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RESUMO

Dentre os produtos de origem natural com propriedades analgésicas comprovadas
experimentalmente, destacam-se 0s monoterpernos, tidos como 0s principais
constituintes quimicos dos 6leos essenciais de plantas aromaticas. A (-)-carvona é
um exemplo de monoterpeno com propriedades antinociceptivas, encontrada como
o principal constituinte ativo dos 6leos de algumas espécies do género Mentha. Uma
vez que O mecanismo antinociceptivo periférico de (-)-carvona nao esta
estabelecido, o presente trabalho se propde a melhor caracteriza-lo. Inicialmente
realizou-se um estudo estrutura-atividade, onde foi possivel demonstrar a
importancia do grupo carbonila ligado & molécula de (-)-carvona, durante o seu
efeito bloqueador da excitabilidade nervosa periférica de rato, e ainda, que a
substituicdo desse grupo por uma hidroxila potencializou esse efeito. Apos
demonstrarmos que (-)-carvona possuia baixa citotoxicidade, investigou-se o0s
efeitos desse monoterpeno sobre o canais de sodio dependentes de voltagem (Nay)
e nos canais receptores de potencial transiente vanildides 1 (TRPV1), envolvidos na
nocicepc¢ao periférica, utilizando-se neurénios do ganglio da raiz dorsal (DRG) de
rato. Por meio da técnica de Whole-cell Patch-clamp foi possivel demonstrar que
(-)-carvona (1 mM) foi capaz de reduzir o influxo de Na* de 8,7+1,6 nA (controle)
para 5,3+x1,1 nA (p< 0,05). Posteriormente, através de ensaios de microscopia de
fluorescéncia, observou-se que (-)-carvona aumentou os niveis de Ca®* em
neurdnios DRG, possivelmente via canais TRPV1. O envolvimento desses canais foi
posteriormente confirmado por antagonismo especifico e por expressao heteréloga
em HEK 293, por transfeccdo dessas células com cDNA-TRPV1 de Rattus
novergicus. Em seguida, demonstrou-se que (—)-carvona atua sobre o canal TRPV1,
de modo dependente de concentracdo, promovendo a sua dessensibilizaco.
Adicionalmente, foi descartada a participacdo de outro canal TRP envolvido na dor,
como o TRPM2, durante o efeito de (-)-carvona. Portanto, o presente estudo
evidenciou que a substituicho do grupamento carbonila por uma hidroxila na
molécula de (-)-carvona poderia aumentar a eficiéncia desse monoterpeno na
reducdo da excitabilidade nervosa periférica. Este efeito foi demonstrado como
sendo resultante do bloqueio de canais Nay,, bem como pela ativagdo e posterior
dessensibilizacdo de canais TRPV1, indicando a grande potencialidade deste
monoterpeno como uma molécula antinociceptiva periférica ou protétipo de nova
droga analgésica.

Palavras-chave: Produtos naturais. Monoterpenos. (—)-Carvona. Nocicepgao.
Patch-clamp. Expresséao heteréloga.



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 (Na,) 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 5.3x1.1 nA (p <0.05). Later, by fluorescence microscopy assays, we
observed that (-)-carvone increased the Ca** 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 Na, 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 INTRODUGCAO

A dor é uma sensacdo geralmente desagradavel, resultante da interacéo
complexa entre mecanismos sensoriais e cognitivos, enquanto que o termo
nocicepgao, relaciona mais especificamente 0os mecanismos moleculares de
transmissdo desses estimulos. A dor do tipo crénica, por exemplo, afeta quase um
quinto dos habitantes no ocidente, constituindo um problema de saude publica de
grande relevancia para o individuo e a sociedade. Embora varios estudos tenham
elucidado determinadas vias de nocicep¢do, o grande desafio para a proxima
década sera, 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 modulagdo da dor ter aumentado extensivamente ao longo das
Ultimas décadas, as vias de transducao intracelulares e dos sistemas de percepc¢ao
da dor permanecem, ainda, substancialmente incompletas. Além do mais, no que
concerne a dor do tipo aguda e especialmente a dor cronica, ambas nao estao
totalmente elucidadas. Embora a industria farmacéutica 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 inUmeros grupos de pesquisa em todo mundo tém voltado sua
atencdo para a validacdo do uso de plantas medicinais e do isolamento de seus
metabolitos secundarios, que podem vir a ser fonte de substancias analgésicas mais
potentes e com reduzidos efeitos colaterais, produzidas em menor tempo, a
menores custos e, conseqientemente, mais acessiveis a populacdo (CALIXTO et
al., 2000).

Portanto, na perspectiva de que as substancias derivadas de produtos
naturais, e/ou os seus derivados sintéticos, possam suprir tal necessidade, é
indispensavel que os mecanismos farmacoldgicos dessas substancias sejam cada

vez mais estudados.

1.1 Fundamentos do estudo da dor
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1.1.1 Classificacao geral

A dor € uma sensacao universal que nos acompanha desde os primérdios
da nossa evolucgéo, e desta forma, a grande maioria dos individuos ja a vivenciaram
de algum modo. Entretanto, torna-se dificil para alguém descrever a prépria dor e,
ainda, impossivel de se conhecer exatamente a experiéncia dolorosa do outro. Isto
porque a dor trata-se de uma experiéncia individual, com aspectos peculiares,
associada as caracteristicas Unicas de cada organismo (RENTON , 2008).

Para melhor caracterizar o processo doloroso, pressupfe-se a existéncia de
dois componentes envolvidos: um seria a sensagao de dor propriamente dita e a
outra seria chamada de nocicepcao. A primeira descreve a reacao emocional a dor,
que corresponderia a uma interpretacdo afetiva a essa sensacdo, sendo esta de
carater individual, representada principalmente por experiéncias prévias, tais como a
lembranca de alguma forma de sofrimento. A nocicep¢ao, por sua vez, estaria mais
relacionada a parte mecanistica de transmissdo da dor, induzida por estimulos
nocivos exogenos, tais como biologicos, fisicos e quimicos, ou ainda,
endogenamente principalmente por processos inflamatorios (MORAES; CAMARGO,
1999).

A dor pode ser de curta duracdo (aguda) ou mais prolongada (cronica). A dor
aguda €é geralmente benéfica para o individuo, servindo como adverténcia de dano
tecidual real ou iminente, permitindo o seu rapido reflexo evasivo da fonte do
estimulo nocivo. Esta dor nociceptiva surge na periferia através da ativacao direta de
nervos terminais sensitivos a dor, por estimulos nocivos mecéanicos, térmicos ou
quimicos. A dor aguda pode ser geralmente aliviada pela administracdo local de
agentes farmacoldgicos, por exemplo, 0os anestésicos locais ou anti-inflamatérios
nao-esteroidais (AINES), ou mesmo por agentes nao-farmacoldgicos, como a
aplicacdo de gelo sobre a &rea afetada. A dor crbnica, por outro lado, tende a ser
uma resposta ndo-adaptativa consequente de alguma patologia subjacente. A dor é
considerada crbnica se continuar duradoura por mais de trés meses, em geral, e
normalmente durar mais que a resposta de cura normal ou ainda continuar na
auséncia de qualquer dano tecidual observavel (TURK; OKIFUJI, 2009). A dor
cronica € a principal razdo pela qual as pessoas buscam atencdo meédica,

entretanto, o arsenal de medicamentos analgésicos disponiveis € limitado. Além
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disso, todos os analgésicos atualmente disponiveis tém algum grau de efeito
adverso associado, 0 que muitas vezes os tornam inadequados para certo tipo de
paciente. Este € 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 o0s
mecanismos fisiolégicos envolvidos, como dor nociceptiva, neuropética, referida ou
visceral (SAKATA; GOZZANI, 1994; RENTON, 2008). De acordo com esta
classificacdo, a dor nociceptiva € originada pela ativacdo dos nociceptores, bem
localizada e circunscrita a area lesada, caracterizando-se por sensacodes claras e
precisas. A dor neuropdtica caracteriza-se por um processo cronico associado
apenas a via sensorial, e € decorrente de distirbios do sistema nervoso central
(SNC) ou por danos de nervos periféricos (DWORKIN, 2002). Contrariamente a dor
nociceptiva, a dor referida ndo possui uma localizacdo precisa, e ainda, pode ser
decorrente de uma area do corpo ndo coincidente com a localizagcdo da viscera que
a produziu (ARENDT-NEILSEN; SVENSSON, 2001). A dor visceral é a forma de dor
que surge mais frequentemente como consequéncia de enfermidades, sendo o
sintoma comum na maioria das sindromes dolorosas agudas e cronicas de interesse
clinico. Esta caracteriza-se por ser vaga, mal localizada e se estende bem além do
orgéo lesado, podendo ser referida em regides distantes da viscera que a originou
(RENTON, 2008). O reconhecimento da dor como reagdo sensitiva envolve trés
mecanismos basicos: transducéo, transmissdo e modulacdo. Durante a transducéo,
ocorre a “transformacdo” de um estimulo mecénico, térmico ou quimico, em uma
ativacdo dos receptores da dor (nociceptores), que entdo o transmite na forma de
um impulso nervoso por um potencial de acdo. A modulagdo ocorre principalmente
nos neurdnios do trato espinotalamico, 0s quais apresentam campos receptivos
inibitérios da sensacéo dolorosa (RENTON, 2008).

1.1.2 Viséo geral da transmissé&o da dor

De acordo com uma visdo geral classica, a dor inicia-se na periferia por meio

de um estimulo nocivo, que pode ser mecanico, fisico ou quimico, ativando

terminacdes nervosas livres associadas com as fibras de pequeno didametro dos
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neurbnios aferentes (Figura 1). Este estimulo sera posteriormente transmitido por
meio de um sinal eletroquimico, o potencial de acao, que é transmitido da periferia

para o SNC via 0s nervos aferentes primarios de lenta duracéo.

Figura 1 — As vias da nocicepao periférica. Os estimulos nocivos externos ou internos
podem ativar nociceptores periféricos que resultam na sensacdo de dor. Varias células
situadas nas proximidades dos neurbnios terminais podem liberar mediadores que podem
aumentar ou reduzir o limiar de ativagdo do nervo. Adaptado de MacDougall (2011).
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Ao inserirem-se no corno dorsal da medula espinhal, estes impulsos séo
transmitidos via sinapses quimicas de neurbnios de segunda ordem, 0s quais sdo
posteriormente transportados ao longo de vias ascendentes para 0s centros
superiores do cérebro. Por veicular esses impulsos para areas especificas do
cérebro, tais como o cértex somatosensorial e da amigdala, os sinais eletroquimicos
tomam a forma de uma experiéncia psicofisica, incorporando as respostas para 0s
reflexos motores e as respostas emocionais. E importante mencionar que o0s
detalhes criticos de todo este processo ainda ndo foram totalmente esclarecidos
(McDOUGALL, 2011).

Os neurdnios do ganglio da raiz dorsal (DRG) sdo responsaveis por
intermediarem a transmissao dos sinais dolorosos da periferia & medula espinhal. O
DRG esta localizado na adjacéncia da medula espinhal, de onde as suas fibras
nervosas sao 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 laminas, separadas paralelamente, que consistem de uma combinacao
Gnica de neurdnios, podendo ser diferenciadas anatomicamente de | a V (Figura 2).
Véarios estudos demonstraram que as sensacdes mecanicas captadas pelos
mecanoceptores, sdo mediadas pelas fibras mielinizadas de grande calibre (Quadro
1), os quais conectam-se nas laminas lll, IV e V. Por sua vez, os estimulos dolorosos
e 0s estimulos térmicos sao transmitidos pelas fibras que se projetam nas laminas
superficiais | e 1l da medula espinhal (CASPARY; ANDERSON, 2003).
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Figura 2 — Os neurdnios DRG e a transmiss&o sensorial. Representacdo esquemética de
como as fibras sensoriais, intermediadas pelo ganglio da raiz dorsal (DRG), se conectam as
laminas (I a V) localizadas no corno dorsal da medula espinhal. Os neurdnios nociceptivos,
mecanoceptivos e proprioceptivos estdo mostrados, respectivamente, em vermelho, verde e
azul. Em rosa estao os neurdnios motores que se projetam diretamente a porcéo ventral da
medula. Adaptado de Caspary e Anderson (2003).

Os estimulos dolorosos sédo captados pelos nociceptores, que sao
terminacdes nervosas livres das fibras mielinicas tipo Ad e das fibras amielinicas tipo
C (Quadro 1), amplamente distribuidos na pele, mucosas, visceras, musculos,
periésteo e articulacdes e diferem dos demais por serem, normalmente, ativados por
estimulos de intensidade nociva, capazes de causar certo grau de dano tecidual
(McDOUGALL, 2011).

Quadro 1 — Classificacdo das fibras nervosas.

Tipo de Diametro (um)  Mielinizacéo Velocidade de Funcéo
Fibra Conducéo (m/s)

Aa 12-20 Intensa 70 -120 Motora, propriocepgéo
AR 6-12 Intensa 30-70 Tato, presséo

Ay 3-6 Intensa 15-30 Tonus muscular

Ad 2-5 Intensa 3-15 Dor, toque, temperatura
B <3 Leve 3-15 Funcao autonbmica
C 0,3-1,3 Ausente 0,7-2,3 Dor, toque, temperatura
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1.1.3 As bases moleculares da nocicepc¢ao

Os receptores relacionados com a dor sdo descritos como “opidides” e sédo
classificados em 4 tipos, nomeados com as letras gregas p (mu), k (kappa), © (delta),
o (sigma), amplamente distribuidos no SNC, desempenhando diferentes efeitos
farmacoldgicos (Quadro 2). Durante a ativacdo desses receptores, pelos agonistas
opidides, ocorre o fechamento de canais para célcio (Ca®") dependentes de
voltagem (Ca,), reduzindo a liberacao de neurotransmissores. Além disso, a ativacéo
de receptores py ou & promove a abertura de canais para potassio (K*) célcio-
dependentes (Kca), produzindo hiperpolarizagdo da membrana celular e o
fechamento dos canais Ca,, 0 que reduz a liberagcédo de substéancia P pelos terminais
centrais do neur6nio aferente primario. Estes agonistas atuam ainda ativando as vias
inibitérias descendentes (MARTIN; EISENACH, 2001).

Dentre as classes mais estudadas, estdo os receptores [, K e O, que sao
acoplados a proteina G e portanto capazes de afetar a regulacdo idnica, o
processamento do Ca®' intracelular e a fosforilacdo de proteinas. Foi sugerida a
existéncia de diversos subtipos de receptores opidides; atualmente, os mais
caracterizados por critérios farmacoldgicos incluem pi, Yz, K1, K2, K3, 01 € 62 (MARTIN;
EISENACH, 2001). O quadro 2 descreve os efeitos farmacoldgicos dos principais

tipos e subtipos de receptores opidides.

Quadro 2 — Tipos de receptores opidides e seus efeitos farmacolégicos.

