 

potência do efeito antinociceptivo de monoterpenos análogos a rotundifolona, como 

(+)-pulegona, o óxido de limoneno, ou (+) - e (–)-carvona, estava diretamente 

relacionada com algumas pequenas diferenças estruturais nessas moléculas.  

Outro trabalho relacionado com o estudo estrutura-atividade demonstrou que 

vários monoterpenos como o carvacrol, timol, dihidrocarveol e carveol, ativavam 

canais TRPV3 de forma mais potente do que a cânfora, um agonista conhecido 

desses canais (VOGT-EISELE et al., 2007). Nesse estudo os autores sugerem a 

importância da presença da hidroxila, comparando-se com grupos carbonilas, 

localizadas no anel de suas respectivas moléculas, para a determinação dos efeitos 

dos monoterpenos. 
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Portanto, é razoável pensar que modificações químicas na estrutura de          

(–)-carvona poderiam igualmente afetar as suas propriedades neurofarmacológicas. 

Em contrapartida, tais resultados viriam a fornecer novas informações sobre o modo 

de ação dos monoterpenos. Neste aspecto, o presente estudo investigou a relação 

estrutura-função entre a (–)-carvona e os seus análogos estruturais. 

Em um estudo anterior, nosso grupo demonstrou que o efeito antinociceptivo 

de (–)-carvona, observado por meio de diferentes modelos in vivo para analgesia, 

estava associado com a diminuição da excitabilidade nervosa periférica, sendo esse 

efeito dependente de sua concentração (GONÇALVES, 2008; GONÇALVES et al., 

2008). Para avaliar se a estereoisomeria de carvona estaria relacionada com esses 

efeitos, (+)-carvona foi investigada, sob essas mesmas condições experimentais, e 

em seguida comparou-se os seus efeitos aos previamente descritos para a (–)-

carvona. Foi observado que (+)-carvona foi capaz de reduzir a condução dos nervos 

periféricos, de maneira concentração-dependente, apresentando uma CI50 de 

8,7±0,1 mM (Hill= 2,3) (Gráfico 1), sendo relativamente mais potente que o seu 

estereoisômero (–)-carvona, cuja CI50 foi de 10,7±0,1 mM (Hill= 2.2), conforme 

demonstrado anteriormente por Gonçalves (2008). Apesar dessa diferença 

observou-se que os isômeros de carvona apresentaram semelhantes coeficientes de 

Hill, sugerindo-se que ambos os compostos parecem interagir com o mesmo sítio 

receptor, entretanto com diferentes afinidades. Experimentos adicionais também são 

necessários para confirmar essa observação. 

Analisando-se as propriedades do PAC (potencial de ação composto) 

detalhadamente, pôde-se evidenciar outras semelhanças associadas à farmacologia 

da (+) - e (–)-carvona. Por exemplo, nosso estudo demonstrou que o efeito 

bloqueador foi parcialmente extinto devido à extensa lavagem desses compostos por 

solução fisiológica (Gráfico 2), sugerindo-se que ambos os monoterpenos atuam de 

modo reversível sobre o nervo periférico de rato. Além disso, ambos os isômeros da 

carvona novamente apresentaram semelhanças nos seus modos de ação ao 

analisarem-se os eventos de despolarização e repolarização do PAC. Na tabela 1 

podemos observar que (+) - e (–)-carvona reduziram VDPAC (velocidade de 

despolarização do PAC) em torno cerca de 50% a partir do controle, o que foi 

igualmente revertido após lavagem. Ao analisar-se a fase de repolarização do PAC, 

constatamos que (+)-carvona não promoveu qualquer alteração no τrep (constante de 
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tempo de repolarização), assim como observado previamente com a (–)-carvona 

(GONÇALVES, 2008). 