Tipo de Receptor Efeitos Farmacoldgicos

MU (M) Analgesia espinhal (1), analgesia supra-espinhal (J2),
depressdo respiratéria (M2), constipacdo intestinal (M.),
retencdo urindria (M), prurido (M,), sedacdo, euforia,
dependéncia fisica.

Kappa (k) Analgesia espinhal (k3), analgesia supra-espinhal (k,),
depresséo respiratéria, constipacéo intestinal, sedacao.

Delta (8) Analgesia espinhal, analgesia supra-espinhal (8,),
depresséo respiratéria, prurido, dependéncia fisica.

Sigma (o) Retencéo urinaria, disforia, midriase.
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Durante a nocicepc¢ao, além dos receptores opidides estdo envolvidos ainda
outros tipos de receptores, como os GABAaA (PAN et al, 2008); M; e
M,-muscarinicos (NAGUIB; YAKSH, 1997); NMDA-glutamatérgicos (CHIZH et al.,
2001; CODERRE; VAN EMPLE, 1994); D; e D,-dopaminérgicos (PEANA et al.,
2004). Sabe-se, ainda, que a liberacdo de mediadores quimicos, tais como a
bradicinina, histamina, serotonina e prostaglandinas podem levar tanto a
estimulacdo direta quanto a sensibilizacdo dos receptores da dor (NICKEL et al.,
2011).

O estudo da dor em nivel molecular € um estudo complexo, pois varios
receptores estdo envolvidos neste processo e pouco ainda se sabe sobre suas
bases moleculares e mecanismos de regulagdo. A dor neuropética, por exemplo,
pode também estar associada a uma mudanca na expressao génica dos canais de
sodio (Na*) dependentes de voltagem (Na,) ap6s uma lesdo no nervo, provocando
uma hiperexcitabiliade nervosa (BLACK et al., 2004; DEVOR, 2006; WAXMAN et al.,
2000). Dentre estes, os canais Na,i 7, Nay1 s € Nay1.9, S840 amplamente expressos em
nervos periféricos e possuem relacdo direta com a dor (DIB-HAJJ et al., 2007,
POYRAZ et al., 2003). Um outro tipo de canal ibnico envolvido na nocicepcdo sao 0s
canais de K%, cuja ativacdo estd envolvida na modulacdo positiva do efeito
analgésico de agonistas opidides e muscarinicos (YAMAZUMI; OKUDA; KOGA,
2001). Dentre estes podem ser citados os canais de K* dependentes de voltagem
(Ky) como o Kys2 € 0 Kysz (HUANG et al., 2005), e ainda, os canais de K" sensiveis
ao ATP (Katp) (IWAMOTO; MARION, 1993) e ao calcio (Kcp) (LI et al, 2007).

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

Os canais i6nicos séo poros hidrofilicos formados por proteinas integrais das
membranas celulares das mais variadas espécies animais e vegetais. Eles possuem
trés importantes propriedades: conduzir ions, reconhecer e selecionar ions
especificos, abrir e fechar em resposta a sinais elétricos, mecanicos ou quimicos
especificos. Os canais dos nervos e musculos conduzem os ions através da
membrana celular a velocidades extremamente altas, cerca de 10° por segundo, o

gue causa alteracdes rapidas do potencial de membrana (HILLE, 2001).
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Em todos os canais ibnicos, as proteinas possuem diferentes estados
conformacionais, dentre os quais, alguns apresentam maior estabilidade, o que
corresponde a um estado funcional diferente. A transicdo do canal entre esses
diferentes estados, € geralmente classificada em: aberto, fechado e inativado. Para
que um estimulo cause a transicdo do estado conformacional de um canal, deve-se
fornecer energia. No caso dos canais dependentes de voltagem, a energia € suprida
pela movimentacdo de uma regido carregada da proteina 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
variacdo da energia livre, alterando seus estados fechado (C) e aberto (O). A
transicdo entre estes dois estados requer em média, alguns milisegundos, todavia,
quando iniciada, ela procede instantaneamente (cerca de 10 ps) originando
variacfes abruptas da corrente através do canal. Porém, apesar dessa rapida
conducao idnica, 0s canais i0nicos sao surpreendentemente seletivos, haja visto que
cada tipo permite a passagem de apenas uma ou algumas espécies de ions (HILLE,
2001).

A ativacdo de diferentes classes de canais iGbnicos promove uma alteracao
rapida na polaridade da membrana das células excitaveis, através das correntes
ibnicas geradas, formando o potencial de a¢do 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 acdo é deflagrado quando
ocorre um influxo de ions carregados positivamente na célula alterando a polaridade
da membrana, carregada negativamente em sua porc¢éo interna durante o repouso
para uma polaridade positiva, em um evento chamado de “despolarizacdo”. A
polaridade da membrana é restaurada pelo processo de “repolarizacao”, geralmente
devido ao impedimento do influxo de ions positivos e ao efluxo de ions potassio (K*)
por difuséo, pela abertura dos canais K, (ARMSTRONG; HILLE, 1998; HILLE, 2001).

O potencial de membrana das células nervosas em repouso €
principalmente determinado por canais seletivos aos ions K*, que sdo 100 vezes
mais permeaveis ao K’ do que ao Na*. J& durante o potencial de ag&o, sao ativados
canais de 10 a 20 vezes mais permeaveis ao Na* do que ao K". Logo, a chave para
a grande versatilidade da sinalizagdo neuronal estd na ativacdo de diferentes
classes de canais ibnicos (HILLE, 2001; YU; CATTERALL, 2007).
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A soma algébrica de varios potenciais de acédo, resultantes da estimulacéo
de varios ax6nios presentes em uma fibra nervosa, é chamada de potencial de acao
composto (PAC), o qual foi descrito, inicialmente, a partir do primeiro pico (A) gerado
em um nervo e as suas subdivisdes (Aa, AR, Ay e Ad) como a soma da atividade
elétrica das fibras mielinicas de rapida condutancia (PERL, 2007). Um pico de
condutancia muito lenta também observado foi proposto como a representacdo da
atividade das fibras amielinicas do tipo C. Diferentemente do potencial de acao
gerado em um unico axdénio, o PAC & uma resposta graduada, cuja magnitude
aumenta com a intensidade do estimulo. Isso ocorre devido ao fato de que
diferentes axoOnios presentes na fibra nervosa possuem diferentes limiares de
excitabilidade e diferentes diametros, sendo mais rapidas e excitaveis as fibras que
possuem menor limiar e maior diametro (Quadro 1), de acordo com a seguinte
ordem: Aa>AB>Ay>Ad>B>C (PERL, 2007).

1.2.1 Os canais de Na' dependentes de voltagem (Na,)

Os canais para Na' dependentes de voltagem (Na,) sdo 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 6rgdo elétrico do peixe
Electrophorus electricus, sendo composto por uma Unica cadeia peptidica de 260 kD
(AGNEW et al., 1980). Ao todo, existem dez genes para as subunidades a dos
canais Na, ho genoma humano, e nove deles pertencem a uma Unica familia com
identidade superior a 70% da sua sequéncia de aminoacidos (GOLDIN et al., 2000).

Drogas que bloqueiam os canais Nay sdo utilizadas para o tratamento da
dor, arritmias cardiacas, analgesia e epilepsia. Estes canais Sdo expressos em
diferentes tipos de células excitaveis e conduzem os ions Na* dez vezes mais rapido
que o K* ou o Ca?". A sua seletividade é determinada pelas cadeias laterais de
quatro residuos de aminodcidos (aspartato-glutamato-lisina-alanina), entre os
segmentos S5 e S6 de cada dominio (Figura 3), os quais sao conservados em todos
os dez canais (SUN et al., 1997). Apds um curto periodo (1 a 2 ms) apds aberto, 0s
canais Na, sdo inativados através do gating de inativagcdo citoplasmatico formado
pelo motivo hidrofébico IFMT (isoleucina-fenilalanina-metionina-treonina), localizado
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na porcdo interna do canal e entre os dominios Il e IV (Figura 3) (ROHL et al.,
1999). A inativagdo exerce um controle crucial na condutancia dos canais Nay,
permitindo que o canal abra em rapidas sequéncias para gerar 0s trens de sinais
elétricos breves (YU; CATTERALL, 2004).

Canal Na,

Figura 3 — O canal para Na' dependente de voltagem. Representacdo esquematica da
subunidade a do canal para Na® dependente de voltagem (Na,). A esquerda, estdo
representados os seus quatro dominios (I-1V), formados por seis segmentos transmembrana
(S1-S6). Entre os segmentos S5 e S6 ocorre a regido formadora do poro (verde). Em
vermelho, os segmentos S4 carregados positivamente e em amarelo, o gating de inativacéo
(motivo IFMT). Os circulos entre os loops representam os aminoacidos que formam o filtro
de seletividade ao ion. N e C representam as por¢cdes amino e carboxi-terminais,
respectivamente. A direita, esta representada a estrutura tridimensional da subunidade a (20
A). 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 numero de canais para cations, pertencentes a grande familia dos canais
receptores de potencial transiente (TRP). A identificacdo desses canais iGnicos em
nociceptores polimodais, ativados por diferentes tipos de estimulo, despertou o

intenso interesse dos pesquisadores, muitos dos quais consideram os canais TRP
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0s principais integrantes da modulacéo e transducdo da dor. De fato, os canais TRP
estdo associados com todos os aspectos da fisiologia sensorial, incluindo as
sensacOes mecanicas e térmicas, visdo, audicdo e paladar. Fica evidente, portanto,
o motivo pelo qual esses canais tém motivado grande interesse por parte da
comunidade cientifica e inclusive da industria farmacéutica (McDOUGALL, 2011).

A subfamilia de canais TRP sensiveis a temperatura (Termo-TRP) possui
duas grandes subdivisdes de canais, aqueles sensiveis ao calor e 0s sensiveis ao
frio (REID, 2005). O canal TRPV1l (CATERINA et al.,, 1997) é considerado o
arquétipo dos Termo-TRP, entretanto o grupo também inclui o0 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 regulacdo da sensacao térmica
permanecem desconhecidos. Dentre os Termo-TRP sensiveis ao frio, incluem
TRPM8 e TRPAl1 (McKEMY; NEUHAUSSER; JULIUS, 2002; PEIER et al., 2002;
STORY et al., 2003).

Esses canais sdo descritos por possuirem seis dominios transmembranares,
cujas terminacbes carboxi e amino-terminais estdo localizadas na porcao
citoplasmatica, e a regido formadora do poro localizada entre os segmentos 5 e 6
(Figura 4). Na porcao amino-terminal localizam-se as repeticdes das sequéncias da
anquirina, as quais variam entre os varios tipos de Termo-TRPs (SZALLASI et al.,
2007).

Até a presente data, a subfamilia TRPV é composta por um total de seis
membros, do TRPV1 ao TRPV6, dos quais os TRPV1 ao TRPV4 sao 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 recaptacdo da vitamina D, dependente de
calcio nos rins e intestino, respectivamente (GRAAF; HOENDEROP; BINDELS,
2006).
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Figura 4 — Estrutura molecular dos canais Termo-TRP envolvidos na nocicepcéo e a
sua ativacdo por compostos de origem natural. Esses canais possuem seis dominios
transmembranares, cuja regido formadora do poro localiza-se entre os dominios 5 e 6. As
por¢cdes carboxi e amino-terminais localizam-se intracelularmente, sendo nesta Ultima
encontradas as repeticbes de anquirina (barra marron). Exemplos de compostos derivados
de produtos naturais ativadores desses canais: A) Capsaicina (Capsicum sp.), B e C)
Céanfora (Cinnamomum camphora); D) Bisandrografolida (Andrographis paniculata); E)
Mentol (Mentha sp.); F) Cinamaldeido (Cinnamomum sp.) G) Isotiocianatos (Armoracia
rusticana); H) Alicina (Allium sp.). Adaptado de Szallasi e col. (2007).

Outro canal TRPV cuja atencéo tem sido creditada de maneira cada vez mais
frequentes € o canal do tipo 4 (TRPV4). Este canal € expresso em terminacoes
nervosas sensoriais livres (SUZUKI et al., 2003) e € conhecido por ser ativado por
temperaturas moderadas (25-34 °C), por estimulos mecéanicos (MUTAI; HELLER,
2003), e ligantes quimicos, tais como o 4-a-forbol-12,13-didecanoato (4a-PDD) e
pelos acidos epoxi-eicosatrienodicos (VRIENS et al., 2005; WATANABE et al., 2003).
A identificacdo de canais TRPV4 nas células ciliadas da coclea e nas células de
Merkel, e posteriormente identificados nas fibras sensitivas do tipo Ad e C da pele de
rato, forneceram a indicacdo de que esses canais estariam envolvidos na mecano-
sensibilidade e na nocicepcdo decorrente de estimulos mecéanicos (LIEDTKE ET
AL., 2000; SUZUKI ET AL., 2003). De fato, demonstrou-se que camundongos
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“knockout” para o canal TRPV4 possuiam um maior limiar para estimulos mecanicos
nocivos em relagcéo ao tipo selvagem desses animais (SUZUKI et al., 2003).

Dentre os canais TRP, o primeiro demonstrado a responder quando em
baixas temperaturas foi o TRPAL, assim chamado apds ter sido encontrado em
nociceptores polimodais, de estrutura semelhante ao TRPV1, entretanto,
apresentando grande numero 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
expressdo era aumentada em neurdnios DRG apés a inducdo de inflamagédo ou
lesédo neuronal (KATSURA ET AL., 2006; FREDERICK et al., 2007).

Outro canal TRP conhecido por estar envolvido na sensacao de frio pertence
a familia 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 sdo expressos por cerca de
15% dos neurdnios DRG de pequeno diametro e de neurbnios trigeminais
(BAUTISTA et al.,, 2007; MCKEMY; NEUHAUSSER; JULIUS, 2002). Por ser um
canal de cations ndo-seletivo, a estimulacdo dos canais TRPM8 promove a
despolarizacdo da membrana e a deflagracdo de impulsos nervosos aferentes. Em
varios modelos de dor neuropética e inflamatoria, a expresséo de canais TRPMS8 é
aumentada bem como a hipersensibilidade do canal aos estimulos térmicos e
mecanicos, embora ainda ndo esteja claro se este isto seria resultante de ativagao
ou bloqueio do TRPM8 (FREDERICK et al., 2007; PROUDFOOT et al., 2006; XING
et al., 2007). Portanto, varios estudos tém demonstrado a importancia dos canais
TRPM8 durante o desenvolvimento da dor crbnica resultante de inflamacdo ou da
dor do tipo neuropética, e que a intervencdo farmacoldgica sobre esses receptores
poderia gerar novas estratégias para o combate dessas doencas (PROUDFOOT et
al., 2006).
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Quadro 3 — Os canais Termo-TRP envolvidos na dor e 0s seus respectivos ativadores

e bloqueadores.

Canal TRP

Ativador

Sensibilidade
térmica

Blogueador seletivo

TRPV1

TRPV2

TRPV3

TRPVA4

TRPAl

TRPMS8

Prétons
Vaniléides
Etanol

A9-Tetrahidrocanabinol
2-aminoetoxidifenil borato

Distencdo mecanica

Eugenol
2-aminoetoxidifenil borato

Vanilina

Canfora

4a-Forbol 12,13-didecanoato

Acido epoxi-eicosatriendicos
Mecanico

Cinamaldeido

Alicina

Acroleina

Formalina

Oleo mostarda

Mentol

Eucaliptol

Hortela

Icilina

43-52 °C

252°C

32-39 °C

25-34°C

17 °C

18-24 °C

SB366791

Capsazepina

Nenhum

Nenhum

HC-067047

RN-1734

AP18
HC-030031

5-benziloxitriptamina
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1.3.1 O canal TRPV1 e a nocicepcao

Dentre os canais TRP que receberam maior atencdo, incluem-se os canais
pertencentes a subfamilia dos receptores da vanilina, os vanildides, 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 € conhecido por ser sensivel a capsaicina,
a protons, a temperaturas superiores a 42°C (Quadro3), aos endovanildides, aos
canabinoides, e a uma série de mediadores inflamatorios. A natureza “promiscua” do
canal TRPV1 o torna um modulador crucial dos estimulos nociceptivos provenientes
de diversas modalidades sensoriais. Consequientemente, os antagonistas TRPV1
estdo 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 sitios de ligacdo dos vanildides estariam situados
entre as regides transmembranares 3 e 4 (Y511, S512, L547, T550), localizados na
porcao intracelular do canal (JORDT; JULIUS, 2002; JOHNSON et al.,, 2006).
Extracelularmente, alguns aminoacidos localizados perto do dominio da regido
formadora do poro (D5 e D6) tém sido implicados na sensibilidade ao pH por TRPV1
(TOUSOVA et al., 2005). Recentemente, tem sido demonstrado que é no dominio
carboxi-terminal de TRPV1 que esta localizado o sitio que confere sensibilidade ao
calor por esses canais (BRAUCHI et al., 2006).

Na porcdo amino-terminal do canal TRPV1 estdo localizados os sitios de
fosforilacdo (S116, T370, S502, T704 e S800), modulados pela proteina kinase A
(PKA) ou C (PKC) (Figura 5), que por sua vez podem modular esses canais,
aumentando a sua sensibilizacdo (PREMKUMAR; AHERN, 2000; NUMAZAKI et al.,
2002). Em contrapartida, a desfosforilacdo desses sitios por fosfatases promovem a
dessensibilizagdo de TRPV1. Portanto, além da sua sensibilizagdo, o canal TRPV1
também exibe uma dessensibilizacdo do tipo agonista-induzida e que deve ser
distinguida da completa desfuncionalizacdo do neurdnio por outros agonistas TRPV1
(SZOLCSANYI, 2006).
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Figura 5 — Representacado estrutural do canal TRPV1 e seus sitios de modulagédo. As
setas em azul e vermelho indicam, respectivamente, os locais de regulacdo positiva e
negativa do canal TRPV1. Os circulos nas cores azul, laranja e verde, representam os sitios
de ativacao por fosforilagdo (S116, T370, S502, T704, S800), compostos valindides (Y511,
S512, L547, T550) e baixo-pH (E600, E646), respectivamente. A linha vermelha representa
o dominio carboxi-terminal de TRPV1, onde ocorre a interagdo pelo fosfatidil-inositol-
bifosfato (PIP,) e por Ca**/calmodulina. Adaptado de Szallasi e col. (2007).

1.4 O controle farmacolégico da dor

O tratamento da dor pode ser efetuado por diferentes classes de
substancias, dentre as quais destacam-se os antiinflamatorios, os opidides,
antidepressivos, anticonvulsivantes, neurolépticos e ansioliticos.

Os analgésicos da classe dos antiinflamatérios diminuem a producéo de
prostaglandinas e leucotrienos que sensibilizam os receptores da dor para a acédo de
substancias liberadas durante a lesdo. Os varios agentes desta classe diferem entre
si quanto a poténcia antiinflamatdria, cinética e efeitos colaterais. Embora nédo
causem dependéncia psiquica, podem provocar alteracbes gastricas, hepéticas e
renais, reacOes alérgicas e alteracbes hematolégicas (HARRIS; BREYER, 2006;
MUNIR; ENANY; ZHANG, 2007).

Os analgésicos opibides, cujo principal representante é a morfina, agem
através da ligacdo aos receptores no SNC e SNP, inibindo a transmissdo da dor.

Sao uteis no tratamento das dores oncolégicas e traumaticas, no entanto seus
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inUmeros efeitos colaterais e o risco de dependéncia os tornam fatores limitantes
para fins terapéuticos (BALLANTYNE, 2007; MARTIN; EISENACH, 2001).

A acado analgésica dos antidepressivos € atribuida, principalmente, ao
bloqueio da recaptacdo de serotonina e noradrenalina pelas vias supressoras da
dor. Estas drogas elevam também os niveis sinapticos de dopamina e alteram a
atividade de alguns neurotransmissores, como a substancia P e o GABA (&acido-y-
aminobutirico). J& os anticonvulsivantes, promovem estabilizacdo das membranas
neuronais das vias aferentes da dor, com diminuicdo da transmissdo sinaptica e
supressdo da atividade espontanea que ocorre em certas sindromes dolorosas
(JANN; SLADE, 2007; JOHANNESSEN LANDMARK, 2008; PAN et al., 2008).

Os neurolépticos ativam mecanismos de modulacdo da dor e diminuem a
excitabilidade neuronal proporcionando sedacdo e analgesia, enquanto que 0s
ansioliticos atuam reduzindo a ansiedade, a insbnia e também promovendo
relaxamento muscular (SAKATA; GOZZANI, 1994).

Os agentes analgésicos mais eficazes e que séo utilizados atualmente foram
desenvolvidos na tentativa de combater a dor nos niveis centrais e/ou periféricos
relacionados com a trajetéria do processo nociceptivo. Uma vez que 0s analgésicos
de acao central tendem a produzir inidmeros efeitos colaterais indesejados, como
exemplo a disforia, o déficit motor e a dependéncia, as drogas de acao periférica tém
a vantagem de contornar esses problemas diretamente na fonte do estimulo
(McDOUGALL, 2011).

1.5 Produtos naturais e sintéticos bioativos

A avaliacdo do potencial terapéutico de plantas medicinais e de alguns de
seus metabdlitos secundarios tais como flavondides, alcalbides, terpenos, taninos e
lignanas tem sido objeto de incessantes estudos, e muitas destas substancias tém
grandes possibilidades de aproveitamento como futuros farmacos.

Véarios sdo os exemplos historicos do emprego de plantas medicinais na
obtencéo e estudo de novas substéncias com agdo no SNC, tais como a morfina e a
codeina, obtidas a partir da Papaver somniferum que promovem analgesia e
alteracdes no humor, por atuar principalmente nos receptores p-opidides (HUANG;
KUTCHAN, 2000).
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De acordo com as suas propriedades quimicas, os produtos naturais
possuem geralmente uma composi¢cao molecular distinta dos farmacos sintéticos,
contendo pouco nitrogénio, halogénio e enxofre, porém ricos em oxigénio
(ORTHOLAND; GANESAN, 2004). Além disso, tais compostos apresentam
comumente mais sistemas de anéis e maior grau de insaturacdo, resultando numa
estrutura estericamente restrita que confere a molécula maior forca de ligacao,
devido a uma menor perda entropica (PHILLIPSON, 2001).

A etnofarmacologia associada a descoberta de novas drogas, usando
produtos naturais, permanece um assunto de grande importancia no cenario mundial
(PATWARDHAN; VAIDYA; CHORGHADE, 2004). Muitas drogas modernas tém suas
origens na etnofarmacologia. Entretanto, apesar do avanco tecnologico atual, o
processo de descoberta de novas drogas que possam ser Uteis na terapéutica é
considerado o principal déficit que, adversamente, afeta a industria farmacéutica
(PATWARDHAN, 2005).

Algumas espécies vegetais do Nordeste brasileiro, com ampla distribuicdo
na Paraiba, tém 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 respiratorios e com um perfil antidepressivo em
testes preliminares (MAIOR et al., 2003).

Ha, portanto, uma demanda cada vez maior por estudos visando a obtencao
de outros compostos terapeuticamente viaveis. Neste contexto incluem-se as drogas
que atuam sobre o SNC e o SNP. Esses medicamentos tém valor inestimavel, ja que
podem produzir efeitos que alteram a fisiologia e psique, aliviando a dor ou a febre,
suprimindo distirbios do movimento, evitando convulsdes e induzindo o sono.
Podem ainda tratar da ansiedade, depressdo ou esquizofrenia sem alterar a

consciéncia.
1.5.1 Os 6leos essenciais e seus constituintes
Os dleos essenciais (OE’s) constituem os elementos volateis contidos em

varios orgaos das plantas aromaticas, e assim sdo denominados devido a

composicao lipofilica que possuem, quimicamente diferentes da composicao
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gliceridica dos O6leos e gorduras (SIANI et al.,, 2000). Muitos desses Oleos ja
possuem diversos estudos relatando suas inimeras atividades biologicas sobre o
sistema nervoso, tais como analgésica (ALMEIDA; NAVARRO; BARBOSA-FILHO,
2001), anticonvulsivante (ALMEIDA et al., 2011) e ansiolitica (ALMEIDA et al., 2004;
UMEZU et al., 2002).

Com relagdo a natureza quimica dos OFE's, esses, em sua maioria, Sdo
constituidos de substancias terpénicas e eventualmente de fenilpropandides,
acrescidos de moléculas menores, como alcoois, ésteres, aldeidos e cetonas de
cadeia curta. O perfil terpénico apresenta, principalmente, substancias constituidas
por dez e por quinze atomos de carbono, conhecidas como monoterpenos e
sesquiterpenos, respectivamente (ALMEIDA et al., 2011; SIANI et al., 2000).

Os efeitos dos OE’s sdo provavelmente devido aos monoterpenos,
considerados como 0s seus principais constituintes. Essa informacédo é baseada no
fato de que varios monoterpenos presentes nesses 0leos 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).

A B
OH

OH OH

Figura 6 — Exemplos de monoterpenos biologicamente ativos.
A. Linalol; B. Citronelol; C. Rotundifolona; D. Mentol.

Recentemente, um estudo com monoterpenos alcodlicos e cetbnicos

demonstrou que os efeitos produzidos por estes compostos foram dependentes de
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suas estruturas e grupos funcionais associados (-OH ou =0O) e o tipo de receptor
estudado (HALL et al., 2004).

Recentemente, varios estudos tém sido realizados com a finalidade de se
investigar o efeito de monoterpenos sobre os canais TRP. De fato, Calixto e col.
(2005) revelaram a grande contribuicdo dos compostos derivados produtos naturais,
como a capsaicina, resinferatoxina e o mentol, para uma melhor compreenséo dos
canais TRP e de suas funcdes. A canfora € outro exemplo de monoterpeno que atua
sobre os canais TRP, mais precisamente os da subfamilia dos receptores valindides
TRPV1 e TRPV3 (MOQRICH et al., 2005). E baseando-se nesses dados, Vogt-
Eisele e col. (2007), realizaram um interessante estudo estrutura-atividade com uma
série de compostos naturais sobre os canais TRPV3, sendo a maioria destes
monoterpenos, e em seguida demonstrou que pelo menos seis deles eram mais
potentes que a canfora. Dentre estes estavam a carvacrol, (-)-carveol, timol,
dihidrocarveol, (+)-borneol e o 6-tert-butil-m-cresol. Foi constatado que todos esses
compostos possuiam um grupo hidroxil ligado ao anel, alifatico ou aromatico, de
suas moléculas (VOGT-EISELE et al., 2007). Em comum, alguns desses
monoterpenos (Figura 7) possuem semelhanga estrutural com a (-)-carvona, um

outro exemplo de monoterpeno biologicamente ativo.

(- Mentol hidrocar Dihidrocs:

Figura 7 — Monoterpenos com acao sobre canais TRP.
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1.6 Propriedades quimicas e biolégicas de (-)-carvona

A carvona (p-menta-6,8-dieno-2-ona) € um monoterpeno cetdnico
representante da classe dos terpenos, que é encontrado como o principal
constituinte ativo dos OE’s de algumas espécies vegetais do género Mentha e
comumente extraida a partir de suas folhas (YOUNIS; BESHIR, 2004). Dentre os
seus enantibmeros (Figura 8), a R-(—)-carvona ((—)-carvona), € majoritaria do 6leo da
hortela-peluda (Mentha spicata), enquanto que a S-(+)-carvona ((+)-carvona) € o
principal componente dos 6leos da alcaravia (Carum carvi) e do endro (Anethum
graveolens) (DE SOUSA; NOBREGA; ALMEIDA, 2007).

R-(-)-Carvona S-(+)-Carvona

Figura 8 — Estrutura quimica dos enantibmeros de carvona.

Embora ainda existam poucos estudos cientificos demonstrando os efeitos
da carvona sobre o sistema nervoso, recentemente alguns trabalhos tém
demonstrado uma busca crescente de informagfes 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 hidroalcodlico de
Aloysia polystachya (griseb.) moldenke (Verbenaceae), poderiam ser o0s
responsaveis pela atividade sedativa, ansiolitica e antidepressante induzidas em
ratos por este extrato. Buchbauer et al. (2005), demonstraram os efeitos sedativos
dos isbmeros de carvona sobre a atividade locomotora de camundongos, apés a

inalagéo destes compostos.
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Estudos relativos a toxicidade da carvona evidenciaram que o enantibmero
(-)-carvona possui uma toxicidade ligeiramente maior que a (+)-carvona, 0s quais
possuem DLso, 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 provavel
atividade antinociceptiva (DE SOUSA; NOBREGA; ALMEIDA, 2007).

Trabalhos referentes aos mecanismos da olfacdo confirmaram que os
enantibmeros 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 olfatério de
sapos, bloqueava-se a transducao de cAMP induzida por (+)-carvona, mas nao para
(-)-carvona. Fato este, que mais tarde revelou-se ocorrer devido a existéncia de
populacdes neuronais diferentemente ativadas (KIRNER et al., 2003), sugerindo-se,
portanto, diferentes receptores para os enantidbmeros de carvona.

Outro importante estudo demonstrou que a (+)-carvona produziu oscilacdes
de frequéncias semelhantes tanto no epitélio olfatério (SNP) quanto no bulbo
olfatério (SNC). Estimulos estes que foram continuados mesmo apds a seccédo do
nervo olfatério, indicando que as oscilagdes no epitélio olfatério provocadas por
(+)-carvona possuem uma fonte nervosa periférica (DORRIES; KAUER, 2000).
Ainda, estudos em humanos realizados por Heuberger et al. (2001) demonstraram
que a inalacdo de (-)- e (+)-carvona, por voluntarios sadios, foi capaz de provocar
alteracdes na pressdo sanguinea sistolica e diastolica, provavelmente decorrentes
de uma atividade sobre o sistema nervoso auténomo.