 A fase de despolarização do PAC está relacionada à ativação de canais para 

sódio voltagem-dependentes (Hille, 2001). Conforme descrito anteriormente, um 

bloqueador padrão deste tipo de canal poderia reduzir taxa de condutância ao Na+ 

diminuindo assim, a ativação das fibras do feixe nervoso (Alves et al., 2010). Por 

outro lado, a repolarização PAC está associada com a inativação dos canais para 

sódio (Nav), bem como, com a ativação dos canais para potássio de retificação 

tardia, por isso é esperado que bloquadores para esses canais reduzam os valores 

de τrep (DESOUSA et al., 2006a; LONG et al, 2007). Portanto, podemos sugerir que 

ambos enantiômeros de carvona podem diminuir a excitabilidade nervosa por meio 

do bloqueio de canais Nav de maneira reversível, no entanto a inativação desses 

canais além da ativação dos canais para potássio não estariam diretamente 

relacionada com a ação de tais compostos sobre o nervo periférico. 

Com a finalidade de identificar a importância de grupamentos estruturais 

sobre as características necessárias para o bloqueio da excitabilidade nervosa pela 

(–)-carvona, foram utilizados uma série de monoterpenos, semelhantes à carvona, 

entretanto com diferentes elementos estruturais associados a sua estrutura principal. 

Para tanto, os monoterpenos de escolha foram o (–)-carveol, o carvacrol e o (+)-

limoneno (Figura 21). 

Durante este estudo, os monoterpenos examinados que possuíam grupos 

hidroxila foram mais potentes do que os enantiômeros de carvona. Observamos que 

a redução da carbonila para um grupo hidroxila na posição 2 do anel de carvona, 

levou a um aumento do bloqueio do PAC (Gráfico 3). Além do mais, esses 

resultados estão de acordo com estudos anteriores demonstrando a importância da 

hidroxila como um requisito estrutural para atuar em canais iônicos (MOHAMMADI et 

al., 2001; VOGT-EISELE et al., 2007). Outro fator importante observado foi que o 

anel aromático, presente na molécula de carvacrol, inibiu a reversibilidade do efeito 

após lavagem, sugerindo que tal componente aumenta fortemente a afinidade de 

ligação ao receptor (Gráfico 3). No entanto, a ausência de oxigênio na molécula de 

(+)-limoneno, praticamente aboliu todos os efeitos descritos acima (Gráfico 3).  

Além disso, nós avaliamos se as atividades dos compostos testados estariam 

relacionadas à suas respectivas solubilidades. Para isso, calculou-se o tempo 
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necessário para que todos os monoterpenos atingissem seus efeitos máximos e, em 

seguida, esses dados foram ajustados à equação de decaimento monoexponencial. 

Apesar de apresentarem solubilidades iguais, a (–)-carvona atingiu o seu efeito 

máximo mais lentamente do que (+)-carvona (Gráfico 4). Isto poderia ser explicado 

pelo fato de que essas moléculas possuem diferentes afinidades de ligação em seus 

receptores, conforme sugerido acima. Outro fator importante desse estudo foi que a 

taxa de decaimento necessária para cada monoterpeno alcançar o seu efeito 

máximo, não foi um reflexo de suas diferenças de potência. Nossos resultados 

mostraram que, apesar de (+)- e (–)-carvona compartilharem efeitos semelhantes 

nos eventos de despolarização e repolarização do PAC, esses estereoisômeros 

apresentarm diferentes taxas de decaimento (Gráfico 4). Já o carvacrol, o mais 

potente monoterpeno testado durante este estudo, atingiu o seu patamar mais 

lentamente do que (+)-carvona e (–)-carveol. Na verdade, o (–)-carveol foi o mais 

rápido composto a se difundir dentro das fibras nervosas e atingir o seu sítio 

receptor, provavelmente como resultado de um coeficiente de partição ideal quando 

comparado com os outros monoterpenos avaliados. 

Para iniciar o estudo do efeito de (–)-carvona em nível celular, faz-se 

necessário determinar uma faixa de concentração em que este monoterpeno não 

esteja provocando danos às células em estudo. Neste sentido, testes de 

citotoxicidade celular são considerados como uma das ferramentas mais comumente 

utilizadas para a triagem eficiente na descoberta e desenvolvimento de 

medicamentos. Os pontos finais para ensaios testes incluem membrana celular, 

membrana lisossômica e integridade mitocondrial. Interrupções de qualquer uma 

destas estruturas são indicativos de citotoxicidade e podem fornecer informações 

sobre a susceptibilidade de organelas celulares e compartimentos celulares (KIM et 

al, 2009; MELO et al, 2004). 