Tambeém foi relatado um estudo que avaliou a atividade de monoterpenos
alcodlicos e cetdnicos, sobre receptores para 0 GABA e para a glicina expressos em
Xenopus oocytes, demonstrando que os isomeros de carvona e mentona, ambos
cetdnicos, produziram efeitos infimos sobre receptores GABA, e glicina, quando
comparados com monoterpenos alcodlicos 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 epoxi-
carvona, apresentaram um potencial analgésico em camundongos (ALMEIDA;
HIRUMA; BARBOSA-FILHO, 1996; DE SOUSA et al., 2007a, 2007b; DE SOUSA;
NOBREGA; ALMEIDA, 2007; DE SOUSA; OLIVEIRA; ALMEIDA, 2006; OLIVEIRA,
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2006). Em comum, estes trés monoterpenos possuem grande semelhanca estrutural
com a (—)-carvona, sendo a hidroxidihidrocarvona e a epodxi-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 especificos para dor, realizados em
camundongos, como o teste da formalina e do acido acético (GONCALVES et al.,
2008). Entretanto, tal efeito ndo fora observado pelo teste da placa-quente e nem
mesmo bloqueado pela naloxona, um classico antagonista opibide, revelando que
este monoterpeno atue via SNP (GONCALVES, 2008). De fato, (-)-carvona
bloqueou a excitabilidade periférica de modo dependente de sua concentracéo,
sugerindo-se que o0 seu efeito antinociceptivo esta relacionado com a via de
analgesia periférica, entretanto, o seu mecanismo farmacolégico ainda permanece
desconhecido (GONCALVES et al., 2008).

Apesar de varios monoterpenos terem sido descritos por atuarem em canais
TRP, inclusive alguns destes serem analogos estruturais de (-)-carvona como 0
carvacrol, (-)-carveol, timol ou mentol, até o presente momento, henhum estudo
demonstrou o envolvimento de canais TRP durante os efeitos analgésicos de
(-)-carvona (ARAUJO 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 nocicepgao ainda nao foram descritos.

Portanto, o presente trabalho prop6e dar continuidade ao estudo dos
mecanismos responsaveis pelo efeito antinociceptivo periférico de (-)-carvona

(GONCALVES et al., 2008), na perspectiva de melhor esclarecer o envolvimento
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2 OBJETIVOS

2.1Geral

» Determinar o mecanismo de agao pelo qual (-)-carvona promove seu efeito

antinociceptivo periférico.
2.2 Especificos

» Determinar a citotoxicidade de (—)-carvona em neurénios DRG e na linhagem
HEK 293;

» Realizar um estudo estrutura-atividade da (-)-carvona e seus analogos sobre
o0 bloqueio da excitabilidade periférica;

» Avaliar o efeito de (-)-carvona sobre canais de sodio dependentes de

voltagem de neurénios DRG;

> Investigar a influéncia de (—)-carvona sobre os niveis de Ca*" intracelulares de

neurénios DRG;

» Determinar os receptores envolvidos durante o efeito de (-)-carvona sobre
neurdnios 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 acao através do qual a (-)-carvona promove 0 seu

efeito antinociceptivo.
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3 MATERIAL E METODOS

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 condicdes monitoradas
de temperatura (21+1 °C) e com livre acesso a uma dieta controlada a base de
racao tipo pellets (Purina/Brasil) e dgua livremente disponivel.

Todos os modelos experimentais realizados com estes animais durante este
estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA/LTF), sob

0 processo de numero 306/08 (Anexo).

3.2 Sais e reagentes

Os sais e reagentes utilizados no presente estudo foram: cloreto de calcio
(CaCl,), cloreto de magnésio (MgCl,), cloreto de potassio (KCI), cloreto de cadmio
(CdCly), cloreto de sodio (NaCl), bicarbonato de sodio (NaHCO3), fluoreto de césio
(CsF), fosfato de sédio dibasico (Na,HPO,), fosfato de sddio monobasico (NaHPO,),
hidroxido de césio (CsOH). Estes foram adquiridos do laboratério Vetec (Brasil) ou
da Sigma-Aldrich (EUA).

O é&cido etileno glicol tetracético (EGTA), acido n-(p-amilcinamoil) antranilico
(ACA), acido-n-[2-hidroxietil]-piperazina-n’-[2-etanosulfénico] (HEPES), capsaicina,
capsazepina, cloreto de colina (Cho-Cl), cloreto de tetra-etil-aménio (TEA-CI),
doxorrubicina, dimetilsulfoxido (DMSO), cafeina, p-glicose, hiclato de doxiciclina,
iodeto de propidio, ionomicina, laminina, maleato de dizocilpina (MK-801), poli-L-lisina,
peréxido de hidrogénio (H,O,), vermelho de ruténio e tapsigargina foram adquiridos da
Sigma-Aldrich (EUA).

As enzimas papaina e colagenase tipo-1 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 Diluictes

A (-)-carvona e seus analogos estruturais, (+)-carvona, (-)-carveol, carvacrol
e (+)-limoneno, foram dissolvidos em DMSO, formando uma solugéo estoque que foi
mantida a -20 °C. Antes dos experimentos essa solucao foi diluida, sob vigorosa
agitacao, no veiculo que consistia da solucéo fisiolégica utilizada e 0,1 % DMSO.

Todos os compostos lipofilicos utilizados neste estudo foram diluidos de modo
a formarem um volume final de DMSO < 0,1 %.

3.2.2 Solugdes fisiolégicas

Para realizacdo desse estudo, utilizaram-se somente solucdes fisiologicas

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

» Krebs-Ringer-Hepes (KRH): NaCl, 140; KCI, 4,5; CaCl,, 2; MgCl,, 1; HEPES,
10; glicose, 10; pH= 7,4 (ajustado com NaOH);

» Solucdo salina de Hank tamponada (HBSS): NaCl, 137; KCI, 5,4; Na;HPOy,
0,25; NaHCOg3, 4,2; KH,PO,4, 0,44; Glicose, 5,6; pH= 7,4 (ajustado com
NaOH);

» Locke modificada: NaCl, 150; KCI, 4; CaCl,, 2; MgCl,, 1; glicose, 10 e
HEPES, 10; pH= 7,4 (ajustado com NaOH);

> Solucdo salina tamponada com fosfato (PSS) baixo-Ca**: NaCl 137; KCI 5,6;
MgCl, 3,5; NaH,PO,4 0,4; Na,HPO, 0,4; NaHCO3 4,2; CaCl, 0,05; HEPES 10;
pH= 7,4 (ajustado com NaOH);

» Tyrode: NaCl, 140; KCI, 4; CaCl,, 2; MgCl,, 2; glicose, 10 e HEPES, 10; pH=
7,4 (ajustado com NaOH).
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3.3 Cultivo celular

3.3.1 Cultura primaria de neurénios DRG

Os DRG foram dissecados cirurgicamente, entre 0s niveis toracicos e
lombares, de ratos Wistar machos (~100 g) com quatro semanas de idade. Os
ganglios foram imediatamente lavados em solugéo PSS baixo-Ca?* gelado por trés
vezes, através de centrifugacdo (150 G) por 1 min. Logo apds, os DRGs foram
digeridos inicialmente por papaina 0,1 % por 20 minutos, e em seguida por
colagenase tipo-1 0,25 % for mais 30 minutos. Em ambos os processos, as digestdes
ocorreram em banho-maria a 37 °C. Posteriormente, os neurdnios foram dissociados
mecanicamente dos ganglios por meio de suave succao atraves de pipetas Pasteur
de vidro, cujas pontas foram polidas e de didametros variados. A dissociacao foi
realizada em meio DMEM (Invitrogen, EUA) suplementado com SBF 10 %, penicilina
100 Ul/mL e estreptomicina 100 pg/mL. Os neurbnios obtidos foram entdo
plagueados em laminulas pré-incubadas com poli-L-lisina (20 pg/mL) e laminina (10
pug/mL), em placas de cultura contendo DMEM suplementado com SBF 10 %,
penicilina 100 UlI/mL e estreptomicina 100 pg/mL, e mantidos em atmosfera de CO,
5% a 37 °C. A figura 10 mostra os neur6nios DRG isolados de rato.

Figura 10 — Cultura primaria de neurdnios DRG de rato. Aumento de 32x (Axiovision 4.7 -
Zeiss, Alemanha). Foto: Gongalves, J.C.R. (2009).
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3.3.2 Cultura da linhagem HEK 293

Foram utilizadas as linhagens de células embrionarias do tecido renal humano
(HEK 293), em virtude do seu rapido crescimento e facilidade de transfeccédo, 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 Ul/mL e
estreptomicina 100 pg/mL. As células foram manipuladas em ambiente estéril sob
fluxo laminar e mantidas sob atmosfera de CO, 5 % a 37 °C. O crescimento celular
foi acompanhado a cada 24 h, com auxilio de microscopio 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 nitrogénio liquido.

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 viaveis em captar o vermelho neutro, um corante vital. Para tanto, foram
utilizados neurbnios DRG frescos (12-24 h) e plagueados em uma densidade de
5x10° células/mL em placas de 96 pocos, preenchidos por DMEM suplementado
com SBF 10 %, penicilina 100 Ul/mL e estreptomicina 100 pug/mL. Este meio foi
removido apds 24 h e substituido com o novo meio de cultura adicionado de (-)-
carvona (0,5-4 mM). Apenas o veiculo (DMSO 0,1 %) e doxorrubicina (1-100 uM)
foram utilizados como controle negativo e positivo, respectivamente. As placas foram
incubadas em estufa a 5 % de CO, e 37°C por 24 horas. Apos esse periodo, retirou-
se o sobrenadante, lavaram-se 0s pocos com Tyrode e adicionou-se o vermelho
neutro a 50 pg/mL, previamente incubado por 12 horas e filtrado em membrana
esterilizante. Passando-se 4 horas, o sobrenadante foi removido e 0s pogos foram
lavados com solucdo de Tyrode para eliminar o excesso de corante extracelular. Em

seguida, foi acrescentada a solucdo de lise (1 % acido 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 absorvancia foi medida a 570 nm, em leitor tipo ELISA
(Biotek Instruments EL800, EUA).

3.4.2 Determinacéao da integridade da membrana celular

O teste se baseia na capacidade do iodeto de propidio em penetrar nas
células cuja membrana esteja danificada. Células com membrana integra nao
permitem a entrada do iodeto de propidio; portanto, apresentam baixa florescéncia.
Células cuja membrana apresente danos estruturais permitem a entrada deste
corante, que se liga ao DNA, emitindo alta fluorescéncia quando excitadas pelo
laser (DARZYNKIEWICZ; HUANG, 2004; KRISHAN, 1975).

Para tanto, utilizou-se a linhagem HEK 293 que foram plaqueadas em placas
de 24 pocos em uma concentracdo de 1x10° células/mL. Apds 24 h, as células foram
tratadas com o veiculo (DMSO 0,1 %) e (-)-carvona (0,5-10 mM) por um periodo de
6 horas. A doxorrubicina (50 uM) foi utilizada como controle positivo. Em seguida, as
células foram colhidas e marcadas com iodeto de propidio (1 mg/mL) por 5 minutos,
protegido da luz, e a leitura feita em citdmetro de fluxo, utilizando-se o canal FL-2
(FASC Calibur BD, EUA).

3.5 Ensaios eletrofisiolégicos
3.5.1 Técnica de registro extracelular do PAC

Esses experimentos foram realizados por meio da técnica de single sucrose
gap, descrita inicialmente por Stampfli (1954), utilizando-se o nervo ciatico de ratos
Wistar adultos (~300 g), que foi imediatamente imerso em solucéo fisiologica de
Locke modificada (Gongalves et al. 2010). Ap6s o isolamento do nervo, retirou-se a
bainha de tecido conjuntivo que o envolvia com auxilio de um microscopio
estereoscopico (Zeiss, Alemanha). Em seguida, o nervo foi cuidadosamente

acomodado sob a linha sulcada da camara de registros eletrofisiolégicos que
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continha 5 compartimentos isolados entre si (por vaselina sélida), de modo que o
percurso da corrente elétrica ocorresse apenas através do nervo (Figura 11). No
compartimento IV havia um fluxo constante de sacarose isotbnica (290 mM, ~1
mL/min), usado para gerar um aumento na resisténcia elétrica do nervo, impedindo
dessa forma, a sua captacao pelo eletrodo conectado ao compartimento V, obtendo-
se assim um registro do PAC amplificado e do tipo monofasico (Figura 12)
(GONCALVES, 2008).

Foram disparados do estimulador (CF Palmer, modelo 8048, Reino Unido)
estimulos elétricos supraméximos (7-9 V), com pulsos retangulares de 0,1 ms de
duracgdo, permitindo-se selecionar as fibras mielinicas de conducéo rapida Aa. Os
registros controle foram obtidos antes da incubacéo da substéancia teste. Em seguida
o tratamento com o composto foi realizado no compartimento Il durante 30 min
(Figura 11). Apos este periodo, o nervo foi submetido & lavagem da substancia teste
por meio da perfuséo pela solugao de Locke (1 mL/min) durante 30 min. Os registros
do PAC foram obtidos a cada 5 min. e posteriormente analisados utilizando-se

programas adequados (Lynx/Brasil).

Figura 11 — Representacdo esquematica da técnica de single sucrose gap. Acima a
esquerda esta representado o estimulador. O retangulo maior representa a camara
experimental formada por cinco compartimentos (I-V), e 0 nervo ciatico disposto entre eles
no centro da camara. Acima a direita esta representado o amplificador (triangulo) conectado
a placa conversora A/D e ao sistema de aquisi¢cdo de dados. Goncalves (2008).
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A partir dos registros do PAC obtidos, foram analisados os seguintes
parametros (Figura 12):

a) a amplitude do PAC (Apac), expressa em milivolts (mV) e medida pela
diferenca 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 diferenga de tempo existente entre o valor de inicio e valor de pico
do PAC;

c) a velocidade de despolarizacdo do PAC (VDpac), adquirido como o
resultado da relagdo entre o valor maximo da amplitude e o tempo necessério para
atingir esse valor (Apac / TPpac), expresso em volts por segundo (V/s);

d) e a constante de tempo da repolarizagéo (zep), definida pela equagao:
V=Vo*exp™?, usando-se regressdo nao linear aplicada a fase de repolarizacédo do
PAC, onde V foi a medida da amplitude; V, foi o valor da amplitude que cruza o eixo
das ordenadas; t foi o tempo de repolarizagdo (em ms); e ra constante de tempo de
repolarizacdo obtida (em ms) (GONCALVES, 2008).

Figura 12 — Registro tipico do PAC obtido por meio da técnica de single sucrose gap e
seus parametros. A linha de base esta representada pela linha tracejada e as setas duplas
indicam como a amplitude (Apac) € O tempo para atingir o pico (TPpac) do PAC foram
medidos. Os quadrados vazados na fase de repolarizacdo (descendente) representam 0s
pontos utilizados para o ajuste da constante de repolarizagéo (z.p). Gongalves (2008).
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3.5.2 Técnica de Patch-clamp

A partir da técnica de Patch-clamp (HAMILL et al, 1981) € possivel avaliar a
atividade de canais ibnicos medindo-se suas correntes idnicas em fragmentos de
membrana isolados eletricamente com um microeletrodo de vidro.

A aparelhagem utilizada para esta técnica foi constituida de um microscopio
invertido Axio Al (Zeiss, Alemanha) acoplado a uma camera CCD AxioCam MRC5
(Zeiss, Alemanha) onde foi possivel monitorar as células em tempo real. Um
conjunto de micromanipuladores (Narishige, Japéao) foi utilizado para movimentar o
eletrodo de registro e da pipeta de perfusdo. Esses equipamentos foram mantidos
em uma mesa anti-vibratéria (TMC, EUA) que estavam envolvidos pela gaiola de
Faraday (TMC, EUA).

Os eletrodos foram produzidos a partir de capilares de vidro (Narishige,
Japéao) e estirados em um puller vertical (Narishige, Japao), de modo a gerar
resisténcias de 3-5 MQ (CUMMINS et al., 2009).

Para aquisicdo dos registros, utilizou-se um modulo acoplado amplificador-
placa conversora A/D modelo EPC 10 (Heka, Alemanha), conectado a um
computador PC compativel. Os dados obtidos foram posteriormente analizados pelo
programa PatchMaster 2.30 (Heka, Alemanha).

3.5.2.1 Obtencéo de correntes totais de Na* em neurdnios DRG

As correntes totais de Na' foram medidas utilizando a solucdo externa
composta por (em mM): NaCl 70, Cho-Cl 70, KCI 3, MgCI2 1, TEA-CI 20, CdCI 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 solucdo interna foi constituida de (em
mM): CsF 140, NaCl 10, MgCl, 2, CaCl, 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 obtencdo das correntes, utilizou-se o modo whole-cell patch-clamp,
aplicando-se um protocolo que consistia de um pré-pulso de -100 mV, com duracao

de 500 ms, a partir de um potencial de holding de -80 mV, seguido do pulso teste de
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-10mV, com duracdo de 40 ms (HUANG; SONG, 2008). Para avaliacdo da
dependéncia de voltagem do canal de Na+, foram aplicados pré-pulsos de -100 mV,
com duracdo de 500 ms, seguido de pulsos testes que variavam de -80 a +60 mV,
com duracdo de 40 ms, com incremento de 10 mV e intervalo de 2 ms, entre a
aplicacao dos pulsos. A frequéncia de amostragem para os protocolos descritos foi
de 40 kHz. As correntes de vazamentos foram subtraidas digitalmente por meio do
procedimento P4 (CUMMINS et al.,, 2009). Os neurénios DRG utilizados nesses
experimentos (Figura 13) foram classificados de acordo com o diametro (15-30 um)
e a capacitancia de membrana (C,,) <45 pF (HUANG; SONG, 2008). As correntes
obtidas foram normalizadas a partir dos valores de C, de cada célula.

Para investigar o efeito de (-)-carvona sobre as correntes totais de Na®*, uma
solucdo (1 mM) deste monoterpeno diluida no banho externo, foi aplicada
diretamente a célula por meio de uma pipeta de perfusdo (100 pL/min), por um
periodo de 3 min, logo apds a aquisicdo de correntes controle e da perfusdo do
veiculo (DMSO 0,1%).

Figura 13 — Técnica de Patch-clamp em neurénio DRG de pequeno diametro. Aumento
de 32x. Foto: Gongalves, J.C.R. (2009).
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3.6 Monitoramento da concentracédo de Ca** em neurdnios DRG

Esses experimentos foram conduzidos com o plagueamento de
aproximadamente 3x10* neurdnios/mL marcados pelo Fluo-3/AM (5 uM) (Figura 14)
diluido em DMSO (0,1 %) e acido plurénico (0,1 %), por 30 min a 37 °C. ApdOs o
periodo de incubacédo as células foram suavemente lavadas com solucdo KRH zero-
Mg**, trés vezes durante 30 min. Apds a lavagem as células foram imediatamente
submetidas a experimentacdo por meio de microscopia de fluorescéncia (Nikon
Eclipse Ti, Japdo) acoplada & uma camera CCD Photometrics Cool Snap HQ?
(Phtometrics, EUA) e um shutter Prior ProScan Il (Prior Scientific, USA), onde as
variagbes de calcio foram avaliadas em filtros de 488 nm (excitacdo) e 515 nm
(emissdo). No final de cada experimento foram adicionados ionomicina (5 uM)
seguido de EGTA (20 mM), para a calibracdo da fluorescéncia maxima e minima,
respectivamente. ApOs 0s ensaios, apenas os neurbnios medindo 15-30 pm de
diametro foram selecionados e a intensidade de fluorescéncia emitida pelos mesmos

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

Figura 14 — Monitoramento do Ca®" intracelular pelo Fluo-3/AM. A. Molécula do Fluo-
3/AM. B. Variag&o no espectro de excitacdo do Fluo-3/AM frente a diferentes concentracdes
do Ca?" livre. Fonte: Invitrogen (EUA).
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3.7 Avaliacéo do efeito de (-)-carvona sobre os canais TRPM2

Para este estudo, utilizaram-se linhagem de células HEK 293 estavelmente
transfectadas com a construcdo 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 pg/mL), e mantidos em atmosfera 5 %
de CO, a 37 °C.

Para os experimentos realizados nesse estudo, as células T-RExX/TRPM2
foram cultivadas em dois grupos distintos, constituidos de células pré-incubadas por
doxiciclina (1 pg/mL), adicionada ao meio de cultura, por um periodo de 12-24 h, e
um outro grupo de células nédo tratadas por este antibidtico. A doxiciclina funcionava
como um ativador da expressao de canais TRPM2 nessas células (Perraud et al.,
2005), e por convencdo, as células expressando esses canais foram chamadas de
TRPM2+, enquanto que as que nao foram incubadas por doxiciclina foram
chamadas de TRPM2-.

3.7.1 Monitoramento do Ca®" intracelular em células T-REx/TRPM2

Para os ensaios de fluorescéncia pelo Ca®" nessas células, utilizou-se o
marcador Fluo-3/AM (5 uM), adicionado ao meio de cultura, por 30 min de incubagao
a 37 °C. Em seguida o excesso foi removido por meio de lavagem com KRH por trés
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.
Apés esse periodo as células foram imediatamente transferidas para o aparato de
microscopia confocal com escaneamento a laser (Bio-Rad, EUA), acoplado a um
microscopio (Zeiss-Axiovert 100, Alemanha). As analises de fluorescéncia foram

feitas pelo software LaserSharp 3.0 (Zeiss, Alemanha).
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3.8 Avaliacéo 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 expressdo do canal TRPV1 (cDNA-TRPV1) foi gentiimente
doado pelo Dr. David Julius (UCSF, USA) o qual foi clonado em pCDNAS (Invitrogen,
USA) usando-se os sitios para BstX | e Not | (CATERINA et al., 1997).

3.8.1.2 Transformacéo bacteriana

A bactéria utilizada para clonagem foi a Escherichia coli linhagem DH5aq, e
foram cultivadas em meio de cultura Luria-Bertani (LB) composto por 1 % triptona,
0,5 % extrato de levedura e 1 % NaCl. Para meios solidos LB adicionou-se 1,5 % de
agar. Ocasionalmente, o antibidtico referente ao gene de resisténcia do vetor
utilizado, foi adicionado na concentracdo de 0,1 mg/mL. As culturas foram mantidas
por no maximo um dia em estufa bacteriolégica a 37 °C.

Bactérias E. coli (DH5a) eletrocompetentes foram transformadas com o
cDNA-TRPV1 por eletroporacdo, usando-se um eletroporador (BioRad, EUA) e
posteriormente plaqueadas em meio LB agar contendo 100 ug/mL de antibiético. As
colénias foram analisadas através de PCR de col6nias e os plasmideos das col6nias
positivas foram purificados através do kit QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, USA).
Foi feita andlise de restricdo e sequenciamento do DNA para confirmacdo da
identidade do inserto.
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3.8.1.3 Verificacdo da presenca de inserto

Para tanto foi realizado PCR de coldnias, onde a reacdo de amplificacao
continha em torno de 1 ug de uma colbnia isolada, 1 uM de primers TRPV1-F
(cacagcgactcctgctagtg) e TRPV1-R  (ggccactcactatgccatct), 250 upM  de
desoxirribonucleotideos fosfatado (ANTPs), 10 mM MgCl,, 2,5 uL de tampéo 10X e
duas unidades da enzima Taq polimerase (Promega, EUA). As condicbes de
amplificacdo consistiram em um periodo de desnaturacdo inicial a 94 °C por 5
minutos seguido de quarenta ciclos. Cada ciclo apresentava um periodo de
desnaturacdo do DNA a 94 °C por 45 segundos, anelamento dos primers a 55° C por
45 segundos e extensdo da nova molécula a 72 °C por 45 segundos. Por fim, um
periodo final de extensdo a 72 °C por 5 minutos e estoque a 4 °C.

O DNA amplificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1 % em
tampéo TAE (Tris-acetato 40 mmol/L pH 8,0 e EDTA 1mmol/L pH 8,0), corado com
brometo de etidio e purificado utilizando-se o kit de extracdo em gel QIAquick™ Gel
Extraction kit (Qiagen, EUA).

3.8.2 Transfeccao transiente pelo método do fosfato de célcio

A co-precipitacdo de DNA com fosfato de calcio foi um dos primeiros sistemas
de transfeccéo descritos por Grahan & Van Der Eb (1973) e posteriormente utilizado
em células eucariontes por Wigler e col. (1977), apresentando algumas vantagens
pela seguranca, 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 calcio. Modificacdes desse método tém possibilitado um
aumento na eficiéncia da transfeccédo de DNA (JORDAN; WURM, 2004).

Nesse estudo a transfeccdo pelo método do fosfato de calcio foi realizada
com a mistura do DNA de escolha (~1 pg) em solucéo salina de Hanks tamponada
(HBSS), seguida pela adicdo de 50 yL de CaCl, 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 confluéncia,

posteriormente deixando-a em repouso de 12 h em atmosfera composta por 5 % de
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CO; a 37 °C. ApoOs esse periodo, as células foram lavadas com HBSS e entdo
mantidas em meio MEM completo na estufa biologica (5 % de CO, a 37 °C) por um

intervalo de 12-24 h antes da realiza¢do dos experimentos.

Figura 15 — Transfeccao transiente pelo método do fosfato de célcio.

A verificacdo da eficiencia de transfeccdo foi previamente analisada
utilizando-se o pEGFP-C1 (Anexos), por microscopia confocal, calculando-se a
percentagem de células fluorescentes ao EGFP (Ex488; Em510 nm) em razdo das

nao-fluorescentes (Figura 16).
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Figura 16 — Transfeccao de células HEK 293 pelo método do fosfato de calcio. As
imagens foram obtidas por microscopia confocal utilizando-se o pEGFP como marcador
para as células eficientemente transfectadas. A) Apenas as células transfectadas (F488 nm);
B) Células totais observadas por luz transmitida; C) Superposicdo das imagens A e B.
Escala: 20 uM.
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3.8.3 Expressao heterdloga de canais TRPV1 em células HEK 293

Durante os ensaios de transfec¢cdo do cDNA-TRPV1, utilizou-se 1 ug total de
DNA pelo método do fosfato de calcio conforme descrito acima. O cDNA que
codifica a proteina fluorescente m-Cherry, clonado no vetor pmCherry-N1, foi co-
transfectado (0,1 pg) e utilizado como marcador fluorescente, utilizando-se o filtro de
515 nm, para identificar apenas as células que incorporaram o cDNA/TRPV1 (Figura
17). As células HEK foram entéo divididas em trés grupos distintos, sendo o primeiro
constituido de células que nado receberam qualquer cDNA, outro por células
expostas apenas ao pmCherry e por ultimo um grupo co-transfectado por pmCherry
e cDNA/TRPVL1. Capsaicina (5 pM) e capsazepina (10 puM) foram utilizadas para

induzir a ativacdo e bloqueio dos canais TRPV1, respectivamente, nessas células.

Figura 17 — Co-transfeccdo de TRPV1 e m-Cherry em células HEK 293. A imagem foi
obtida por luz transmitida e entdo sobreposta por fluorescéncia (Ex515 nm). Objetiva 40x.
Escala: 20 um.

3.8.4 Monitoramento do Ca®" intracelular em células HEK 293 expressando
TRPV1

O desenvolvimento do Fura-2 por Williams e col. (1985) permitiu uma melhor
compreensao do papel do calcio nos processos celulares. O Fura-2 € um indicador

de Ca®" que tem o seu espectro de absorcdo de luz alterado, em ambas as faixas de
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340 e 380 nm, quando estes ions ligam-se nos grupos carboxil (COO-) presentes na
sua molécula (Figura 18). A razdo das fluorescéncias F340/F380 nm minimiza os
problemas comuns a esses tipos de experimentos, como marcacao irregular da
célula, foto-bleaching e vazamento do marcador. As medidas de F340/F380 pelo
Fura-2, permitem, ainda, determinar com certa precisdo a concentracdo de Ca**
intracelular ~ ([Ca®*"]), através da equacdo: [Ca*]=Kd*(R-Rmin)/(Rmax-
R)*(Fmax380/Fmin380) inicialmente proposta por Grynkiewicz e col. (1985), onde Kd
€ a constante de dissociacdo do Fura-2; R é a razdo F340/F380; Rmax e Rmin
representam a razdo maxima e minima de fluorescéncia; Fmax380 e Fmin380 s&o a
fluorescéncia maxima e minima obtidas em F380 nm.

Esses ensaios foram realizados por epifluorescéncia através de um
microscopio Leica SP5 (Alemanha) utilizando-se objetiva seca de 40X (Leica,
Alemanha). As imagens foram obtidas por uma camera CCD (Hammamatsu, Japao)
gue foi acoplada ao microscopio, e analisadas posteriormente pelo software Leica
AF6000 (Leica, Alemanha). Os filtros de escolha foram de 340/380 nm (excitacdo) e
510 nm (emissé&o) para avaliar as variagdes de fluorescéncia pelo Fura-2/AM (5 pM),
incubado de forma semelhante ao Fluo-3/AM, conforme descrito acima. A calibragéo
da [Ca**-livre] foi realizada no final de cada experimento pela ionomicina (5 pM) e
EGTA (20 mM).