O ensaio do vermelho neutro, por exemplo, é considerado um dos testes de 

citotoxicidade mais utilizados por ser um bom indicador da integridade da membrana 

celular. Este teste baseia-se na capacidade das células incorporarem o vermelho 

neutro, um corante supravital, que se acumula no interior dos lisossomos de células 

viáveis (REPETTO, DEL PESO, ZURITA, 2008). A quantidade de vermelho neutro 

detectado por colorimetria é, portanto, correlacionada com a função das células 

(SCHROTEROVA et al, 2009; VIEIRA et al, 2010). 
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De acordo com os resultados obtidos, demonstrou-se que (–)-carvona 

apresentou um baixo efeito citotóxico em neurônios DRG (Gráfico 5). Esses dados 

puderam garantir que concentrações menores que 4 mM desse monoterpeno não 

seriam capazes de induzir danos à integridade de membrana das células em estudo, 

sendo possível a partir de então, determinar uma concentração não-tóxica.  

Com o advento da técnica de citometria de fluxo, tem sido possível realizar 

testes de citotoxicidade de maneira rápida e eficiente, uma vez que esta técnica 

permite a avaliação de grandes populações celulares com grande reprodutibilidade 

(DARZYNKIEWICZ; HUANG, 2004). Utilizando-se o iodeto de propídio como 

marcador da integridade de membrana, é possível quantificar precisamente, a 

população de células que incorporaram este corante, que se liga ao DNA das células 

danificadas, emitindo alta fluorescência quando excitadas pelo laser do aparato de 

citometria de fluxo (DARZYNKIEWICZ; HUANG, 2004; KRISHAN, 1975). 

A partir dos resultados obtidos por este método, pôde-se demonstrar que         

(–)-carvona também possui baixa toxicidade em células HEK 293 (Gráfico 6), 

apresentando uma CE50 de aproximadamente 5 mM. Esses dados corroboram o 

estudo anterior de citotoxicidade em neurônios DRG pelo teste do vermelho neutro, 

sugerindo o uso de concentrações de (–)-carvona inferiores à 4 mM em 

experimentos em nível celular. A partir deste estudo foi possível investigar o efeito 

de (–)-carvona sobre os canais iônicos de membrana bem como na determinação 

dos níveis de Ca2+ intracelulares, com a segurança de que as concentrações 

utilizadas não estivessem, relacionadas com alterações na integridade da membrana 

plasmática ou mesmo decorrentes da ativação de eventos de morte celular. 

Os canais para Na+ dependentes de voltagem (Nav) são considerados como 

as bases da excitabilidade neuronal, e muitos estudos recentes têm creditado esses 

canais como alvos potenciais para o desenvolvimento de novas drogas analgésicas 

para o tratamento de dores complexas, como por exemplo a dor neuropática 

(ARAÚJO et al., 2011; VELLANI et al., 2011; WAXMAN et al., 2000). A dor 

neuropática está associada a alterações na expressão gênica dos canais Nav1.7, 

Nav1.8 e Nav1.9, principalmente, após uma lesão no nervo, provocando uma 

hiperexcitabiliade nervosa (BLACK et al., 2004; DEVOR, 2006; DIB-HAJJ et al., 

2007; POYRAZ et al., 2003). Esses canais são comumente expressos em neurônios 
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responsáveis pela transmissão da nocicepção periférica, como os neurônios DRG de 

pequeno diâmetro (VELLANI et al., 2011; WOOD et al., 2002). 

De acordo com estudos prévios, que sugeriam que o efeito de (–)-carvona 

como bloqueador da excitabilidade periférica fosse resultante do bloqueio de canais 

Nav (GONÇALVES et al., 2008; 2010), realizou-se experimentos por meio da técnica 

de Patch-clamp, que permitiu avaliar o efeito deste monoterpeno diretamente sobre 

esses canais, em neurônios DRG de pequeno diâmetro. Após caracterizar as 

correntes totais de Na+ nesses neurônios (Figura 25; Gráfico 7), o presente estudo 

demonstrou que (–)-carvona (1 mM) foi capaz de reduzir significativamente as 

correntes de Na+ (Figura 26), comprovando-se pela primeira vez, a participação dos 

canais Nav durante o efeito antinociceptivo deste monoterpeno. De acordo com o 

perfil das correntes obtidas após a perfusão com (–)-carvona, em comparação com 

as correntes controle, observou-se que a fase de inativação dos canais Nav não 

estaria sofrendo alteração aparente (Figura 26), sugerindo-se um efeito bloqueador 

do poro do canal pelo monoterpeno. No entanto, esta hipótese assim como a 

identificação dos subtipos dos canais Nav envolvidos, mais especificamente, não 

puderam ser verificados durante o presente estudo. 

A confirmação do bloqueio de canais Nav por (–)-carvona poderia, portanto, 

explicar que a redução da excitabilidade periférica está relacionada com o seu efeito 

analgésico agudo, o qual foi evidenciado em estudos comportamentais específicos 

(GONÇALVES, 2008; GONÇALVES et al., 2008). Entretanto, outras vias de 

nocicepção da dor crônica ou a longo prazo, deflagradas principalmente pelo 

aumento da sensibilidade à dor causado pelas prostaglandinas e outros mediadores 

químicos (NICKEL et al., 2011), devem ser levadas em consideração.  

Sabendo-se que o Ca2+ é um íon essencial e está envolvido direta ou 

indiretamente nas vias de nocicepção, a monitoração dos seus níveis intracelulares 

constitui uma escolha adequada para a avaliação inicial da atividade farmacológica 

de algumas substâncias (ANAND; OTTO, 2010; XU; BLAIR; CLAPHAM, 2005). De 

tal modo, os efeitos de (–)-carvona em neurônios DRG foram investigados por meio 

de marcação do Ca2+ intracelular nessas células por fluorescência. 

Durante esses experimentos, observou-se que 1 mM de  (–)-carvona era 

capaz de induzir um rápido aumento do Ca2+, a partir dos seus níveis basais, em 

neurônios DRG de pequeno diâmetro (Gráfico 8). Adicionalmente, o veículo utilizado 
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para a dissolução deste monoterpeno mostrou-se inerte durante esses testes, 

comprovando que os efeitos observados pertenciam de fato a (–)-carvona. 

O aumento dos níveis citossólicos do Ca2+ nas células eucarióticas podem ser 

provenientes do meio externo, via canais iônicos ou trocadores iônicos, como 

exemplos, ou internamente, a partir da sua liberação dos estoques intracelulares. 

Para avaliar quais dessas vias estavam relacionadas com o efeito de (–)-carvona 

nos neurônios DRG, essas células foram submetidas a um banho zero-Ca2+. Dessa 

forma, foi possível demonstrar que este monoterpeno não mais induzia um aumento 

do Ca2+ nessas condições (Gráfico 9). Portanto, o efeito de (–)-carvona era 

dependente do Ca2+ externo. A utilização de uma solução de cafeína e tapsigargina, 

como controles positivos, utilizados para liberar o Ca2+ do retículo endoplasmático 

(HAWORTH et al., 1998; SASAKI; DAYANITHI; SHIBUYA, 2005), validou esse 

experimento (Gráfico 9).  

Durante a transmissão dos sinais nociceptivos pelos neurônios DRG, vários 

tipos distintos de canais iônicos estão envolvidos. Dentre os canais iônicos 

dependentes de voltagem mais relatados estão os canais Cav do tipo L (Cav1.1–1.4), 

P/Q (Cav2.1) e N (Cav2.2), os canais para sódio (Nav) dos subtipos 1.3, 1.7, 1.8 e 

1.9, e os canais para potássio (Kv). Alguns estudos têm atribuído considerável 

importância na modulação da dor aos canais NMDA-glutamatérgicos (CHIZH et al., 

2001), muscarínicos M1 e M2 (NAGUIB; YAKSH, 1997) e os receptores transientes 

de potencial (TRP’s) como o TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPV4, TRPM8 e TRPA1, 

bem como aos canais P2X de receptores purinérgicos do subtipo X (LEE; LEE; OH, 

2005). 