Figura 18 — Monitoramento do Ca* intracelular pelo Fura-2. A. Molécula do Fura-2. B.
Variag8o no espectro de excitacdo do Fura-2 frente a diferentes concentragdes do Ca** livre.
Fonte: Invitrogen (EUA).
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3.9 Anéalises estatisticas

Os dados obtidos durante o presente estudo foram analisados por meio do
programa GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software, EUA), realizando-se o0s
seguintes testes estatisticos:

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

- Teste t de Student, para os ensaios eletrofisioldgicos;

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

imageamento dos niveis de Ca®' citosélico.



Resultados
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacdo estrutura-atividade dos analogos 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
reducdo na amplitude do potencial de agcdo composto (PAC) em nervo isquiatico de
rato (GONCALVES, 2008; GONCALVES et al. 2008). Com base nesses dados,
realizou-se inicialmente um estudo estrutura-atividade, com a finalidade de se
investigar a influéncia dos grupos estruturais, como os radicais hidroxila (OH) e
carbonila (C=0), aromaticidade ou estereoisomeria, sobre os efeitos deste
monoterpeno.

Para tanto, comparou-se a poténcia entre os compostos estereoisomeros (+)-
carvona e (-)-carvona, com o objetivo de avaliar a importancia 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 entdo aplicados, por regressdo nao-linear, a equacdo de Hill:
f=Min+(Max—Min)/1+10{(09!Csoldrogal™ “qnde Max e Min representam [Ca**]; maxima e
minima, respectivamente, em fung¢édo do log da concentracdo da droga ([droga]). O
coeficiente de Hill € aqui representado por n.

De acordo com os resultados obtidos, observou-se que (+)-carvona blogueava
a amplitude do PAC de modo dependente de sua concentracdo (Figura 19), exibindo
uma Clsg de 8,7+£0,1 mM (Hill= 2,3) (Grafico 1). Este ultimo mostrou-se relativamente
mais potente que o seu estereoisdmero (—)-carvona, cuja Clsp de 10,7+£0,1 mM (Hill=

2,2), conforme demonstrada anteriormente por Gongalves (2008).
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Figura 19 — Efeito de (+)-carvona sobre o PAC de nervo periférico de rato. A) Registros
representativos do PAC e superpostos apoOs incubacdo de (+)-carvona (5-15 mM). O
controle foi obtido antes da incubacdo por (+)-carvona. Parametros de estimulacdo: ~10
V/0,05-0,1 ms.
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Gréafico 1 — Dependéncia de concentracdo de (-)- e (+)-carvona sobre o bloqueio da
excitabilidade nervosa. B) Curvas concentracdo-resposta de (+)- e (-)-carvona sobre o
bloqueio do PAC apés 30 min de incubagdo. Os valores foram normalizados a partir do
controle (0%) e ajustados & equacdo de Hill: f=Min+(Max—Min)/1+10((09!c50-drogal™ “\/z|ores
expressos como a médiate.p.m. (n=4).

A partir de entdo se utilizou a concentracdo de 10 mM para comparar 0s
efeitos dos enantibmeros de carvona sobre as caracteristicas do PAC. Observou-se
gue, da mesma forma que a (-)-carvona, os efeitos de (+)-carvona foram revertidos

apos lavagem (Figura 20). Este ultimo composto reduziu Vpac de 50,8+3,4 mV
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(controle) para 27,2+7,1 mV (24,0+6,2 %; p< 0,05), o que foi parcialmente revertido
para 30,8+6,4 mV (75,9+1,5 %; p> 0,05) apos 30 min de lavagem (Grafico 2).

Figura 20 — Reversibilidade dos efeitos de (-)- e (+)-carvona sobre o PAC de nervo
periférico de rato. A) Registros representativos do PAC apds incubacédo por 30 min de (-)-
e (+)-carvona (10 mM). O controle foi obtido antes da incubacéo pelas respectivas drogas.
Parametros de estimulacdo: ~10 V/0,05-0,1 ms.
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Grafico 2 — Reversibilidade dos efeitos de (-)- e (+)-carvona sobre Vpac. Os valores de
Vpac foram normalizados a partir do controle (100%) e adquiridos durante 60 min de
experimento na presenca de (-)- ou (+)-carvona (10 mM) e apos lavagem dessas drogas
pelo veiculo. Os triangulos vazados representam a incubacdo feita apenas pelo veiculo.
Valores expressos como a médiate.p.m. (n= 4); *p< 0,05 vs controle; *p< 0,05 vs 30 min de
perfusdo. Teste “t” de Student.
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Ao avaliarem-se os efeitos dos enantibmeros de carvona sobre os parametros
de despolarizagéo e repolarizagdo do PAC, VDpac € 7iep, 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 €m torno de 50% a partir do controle, parametro este
que foi revertido ap6s 30 min de lavagem. Da mesma forma, (+)- ou (-)-carvona nao

foram capazes de provocar qualquer alteragéo significativa sobre zep (Tabela 1).

Tabela 1 - Comparacdo dos efeitos de (-)- e (+)-carvona (10 mM) sobre as
caracteristicas do PAC. Os valores de Vpac, VDpac € 7ep foram calculados em 30 min de
exposicao dessas drogas sobre o nervo e apds 30 min de lavagem das mesmas pelo veiculo.
Dados expressos como a médiate.p.m. (n=4); *p< 0,05 vs controle, *p< 0,05 vs 30 min
perfusdo. Teste “t"de Student.

Parametros do PAC
VpAC (mV) VDPAC (V/S) Trep (mS)

(O)-carvona controle 50,8+3,4  1052+13,7 0,35%0,02
(10 mM) incubacdo (30 min) | 27,2+7,1° 50,4+151  0,35+0,04
lavagem (30 min) | 30,8+6,4% 70,0+93 0,36 + 0,03

Monoterpeno Situacéo

(+)-carvona controle 39,4+20 84,0+17,9 0,40 + 0,02
(10 mM) incubac&o (30 min) | 9,8 +3,0° 38,3+14,6° 0,39+0,03
lavagem (30 min) | 299+16" 486+5,9 0,44 + 0,02

Para investigar se a presenca ou auséncia de substituicdbes de grupos OH,
C=0 ou da aromaticidade da molécula, poderiam influenciar no modo de acgéo de
(-)-carvona, utilizou-se os compostos (—)-carveol, (+)-limoneno e o carvacrol (Figura
21) ambos na concentracdo de 10 mM, avaliando-se o efeito desses compostos

sobre as caracteristicas do PAC.
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Figura 21 — Analogos estruturais de carvona usados no estudo estrutura-atividade.

Com a reducéo do grupo cetdnico (C=0) para uma hidroxila, ou mesmo com a
substituicdo do anel alifatico pelo aromatico, observou-se praticamente um bloqueio
total de Vpac por (-)-carveol (10 mM), reduzindo de 24,6+2,0 mV (controle) para
1,3+0,8 mV (5,4+3,1 %; p< 0,05), um bloqueio total por carvacrol (10 mM), quando
estes compostos eram aplicados por 30 min sobre o nervo, separadamente (Figura
22; Grafico 3). Entretanto, destes, apenas o efeito do (-)-carveol foi revertido por
lavagem (Figura 22; Grafico 3). Por outro lado, a auséncia dos grupos C=0, OH ou
do anel aromatico, evidenciados pelo (+)-limoneno, praticamente aboliram

o efeito inibitorio sobre o PAC (Figura 22; Gréfico 3).
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Figura 22 — Reversibilidade dos efeitos de (-)-carveol, carvacrol e (+)-limoneno sobre
o PAC de nervo periférico de rato. A) Registros representativos do PAC apdés incubacao
por 30 min de (-)-carveol, carvacrol e (+)-limoneno, ambos em 10 mM. O controle foi obtido
antes da incubagéo pelas respectivas drogas. Parametros de estimulagédo: ~10 V/0,05-0,1
ms.
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Gréafico 3 — Reversibilidade dos efeitos de (+)-limoneno, (-)-carveol e carvacrol sobre
Vpac. Os valores de Vpac foram normalizados a partir do controle (100%) e adquiridos
durante 60 min de experimento na presenca de (+)-limoneno, (-)-carveol ou carvacrol,
ambos a 10 mM, e ap6s lavagem dessas drogas pelo veiculo. Os triangulos vazados
representam a incubacdo feita apenas pelo veiculo. Valores expressos como a
média+e.p.m. (n= 4); *p< 0,5 vs controle; *p< 0,05 vs 30 min de perfusdo pelas drogas.
Teste “t” de Student.



70

Com a finalidade de avaliar se a diferenca nos efeitos observados estariam
implicados diretamente com a solubilidade desses compostos, os dados de Vpac,
adquiridos a cada 5 min de incubacdo sobre o nervo, foram normalizados e em
seguida ajustados a equacdo de decaimento mono-exponencial: f=(Max-Min)*exp(-
K*tempo)+Min, onde K era a constante de decaimento; Max e Min eram os valores
maximos e minimos de Vpac, respectivamente. Dessa forma, os valores de K
obtidos, em ordem decrescente foram (em mV/min): (-)-carveol (0,30+0,03) > (+)-
carvona (0,23+0,04) > carvacrol (0,16+£0,02) > (-)-carvona (0,09+0,01) > (+)-
limoneno (0,02+0,02) (Grafico 4).

Grafico 4 — Estabelecimento do efeito dos anédlogos de carvona durante 30 min de
incubacdo. Os valores de VCAP foram normalizados a partir do controle (100%) e
registrados a cada 5 min de incubacdo pelos monoterpenos na concentracdo de 10 mM.
Valores expressos como a médiate.p.m. (n= 4). Os dados foram ajustados a equacao:
f=(Max-Min)*exp(-K*tempo) + Min.

4.2 Determinacao da citotoxicidade de (-)-carvona

Com a finalidade de determinar a faixa de concentracdo em que (-)-carvona
pudesse ser usada com seguranca sobre os tipos celulares utilizados no presente
estudo, realizaram-se ensaios de citotoxicidade como o teste do vermelho neutro e

de citometria de fluxo pelo iodeto de propidio.



71

4.2.1 Citotoxicidade de (—)-carvona em neurdnios DRG

Os resultados obtidos pelo teste do vermelho neutro em neurénios DRG
indicaram que (-)-carvona nao apresentou qualquer efeito citotoxico nessas células,
apos 24h de incubacdo, quando utilizada em concentragbes menores que 2 mM
(Gréfico 5). No entanto, 4 mM desse monoterpeno foi capaz de reduzir cerca de
40,0+2,1 % a viabilidade celular (p< 0,05) (Grafico 5). O veiculo utilizado (DMSO
0,1%) ndo apresentou efeito citotéxico quando submetido as mesmas condi¢cdes
(Grafico 5).

Para avaliar a confiabilidade desse teste, utilizou-se a doxorrubicina como
controle positivo (FORNARI et al., 1994; LOPES et al., 2011) de droga citotoxica,
durante o0s experimentos executados com (—)-carvona. Como esperado,
doxorrubicina (DOXO) demonstrou alta toxicidade neuronal, onde 10 uM foi capaz

de reduzir 39,6+4,7 % a viabilidade celular (Grafico 5).
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Gréfico 5 — Citotoxicidade de (-)-carvona em neurbnios DRG. A viabilidade celular foi
determinada pelo teste do vermelho neutro, apds 24h de tratamento, e em seguida
normalizada & partir dos niveis de absorbancia do grupo controle. Doxorrubicina (DOXO, 10
uM) foi utilizada como controle positivo. Valores expressos como a médiate.p.m. (n=3;
duplicata; 5x10° 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 propidio,
foi possivel determinar a viabilidade dessas células apds tratamento com
(-)-carvona. E importante ressaltar que o veiculo (DMSO 0,1%) n&o foi capaz de
provocar qualquer variagao na viabilidade celular, quando comparada com o grupo
controle. Como esperado, doxorrubicina (DOXO, 50 pM) induziu 99,9+0,6 % de

morte celular (Figura 23; Gréfico 6).

Figura 23 — Determinacédo da viabilidade de células HEK 293 por citometria de fluxo.
Os histogramas representam a quantidade de células em funcdo da fluorescéncia emitida
pelo iodeto de propidio nas situacdes controle, controle-negativo (DMSO 0,1 %) e controle-
positivo (DOXO 50 uM). Acima a esquerda esta representado o gating para esses
experimentos (Filtro FL2-H).

A (-)-carvona, por sua vez, apenas nas concentracdes 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 concentracdes de 0,5 e 1 mM de (-)-
carvona, as células HEK 293 ndo apresentaram nenhuma mudanca na viabilidade
(Figura 24; Gréfico 6), enquanto que 10 mM provocou 0 maximo de morte (96,6+1,8
%) (Figura 24; Grafico 6). A partir desses resultados foi possivel definir que (-)-
carvona possui baixa citotoxicidade em células HEK 293, apresentando uma ECs de
4,9+0,1 mM.
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Figura 24 — Efeito de (-)-carvona sobre a viabilidade de células HEK 293. Os
histogramas representam a quantidade de células em funcéo da fluorescéncia emitida pelo
iodeto de propidio (Filtro FL2-H).
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Grafico 6 — Avaliacdo da citotoxicidade de (-)-carvona em células HEK 293. A
viabilidade celular foi determinada por fluorescéncia ao iodeto de propidio e quantificado por
citometria de fluxo, ap6s 6h de tratamento, e em seguida normalizada a partir dos niveis de
absorbancia do grupo controle. Doxorrubicina (DOXO, 50 uM) foi utilizada como controle
positivo. Valores expressos como a médiate.p.m. (n=3; duplicata; 1x10° células/mL).
**p< 0,01; ***p< 0,001; ANOVA seguido do teste de Dunnet.
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4.3 Investigacdo do efeito de (-)-carvona sobre o0s canais de sdédio

dependentes de voltagem

Por meio da técnica de Patch-clamp, no modo Whole-cell, foi possivel isolar
correntes totais de Na* (Iya+) €m neurdnios DRG e dessa forma investigar o efeito de
(-)-carvona diretamente sobre os canais de Na® dependentes de voltagem (Na,).
Para tanto, realizou-se inicialmente a identificacdo dessas correntes bem como o

estabelecimento da relacdo corrente/voltagem.

4.3.1 Isolamento de correntes totais de Na* em neurénios DRG

Nestes experimentos, foi avaliada a dependéncia de voltagem dos canais de
Na®, com a finalidade de caracterizar as correntes de Na" totais em neurdnios DRG,
e com isso determinar uma voltagem de membrana adequada para induzir a
ativacdo dos canais Na,. 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 populagdo dos canais Na, em seu estado fechado. A partir de entdo, 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 — Caracterizagdo das correntes totais de Na* em neurénios DRG. Registros
representativos das correntes de entrada de Na* geradas em neurdnios DRG. A direita esta
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. Frequéncia 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 possivel construir o grafico 1/V, que relaciona os valores de
corrente geradas em funcao da voltagem de membrana fixada (clamped). De acordo
com o gréfico 7, pode-se observar um tracado caracteristico de canais Na, (Hille,
2001), cuja corrente maxima se da entre -20 e -10 mV e seu potencial de reversao

(ER) em torno de +45 mV.
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Gréfico 7 — Relacéo corrente/voltagem de canais Na, em neurdnios DRG. Os pontos
representam as médias das correntes geradas em funcdo da voltagem de membrana.
Dados expressos como a médiaze.p.m. (n= 3). Frequéncia de amostragem= 40 kHz. EPC
10 (Heka, Alemanha).

4.3.2 Efeito de (-)-carvona sobre as correntes totais de Na® em neurdnios DRG

ApOs caracterizar as correntes de Na“ em neurdnios DRG, realizou-se um
protocolo de pulso que objetivou isolar correntes individuais, e com isso investigar o
efeito de (-)-carvona diretamente sobre os canais Na,.

De acordo com o protocolo mostrado na figura 26, foram obtidas no controle
correntes médias de 8,7+1,6 nA, logo apdés o estabelecimento da configuracao
Whole-cell nessas células. Em 3 min de perfusdo 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 veiculo (DMSO 0,1 %) era
perfundido nas mesmas condicdes, nenhuma alteracdo significativa dessas
correntes foi observada.

O gréfico da figura 26 demonstra esses experimentos, no entanto, com 0s
valores de corrente de Na* normalizadas pela capacitancia dos neurdnios DRG de
pequeno diametro utilizados (CUMMINS et al., 2009; HUANG; SONG, 2008).
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Figura 26 — Efeito de (-)-carvona sobre as correntes totais de Na* em neurdnios DRG.
Acima observam-se registros representativos das correntes de Na* geradas em neurdnios
DRG, nas situac6es controle e ap6s perfusdao com (-)-carvona (1 mM). A direita desta figura
estd o protocolo de pulso utilizado, a partir de um Holding de -80 mV. O pré-pulso de -100
mV/500 ms foi aplicado antes do pulso-teste (-10 mV/40 ms). O grafico abaixo mostra as
correntes normalizadas pela capacitancia, nas situacfes controle e apds perfusdo pelo
veiculo (DMSO 0,1 %) e (-)-carvona ((-)-Cv, 1 mM). Dados expressos como a médiate.p.m.
(n=4). **p< 0,01 vs controle; Teste “t” de Student.
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4.4 Investigacdo dos efeitos de (-)-carvona sobre os niveis de Ca* em

neurdnios DRG

Durante os ensaios de monitoramento dos niveis de Ca®" intracelulares em
neurdnios DRG por microscopia de fluorescéncia, foi investigado se (-)-carvona era
capaz de induzir altera¢des na fluorescéncia 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 fluorescéncia segundos ap0s a sua aplicacdo, em
neurénios DRG de 15-30 pum de didmetro (Grafico 8-A). Entretanto, nenhuma
variacdo foi observada quando o veiculo era incubado nas mesmas condi¢cdes
(Gréfico 8-A). lonomicina (5 pM) foi utilizada para induzir o aumento total de Ca**
nessas células.O grafico 8-B demonstra, quantitativamente, a variacdo da
fluorescéncia relativa (Fi/Fo) obtida a partir dos niveis basais (Fp). (—)-Carvona (1
mM) duplicou os niveis de fluorescéncia relativa de 1,0+0,0 para 2,0+0,6, enquanto

que o veiculo nao foi capaz de induzir qualquer variagao.
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Gréafico 8 — Efeito de (-)-carvona sobre os niveis de Ca* em neurdnios DRG. A.
Variacdo da intensidade de fluorescéncia do Fluo-3 (Ex488; Em515 nm) em unidades de
absorbéancia (U.A.), como fungdo do tempo de incubacéo pelo veiculo, (-)-carvona ((-)-Cv, 1
mM) e ionomicina (lono, 5 uM). B. Variacdo quantitativa da fluorescéncia relativa (F./Fp) a
partir dos niveis basais (Fo). Valores expressos como a médiate.p.m. (n= 3; duplicata; ~12
células/campo). **p< 0,01; ANOVA seguido de teste de Dunnet.

4.4.1 Influéncia do Ca®" interno e externo sobre o efeito de (-)-carvona

Esses ensaios foram propostos para investigar se o0 aumento dos niveis de
Ca?* citoplasmaticos em neurdnios DRG, promovidos por (-)-carvona, eram
provenientes do meio externo ou dos estoques intracelulares. Com esta finalidade,

neurdnios DRG (15-30 pm) foram submetidos & solugdo de banho zero-Ca®",
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acrescida de EGTA (10 mM). Adicionalmente, uma solugdo de cafeina e
tapsigargina foi utilizada como controle positivo, para induzir a liberacdo de Ca** dos
estoques (BOURON, 2010; CHENG et al.,, 2010; GIBON; TU; RANKOVIC et al.,
2010). Durante esses experimentos foi observado que (-)-carvona (1 mM) nao foi
capaz de provocar o aumento da fluorescéncia em neurénios DRG incubados em
banho zero-Ca?*. Conforme esperado, a solucéo de cafeina (3 mM) e tapsigargina (1
pHM) aumentou a fluorescéncia nessas mesmas células (Grafico 9-A). O grafico 9-B

demonstra quantitativamente tais resultados.
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Gréafico 9 — Influéncia do Ca*" externo sobre os efeitos de (-)-carvona em neurénios
DRG. A. Variacdo da intensidade de fluorescéncia do Fluo-3 (Ex488; Em515 nm) em
unidades de absorbéncia (U.A.), como funcdo do tempo de incubacao por (-)-carvona ((-)-
Cv, 1 mM), cafeina (Caf, 3 mM) + tapsigargina (Tap, 1 uM) e ionomicina (lono, 5 uM). B.
Variagcdo quantitativa da fluorescéncia relativa (F1/Fo) a partitr dos niveis basais (Fo). Valores
expressos como a médiate.p.m. (n=3; duplicata; ~12 células/campo). *p< 0,05; ANOVA
seguido de teste de Dunnet.
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4.4.2 Investigacao dos receptores envolvidos no efeito de (-)-carvona

Inicialmente foi realizado um screening farmacolégico com o objetivo de
avaliar a participacao de alguns dos principais receptores envolvidos na nocicepcao,
expressos em neurbnios DRG e que possam estar envolvidos no aumento dos
niveis de Ca®" induzido por (-)-carvona nessas céulas. Para isso foram utilizados
bloqueadores como o CdCI (canais Ca,), atropina (muscarinicos), MK-801 (NMDA e
nicotinicos) e o vermelho de ruténio (canais TRP) (HILLE, 2001; MIYANO et al.,
2009; OHSHIRO; OGAWA; SHINJO, 2007).

De acordo com os resultados obtidos quando CdCl; (100 uM), atropina (100
puM), MK-801 (100 uM) e vermelho de ruténio (50 uM) eram incubados por 5 min,
separadamente, antes dos experimentos, verificou-se que apenas este Ultimo
bloqueador era capaz de reduzir o efeito de (-)-carvona sobre o aumento da

fluorescéncia pelo Ca?* em neurénios DRG (Grafico 10).

Grafico 10 — Investigacdo dos receptores envolvidos no efeito de (-)-carvona sobre os
niveis de Ca® em neurénios DRG. Variacdo da intensidade de fluorescéncia do Fluo-3
(Ex488; Em515 nm) em unidades de absorbancia (U.A.), como funcdo do tempo de
incubagdo por (-)-carvona ((-)-Cv, 1 mM) e ionomicina (lono, 5 puM) incubadas em células
tratadas com MK-801, atropina, CdCl,, Verm-Ru (n= 1-2; ~15 células/campo).

A partir de entdo foram realizados experimentos adicionais utilizando-se

bloqueadores de canais TRP inespecifico, como o vermelho de ruténio (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 pM) aumentou a
fluorescéncia 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 puM) e CPZ (10 pM),
respectivamente (Grafico 11).
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Gréfico 11 — Bloqueio do efeito da capsaicina em neurdnios DRG por antagonismo do
canal TRPV1. Efeito da capsaicina (Cap, 10 uM) sobre variacdo quantitativa da
fluorescéncia relativa (F1/Fo) a partir dos niveis basais (Fy) em células submetidas ao banho
normal ou CPZ (10 puM). Valores expressos como a médiate.p.m. (n= 3; duplicata; ~12
células/campo). ***p<0,001; ANOVA seguido de teste de Tukey.

A incubagdo prévia dos neurbnios DRG por Verm-Ru (5 pM) e CPZ (10 uM)
por 5 min, foram capazes de bloquear totalmente o efeito de (-)-carvona sobre o
aumento da fluorescéncia pelo Ca®" nessas células (Grafico 12-A). Como
demonstrado anteriormente, (—)-carvona (1 mM) novamente duplicou os niveis de
fluorescéncia 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 uM) e CPZ
(10 uM), respectivamente (Gréfico 12-B).
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Gréafico 12 — Bloqueio do efeito de (-)-carvona em neurdnios DRG pelo vermelho de
ruténio (Verm-Ru) e capsazepina (CPZ). A. Variacdo da intensidade de fluorescéncia do
Fluo-3 (Ex488; Em515 nm) em unidades de absorbancia (U.A.), como funcédo do tempo de
incubacao por (-)-carvona ((-)-Cv, 1 mM) e ionomicina (lono, 5 pM) incubadas em céulas
submetidas ao banho normal ou CPZ (10 uM). B. Variacdo quantitativa da fluorescéncia
relativa (F1/Fo) a partir dos niveis basais (Fo). Valores expressos como a médiate.p.m. (n= 3;
duplicata; ~12 células/campo). **p<0,01; ANOVA seguido de teste de Tukey.

As medidas de fluorescéncia pelo Fluo-3/AM, permitem determinar com
grande precisdo a concentracdo de Ca®" intracelular ([Ca®]), através da equacéo:
[Ca®*]=Kd*(F-Fmin)/(Fmax-F) inicialmente proposta por Grynkiewicz e col. (1985),
onde Kd é a constante de dissocia¢ao do Fluo-3/AM de 450 nM; F é a fluorescéncia
emitida; Fmax e Fmin representam as fluorescéncias maxima e minina, obtidas apés
incubacgéo por ionomicina 5 pM e EGTA 20 mM, respectivamente (MARTINS et al.,
2008).
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A partir de entdo foi possivel determinar [Ca®'] em neurdnios DRG antes e
apos tratamento com (-)-carvona. De acordo com o gréafico 13, podemos observar
que os niveis basais de Ca®" nesses neur6nios (120,6+5,0 nM) aumentaram para
310,7+23,1 nM (p< 0,001) apés adicdo 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-Ca®*, Verm-Ru (5 pM) ou CPZ (10 pM).
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Gréfico 13 — Efeito de (-)-carvona sobre as concentracdes intracelulares de Ca* em
neurdnios DRG. Gréfico quantitativo da variacdo da concentracdo do Ca** intracelular
[Ca®]; induzido por (-)-carvona ((-)-Cv, 1 mM) em células submetidas ao banho normal ou
zero-Ca2+ ou pré-incubadas por vermelho de ruténio (Verm-Ru, 5 puM ) ou capsazepina
(CPZ, 10 pM). . Os valores foram obtidos pela equacéo: [Ca2+]i=Kd*(F-Fmin)/(Fmax-F).
Valores expressos como a médiate.p.m. (n= 3; duplicata; ~12 células/campo). ***p< 0,001.
ANOVA seguido de teste de Tukey.

4.6 Investigacao do efeito de (-)-carvona sobre os canais TRPM2

Em um estudo recente, Sozbir e col. (2011) sugeriram que a ativagcdo dos
canais TRPM2 em neurbnios DRG esta relacionada com a inducdo de processos
inflamatorios como consequencia do estresse oxidativo, dessa forma contribuindo

para a etiologia da dor neuropéatica. Com base nesses dados, investigou-se a
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possibilidade da (-)-carvona estar relacionada com o influxo de Ca®" via canais
TRPM2.

Foram entdo realizados experimentos de microscopia confocal em células
HEK 293 estavelmente transfectadas com o cDNA para o canal TRPM2 (T-
REx/TRPM2), observando-se as variacdes de fluorescéncia do marcador para Ca*",
Fluo-3/AM (Ex488; Em515 nm). A expressao desses canais podia ser induzida ou
nao nessas ceélulas pela doxiciclina (1 pg/mL), incubada por 12-24h antes dos
ensaios, enquanto que a sua ativacao era feita por pelo H,O, (KRAFT et al., 2004;
2006).

Inicialmente realizaram-se testes controle, para confirmar a expressao dos
canais TRPM2 pelas células T-REXITRPM2 (Figura 27). No grupo ndo tratado com
doxiciclina (TRPM2-), néo foi observado alteracao na fluorescéncia, 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 incubagdo com H;0, (1
mM) (Grafico 14). Como descrito previamente por Kraft e col. (2006), esse efeito foi
totalmente bloqueado para os niveis de fluorescéncia basais (1,1+0,05) quando o
acido N-(p-amylcinnamoyl) antranilico (ACA, 20 uM) foi incubado 5 min antes do
H,O, (1 mM) (Gréfico 14-B).

lonomicina 5 pM foi utilizada no final de cada experimento com a finalidade de

induzir a fluorescéncia maxima (Figura 27).
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Figura 27 — Inducao da expresséo de canais TRPM2 em células T-REx. Imagens obtidas
por microscopia confocal usando-se o marcador Fluo-3/AM (Ex488; Em515 nm), em células
cuja expressdo dos canais foi induzida (TRPM2+, D-F)) ou ndo (TRPM2-, A-C) por
doxiciclina (1 pg/mL/12-24h). Os niveis basais de fluorescéncia foram obtidos quando
nenhuma droga era incubada e logo apés adicionou-se H,O, (1 mM) por 7 min. A
fluorescéncia maxima foi observada com ionomicina (lono 5 pM).
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Gréafico 14 — Expressao de canais TRPM2 em células T-REx/TRPM2. A. Variagbes na %
de fluorescéncia pelo Fluo-3/AM (Ex488; Em515 nm) em células cuja expressdo desses
canais era induzida (TRPM2+) ou ndo (TRPM2-) por doxiciclina (1 pg/mL/12-24h). Solucao
de H,O, (1 mM) e ACA (20 uM) foram utilizadas como drogas-controle para ativagédo e
blogueio de TRPM2, respectivamente. B. Quantificacdo da fluorescéncia relativa (Fi/Fo) a
partitr dos niveis basais (Fy). Valores expressos como a médiate.p.m. (n=2/~20
células/campo). ***p<0, 001; ANOVA seguido de teste de Tukey.

A partir de entdo foi possivel avaliar o efeito de (—)-carvona nesses canais. O
Grafico 15-A demonstra que (-)-carvona (1 mM) ndo produz qualquer efeito
significativo sobre os niveis de fluorescéncia decorrentes do influxo de Ca** em
células T-REx expressando TRPM2. Vale ressaltar que nenhuma alteracdo na

fluorescéncia foi observada quando o veiculo foi incubado em células TRPM2+, ou
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mesmo por (-)-carvona (1 mM) quando incubada em células TRPM2- (dados néo
mostrados).