Para investigar se alguns destes canais estariam envolvidos durante os 

efeitos de (–)-carvona, realizou-se um ensaio inicial, um screening farmacológico, 

utilizando-se alguns bloqueadores como o CdCl2, para canais Cav, MK-801, para 

NDMA, atropina para muscarínicos e vermelho de rutênio para TRPs. Dentre estes 

antagonistas, apenas o vermelho de rutênio foi capaz de bloquear a entrada de Ca2+ 

induzida pela (–)-carvona em neurônios DRG (Gráfico 10). Entretanto, ainda seria 

necessário descobrir qual tipo de canal TRP estaria sendo ativado por este 

monoterpeno. 

Dentre os canais TRP, os pertencentes à subfamília dos receptores 

vanilóides, TRPVs, são focos de maiores interesses como alvos potenciais para 
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novas drogas analgésicas (GRAAF; HOENDEROP; BINDELS, 2006). Dentre estes, 

o canal TRPV1 é o mais estudado e vários trabalhos têm demonstrado a sua 

importância com a sensibilidade à dor. Consequentemente, os moduladores de 

TRPV1 estão sendo investigados como potenciais candidatos analgésicos para 

vários tipos de complicações da dor (McDOUGALL, 2011). 

  Ao utilizar-se a capsazepina, um antagonista seletivo dos canais TRPV1 

durante a incubação de neurônios DRG com (–)-carvona (1 mM), foi possível 

demonstrar que o influxo de Ca2+ fora totalmente bloqueado (Gráfico 12), sugerindo-

se, pela primeira vez, a participação desses canais no mecanismo de ação de (–)-

carvona. Adicionalmente, verificou-se que (–)-cavona aumentou cerca de 3 vezes, 

as concentrações citosólicas de Ca2+ a partir dos níveis basais (controle), efeito esse 

totalmente inibido em situações de zero-Ca2+ no banho externo ou pelo vermelho de 

rutênio ou capsazepina (Gráfico 13). No entanto, devido ao grande número de 

receptores TRPs serem expressos nesses neurônios, experimentos adicionais foram 

realizados para confirmar a ação de (–)-carvona diretamente sobre os canais 

TRPV1, ou ainda, se outros tipos de canais TRPs também estariam participando 

nesse efeito. 

O canal TRPM2 é permeável aos íons Ca2+ e é formado por dois distintos 

domínios protéicos, onde um funciona como um canal iônico enquanto o outro 

possui função enzimática, atuando como uma pirofosfatase, ligando-se 

especificamente ao ADP-ribose (ADPR) (PERRAUD et al. 2001). Esse canal 

também é sensível às espécies reativas de oxigênio (ROS), podendo ser ativado 

pelo H2O2 e por isso estando envolvido em processos de morte celular em resposta 

ao estresse oxidativo (XIE; MACDONALD; JACKSON, 2010). 

Em um estudo recente, Naziroglu e col. (2011) sugerem que a ativação dos 

canais TRPM2 em neurônios DRG esteja relacionada com a indução de processos 

inflamatórios como consequência do estresse oxidativo, dessa forma contribuindo 

para a etiologia da dor neuropática. Com base nesse relato, investigou-se a 

possibilidade dos efeitos de (–)-carvona estarem relacionados com as correntes de 

Ca2+ geradas via TRPM2. No entanto, nenhum efeito foi observado sobre esses 

canais (Gráfico 15), descartando esta hipótese. 

Com o advento da biologia molecular, tornou-se possível desenvolver 

sistemas celulares heterólogos em laboratório, por meio da expressão de 
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determinados receptores protéicos em células que não os possuam normalmente, 

ou mesmo que os apresentem em baixas quantidades. Essas técnicas são de 

grande relevância científica, uma vez que possibilitam determinar a participação 

direta desses receptores frente aos fármacos em teste. Dessa forma, realizou-se a 

expressão heteróloga do canal TRPV1 em células HEK 293 

Por meio de técnicas amplamente utilizadas em biologia molecular, o cDNA 

que codifica o canal TRPV1, gentilmente cedido pelo Dr. David Julius (Anexo), foi 

transformado e amplificado em bactéria eletrocompetente (DH5α), e logo em 

seguida purificado e identificado como sendo o canal TRPV1 de Rattus novergicus 

(Figuras 28 e 29). A partir desta confirmação, esse cDNA foi transientemente 

transfectado em células HEK 293, por meio da técnica de co-precipitação pelo 

fosfato de cálcio.  

A partir de experimentos utilizando a capsaicina e a capsazepina como 

ferramentas controle, para induzir a ativação e o antagonismo de canais TRPV1, 

respectivamente, pôde-se confirmar o sucesso da expressão heteróloga de acordo 

com a metodologia utilizada neste estudo (Gráfico 16). Por meio de co-transfecção 

dessas células com o marcador fluorescente mCherry,  as células transfectadas com 

o cDNA-TRPV1 puderam ser selecionadas durante os experimentos por imagem 

pelo cálcio. A partir de então, o efeito de (–)-carvona sobre os canais TRPV1 

heterologamente expressos em células HEK 293, puderam ser investigados.  

De acordo com os resultados obtidos, demonstrou-se que (–)-carvona atua 

sobre esses canais, aumentando os níveis de Ca2+ intracelulares apenas nas células 

TRPV1 positivas (TRPV1+), ao passo que as células controle negativo (TRPV1-), 

mantiveram-se inertes à presença do monoterpeno (Figura 30). Adicionalmente, 

verificou-se que tal efeito era dependente de concentração, apresentando uma CE50 

de 1,3±0,2 mM (Hill= 2,5), indicando uma possível interação do tipo cooperativa 

desse monoterpeno com o canal (Gráfico 17).  

Posteriormente, o efeito de (–)-carvona em TRPV1 pode ser confirmado por 

meio de antagonismo pela capsazepina (Gráfico 18). O presente estudo demonstrou 

pela primeira vez, que a (–)-carvona atua em canais to tipo TRPV1. No entanto o 

mecanismo antinociceptivo desse monoterpeno ainda não pôde ser sugerido a partir 

desses dados isolados. 
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Estudos recentes sugerem que a ativação dos canais TRPV1, seguindo de 

rápida dessensibilização, constitui um explicação plausível para o efeito analgésico 

de monoterpenos ativadores desses canais, como por exemplo, a cânfora (XU; 

BLAIR; CLAPHAM, 2005). Essa hipótese também pode explicar o efeito 

paradoxalmente analgésico provocado pela capsaicina, quando utilizada em uso 

tópico (SZOLCSÁNYI, 2006). 

Com a finalidade de se investigar se o efeito antinociceptivo de (–)-carvona 

estaria associado à dessensiblização de canais TRPV1, realizou-se experimentos de 

microscopia de fluorescência pelo cálcio, onde a (–)-carvona era repetidamente 

exposta às células HEK 293 transfectadas com TRPV1. Desse modo, a ativação de 

TRPV1 pela (–)-carvona foi totalmente cessada quando as células eram submetidas 

à sucessivas exposições a esse monoterpeno (Gráfico 19). Sugerindo-se que, 

apesar de ativar os canais TRPV1 em um primeiro momento, o uso contínuo de          

(–)-carvona promove a inibição do influxo de Ca2+ nessas células via TRPV1, 

provavelmente devido a dessensibilização desse receptor.  

Estudos recentes demonstraram que alguns sítios de fosforilação do canal 

TRPV1, como S116, T370, S502, T704 e S800, estão relacionados com a sua 

dessensibilização (NUMAZAKI et al., 2002; PREMKUMAR; AHERN, 2000; 

SZOLCSÁNYI, 2006; SZALLASI et al., 2007). Pode-se sugerir, portanto, que esses 

sítios estariam de envolvidos no mecanismo molecular da (–)-carvona sobre o canal 

TRPV1, provavelmente impedindo a sua fosforilação pelos moduladores positivos 

PKA e PKC, envolvendo PIP2 e Ca2+/calmodulina. Entretanto, esta hipótese somente 

poderia ser confirmada através de estudos adicionais. 

Apesar da identidade dos canais iônicos responsáveis pela ativação de 

potenciais de ação propagados a partir de nervos sensíveis a capsaicina não serem 

totalmente elucidadas, um estudo recente demonstrou que os canais Nav resistentes 

à tetrodotoxina (TTX-R) estão envolvidos no reflexo axonal de nervos intestinais, 

após ativação de canais TRPV1 (MIRANDA-MORALES et al., 2010). Sabendo-se 

que (–)-carvona promove um efeito bloqueador das correntes geradas por canais 

Nav em neurônios DRG, é possível que a dessensibilização de canais TRPV1 por 

este monoterpeno implique, de algum modo, na modulação de canais TTX-R (Nav1.8, 

Nav1.9), contribuindo assim, para um efeito analgésico mais eficaz e a longo prazo. 

Entretanto, estudos adicionais são necessários para comprovar essa hipótese. 
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Em suma, o presente estudo evidenciou que a substituição do grupamento 

carbonila por uma hidroxila na molécula de (–)-carvona poderia aumentar a 

eficiência desse monoterpeno na redução da excitabilidade nervosa periférica. Efeito 

este que foi demonstrado como sendo resultante do bloqueio de canais Nav, bem 

como pela ativação e posterior dessensibilização de canais TRPV1, indicando a 

grande potencialidade deste monoterpeno como uma molécula antinociceptiva 

periférica ou protótipo de nova droga analgésica. 

 

 

5.1 Mapa conceitual 
 
 

 
 
Figura 31 – Mecanismo de ação antinociceptivo de (–)-carvona sobre o SNP. A figura 
demonstra o efeito de (–)-carvona sobre o soma do neurônio DRG (centro), bloqueando 
canais Nav e promovendo a ativação e posterior dessensibilização de canais TRPV1. Abaixo 
à direita está representado o bloqueio da excitabilidade nervosa periférica, resultante do 
bloqueio de canais Nav por (–)-carvona. 
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6 CONCLUSÕES 
 
 

Diante dos resultados obtidos no presente estudo, conclui-se que o 

monoterpeno (–)-carvona: 

 

 Apresentou o efeito bloqueador da excitabilidade nervosa dependente do 

grupamento carbonila presente na sua molécula, cuja deleção ou 

substituição, respectivamente, diminuiu ou aumentou tal efeito; 

 

 Apresenta baixa citotoxicidade em neurônios DRG e em células HEK 293; 

 

 Reduziu as correntes totais de Na+ geradas por dos canais Nav de neurônios 

DRG;  

 

 Aumentou os níveis de Ca2+ intracelulares em neurônios DRG, de modo 

dependente do Ca2+ extracelular; 

 

 Teve seus efeitos sobre neurônios DRG totalmente bloqueados pelos 

antagonistas vermelho de rutênio e capsazepina; 

 

 Não promoveu qualquer efeito sobre canais TRPM2 estavelmente expressos 

em células T-REx/TRPM2; 

 

 Aumentou os níveis de Ca2+ intracelulares em células HEK 293 expressando 

heterologamente canais TRPV1, de modo dependente de concentração; 

 

 Teve seus efeitos sobre células HEK 293, que expressavam heterologamente 

os canais TRPV1, totalmente bloqueados pelo antagonista capsazepina; 

 

 Atua sobre os canais TRPV1 promovendo a sua ativação e posterior 

dessensibilização. 
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7 PERSPECTIVAS 
 

 

Em face da potencialidade de (–)-carvona como um novo agente analgésico 

ou protótipo de nova droga analgésica conforme demonstrado neste trabalho, 

sugere-se, portanto, a continuação do estudo acerca dos mecanismos 

antinociceptivos deste monoterpeno, dando maior enfoque aos subtipos específicos 

de canais Nav envolvidos neste efeito, bem como nas vias moleculares de 

dessensibilização do canal TRPV1. 
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