Logo apOs a incubacdo por (—)-carvona em células TRPM2+, adicionou-se
H.O, (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 Ca?* via TRPM2. Observou-se que (-)-carvona néo foi capaz
de promover qualquer efeito significativo no aumento da fluorescéncia relativa (F1/Fo)

induzida por H,O, 1 mM (Gréfico 15-B).
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Grafico 15 — Investigacdo do efeito de (-)-carvona sobre os canais TRPM2. A.
Variacdes na % de fluorescéncia pelo Fluo-3/AM (Ex488; Em515 nm) em células T-REx
expressando canais TRPM2, apos incubacgéo por (—)-carvona ((-)-Cv, 1 mM), H,O, (1 mM) e
ionomicina (lono, 5 uM). B. Quantificagédo da fluorescéncia relativa (F,/Fo) a partitr dos niveis
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basais (Fo). Valores expressos como a médiate.p.m. (n=2-3/~20 células/campo).
***p<0,001; ANOVA seguido de teste de Tukey.
4.7 Expressao heteréloga de canais TRPV1 em HEK 293

De acordo com os resultados demonstrados com neurbnios DRG
anteriormente, (-)-carvona elevou a fluorescéncia mediada pelo influxo de Ca?*
nessas células, sendo este efeito totalmente blogueado pelo Verm-Ru e CPZ,
indicando o possivel envolvimento dos canais TRPV1 (Grafico 12 e 13). Entretanto,
experimentos adicionais foram realizados com o objetivo de confirmar esta hipétese.
Investigou-se, portanto, o efeito de (—)-carvona em células HEK 293 expressando o
canal TRPV1 heterologamente, por meio de ensaios de microscopia de
fluorescéncia pelo Fura-2/AM (Ex340/380; Em510 nm), monitorando-se 0s niveis de
Ca?" intracelulares nessas células.

Inicialmente confirmou-se a identidade do DNA complementar (cDNA) do
TRPV1, doado pelo Prof. David Julius (UCSF, EUA), por meio de andlise de
restricdo e sequenciamento. A Figura 28 mostra o mapa de clonagem do cDNA do
TRPV1 em pCDNA3, e o seu sitio multiplo de restricdo (CATERINA et al., 1997). O
cDNA foi purificado e entdo submetido a anélise de restricdo com a enzima Bam Hl,

onde foi possivel deduzir a presenca do inserto (~3 kb) (Figura 28).
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Figura 28 — Analise de restricao do plasmideo clonado com TRPV1. A esquerda, cDNA-
TRPV1 que foi clonado no vetor pPCDNA3 utilizando-se os sitos BstX | e Not |. Os asteriscos
indicam os sitios de restricdo Unicos. Na direita, observa-se a eletroforese em gel de
agarose (1%) do plasmidio purificado antes (2) e ap0s a andlise de restricao por Bam Hl.

Posteriormente, realizou-se o sequenciamento do cDNA purificado, utilizando-
se o primer promotor T7 do London Regional Genomics Center — Robarts Res. Inst.,
UWO - Canada. Foi obtida portanto, uma sequéncia de aproximadamente 900
nucleotideos (Figura 29), o que representa mais de 30 % da sequéncia total do
cDNA-TRPV1 cujo comprimento € de 2847 pares de base (Fonte: NCBI).
Analisando-se a sequencia obtida pelo programa Megablast do NCBI (nr/nt),
observou-se um alto porcentual de similaridade (99 %) com o gene do canal TRPV1
de Rattus novergicus. Para esta andlise obteve-se 100 % de cobertura, 0 % de gaps
e Evalue de 0.0 (Figura 29). O resultado do sequenciamento completo, bem como o

alinhamento total, podem ser conferidos nos anexos.
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Prrreerrrrrerrrerrrr e e et ettt
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Figura 29 — Analise da sequencia do cDNA-TRPV1 purificado. Na figura superior
observa-se uma representacao do eletroferograma obtido apds o sequenciamento do cDNA-
TRPV1 purificado, utilizando-se o primer promotor T7 (London Regional Genomics Center —
Robarts Res. Inst.,, UWO — Canada). Abaixo esta 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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A partir da confirmacdo da identidade do gene TRPV1, realizou-se testes
controle por microscopia de fluorescéncia pelo Ca**, utilizando-se o fluoréforo Fura-
2, para confirmar a funcionalidade do canal apds sua transfeccdo em células HEK
293. Por meio de co-transfeccdo com o marcador fluorescente m-Cherry (Ex587,;
Em610 nm), foi possivel selecionar apenas as células que receberam o cDNA de
TRPV1. O Grafico 16 demonstra que apenas as ceélulas que receberam o cDNA
(TRPV1+), marcadas em vermelho pelo m-Cherry (mCh), foram capazes de
responder a capsaicina 5 pM. O mesmo ndo ocorreu com as células néo
transfectadas (TRPV1-), comprovando o sucesso da expressdo dos canais TRPV1
nesse estudo. lonomicina 5 pM foi utilizado para induzir a fluorescéncia maxima

nessas células.

Gréfico 16 — Expresséo heterdéloga de canais TRPV1 em células HEK 293. O traco em
negro representada a situagdo controle por células ndo transfectadas com o cDNA para
canal (TRPV1-) e em vermelho estdo as células positivas (TRPV1+). A pequena imagem no
canto esquerdo mostra como foram selecionadas apenas as células co-transfectadas com
mCh (Ex587; Em610 nm). Imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia em células
marcadas com Fura-2 (Ex 340/380; Em510 nm) 5 pM.

4.7.1 Efeito de (-)-carvona sobre os canais TRPV1

Posteriormente foi possivel avaliar o efeito de (-)-carvona sobre os canais

TRPVL1. Através das imagens adquiridas durante os experimentos, demonstrou-se
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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-) ndo tiveram 0s seus niveis de

fluorescéncia alterados por (—)-carvona sob as mesmas condic¢des (Figura 30).

Figura 30 — Efeito de (-)-carvona sobre os canais TRPV1 expressos em HEK 293.
Imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia em células transfectadas (+, E-H) ou nao
(-, A-D) pelo cDNA-TRPV1, marcadas com Fura-2 (340/380 nm). As imagens da esquerda
mostram a superposicao entre luz transmitida (LT) e pelo filtro F587 nm correspondente ao
mCherry, para identificacdo das células transfectadas. O basal (B e F) foi obtido quando
nenhuma droga era incubada. As imagens C e D foram obtidas 4 min apés a adi¢ao de (-)-
carvona ((-)-Cv, 1 mM). Em D e H observa-se a fluorescéncia maxima emitida ap6s adigéo
de ionomicina (lono, 5 pM).

Para quantificar [Ca®"];

nas células HEK, utilizou-se a equagédo de Grynkiewicz
e col. (1985), [Ca?']=Kd*(R-Rmin)/(Rmax-R)*(Fmax380/Fmin380), onde Kd é a
constante de dissociacdo do Fura-2; R € a razdo F340/F380; Rmax e Rmin
representam a razao maxima e minima de fluorescéncia; Fmax380 e Fmin380 séo a
fluorescéncia méxima e minima obtidas em F380 nm. A calibracéo da [Ca®*-livre] foi
realizada no final de cada experimento pela ionomicina 5 pM e EGTA 20 mM. A fim
de se observar uma possivel dependéncia da concentracdo dos efeitos de

2+]i

(-)-carvona (1-10 mM) sobre o aumento da [Ca“”']i em células HEK 293 expressando
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TRPV1, os valores obtidos foram aplicados, por regressdo nao-linear, a equacao de
Hill f=Min+(Max—Min)/1+10((c9!Cso-ldrogal™) ' qescrita previamente.

De acordo com os resultados obtidos, observou-se que o efeito de
(-)-carvona sobre os canais TRPV1 ocorria de modo dependente de sua
concentracdo, apresentando uma CEsy de 1,3+0,2 mM e constante de Hill de 2,5,
indicando uma possivel interacéo do tipo cooperativa desse monoterpeno com o seu

sitio receptor neste canal (Grafico 17).
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Gréfico 17 — Efeito dependente da concentracdo de (-)-carvona ((-)-CV) sobre o
aumento dos niveis de Ca** em células HEK transfectadas com TRPV1. Os valores
foram obtidos pela equacdo: [Ca2+]i=Kd*(R-Rmin)/(Rmax-R)*(Fmax380/Fmin380) e em
seguida ajustados & equacdo de Hill f=Min+(Max—Min)/1+10{9!cs0-ldregal™™ = n5r regresséo
nao-linear. Valores expressos como a médiate.p.m. (n= 3/~15 células/campo).

Em seguida utlizou-se a concentracdo de (-)-carvona (1 mM),
correspondente a sua CEsp, com 0 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 razdo de fluorescéncia apenas nas células TRPV1+ (Grafico 18-A), o que
representou um aumento da [Ca®']; 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 puM (Grafico 18-B). Capsaicina 5
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UM foi adicionada logo apds (-)-carvona, com o intuito de comprovar a presenca ou
auséncia desses canais nas células TRPV1+ e TRPV1-, respectivamente (Grafico

18).
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Grafico 18 — Bloqueio do efeito de (—)-carvona em HEK 293 expressando TRPV1. A.
Grafico representativo da variacdo da taxa de fluorescéncia (F340/F380) frente a incubacao
por (-)-carvona ((-)-Cv, 1 mM), capsaicina (Cap, 10 uM) e ionomicina (lono 5 uM) em
células TRPV1+ e TRPV1-. B. Gréfico quantitativo da variacdo da concentracdo do Ca?
intracelular [Ca®]; induzido por (-)-Cv 1 mM em células TRPV1+ e TRPV1- submetidas ao
banho normal (KRH) ou pré-incubado por capsazepina (CPZ, 10 uM). Os valores foram
obtidos pela equacdo: [Ca2+]i=Kd*(R-Rmin)/(Rmax-R)*(Fmax380/Fmin380). Valores
expressos como a médiate.p.m. (n= 3x~15 células/campo). ***p< 0,001. ANOVA seguido de
teste de Tukey.
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4.7.2 Avaliacao daresposta de TPRV1 frente as sucessivas exposi¢cdes por

(-)-carvona

Com a finalidade de investigar se o efeito antinociceptivo de (-)-carvona
estaria associado a dessensiblizacdo de canais TRPV1, realizou-se experimentos de
imageamento dos niveis de Ca?* citosélicos, onde a (-)-carvona era sucessivamente
incubada e removida das placas contendo células HEK 293 expressando canais
TRPV1. De acordo com o Gréfico 19-A, pode-se observar que o efeito de
(-)-carvona (1 mM) sobre os canais TRPV1 em uma primeira incubacdo, era
totalmente cessado quando essas células eram submetidas a sucessivas
exposicdes (5 min cada) por este monoterpeno. Foi demonstrado, portanto, que o
aumento da [Ca®*']; 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), apds a

segunda e terceira exposic¢des, respectivamente (Grafico 19-B).
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Grafico 19 — Avaliacdo da dessensibilizagcdo dos canais TRPV1 por (-)-carvona. A.
Grafico representativo da variacdo da taxa de fluorescéncia (F340/F380) frente ao efeito de
(-)-carvona ((-)-Cv, 1 mM) seguido de sucessivas lavagens pela solu¢cdo de banho (KRH)
em células TRPV1+. B. Gréfico quantitativo da variacdo da concentracéo do Ca** intracelular
[Ca?*']; induzido por (-)-Cv (1 mM) em sucessivas exposi¢des. Os valores foram obtidos pela
equacdo: [Ca2+]i=Kd*(R-Rmin)/(Rmax-R)*(Fmax380/Fmin380). Valores expressos como a
médiate.p.m. (n= 2; duplicata; ~15 células/campo). ***p< 0,001. ANOVA seguido de teste de
Tukey.
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5 DISCUSSAO

O alivio da sensacdo dolorosa continua sendo um dos grandes alvos da
medicina moderna, onde se tenta, sobretudo, desenvolver substancias que possuam
efeito sobre o sistema nervoso central, podendo ser utilizadas no alivio das dores
crdnicas, ou ainda na obtencdo de farmacos com eficacia semelhante ou maior do
que aqueles ja utilizados na terapéutica, mas com menor incidéncia 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 tém demonstrado que 0 monoterpeno (-)-carvona constitui uma molécula
promissora para o tratamento da dor, uma vez que esta substancia foi capaz de
reduzir a resposta nociceptiva, sob diferentes metodologias comportamentais para
analgesia (GONCALVES, 2008; GONCALVES et al., 2008).

N&o obstante, os dados obtidos por este estudo contribuirdo para a melhor
compreensao do perfil terapéutico dos Oleos essenciais obtidos de espécies
vegetais, principalmente do género Mentha, os quais a (-)-carvona geralmente
aparece como principal constituinte ativo (DeSOUSA; NOBREGA; ALMEIDA, 2007;
GONCALVES et al., 2008).

Vérios trabalhos tém demonstrado a importancia dos distintos grupamentos
quimicos presentes nas moléculas dos monoterpenos com as suas respectivas
fungBes farmacoldgicas. Por exemplo, DeSousa e col. (2007a) observaram que a
poténcia do efeito antinociceptivo de monoterpenos analogos a rotundifolona, como
(+)-pulegona, o oxido de limoneno, ou (+) - e (-)-carvona, estava diretamente
relacionada com algumas pequenas diferencas estruturais nessas moléculas.

Outro trabalho relacionado com o estudo estrutura-atividade demonstrou que
varios monoterpenos como o carvacrol, timol, dihidrocarveol e carveol, ativavam
canais TRPV3 de forma mais potente do que a canfora, um agonista conhecido
desses canais (VOGT-EISELE et al., 2007). Nesse estudo os autores sugerem a
importancia da presenca da hidroxila, comparando-se com grupos carbonilas,
localizadas no anel de suas respectivas moléculas, para a determinacao dos efeitos

dos monoterpenos.
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Portanto, é razoavel pensar que modificagbes quimicas na estrutura de
(-)-carvona poderiam igualmente afetar as suas propriedades neurofarmacoldégicas.
Em contrapartida, tais resultados viriam a fornecer novas informacdes sobre o modo
de acdo dos monoterpenos. Neste aspecto, o presente estudo investigou a relacao
estrutura-funcdo entre a (-)-carvona e os seus analogos 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 diminui¢do da excitabilidade nervosa periférica, sendo esse
efeito dependente de sua concentracdo (GONCALVES, 2008; GONCALVES et al.,
2008). Para avaliar se a estereoisomeria de carvona estaria relacionada com esses
efeitos, (+)-carvona foi investigada, sob essas mesmas condi¢cées experimentais, e
em seguida comparou-se os seus efeitos aos previamente descritos para a (-)-
carvona. Foi observado que (+)-carvona foi capaz de reduzir a conducao dos nervos
periféricos, de maneira concentracdo-dependente, apresentando uma Clsy de
8,7£0,1 mM (Hill= 2,3) (Grafico 1), sendo relativamente mais potente que 0 seu
estereoisbmero (—)-carvona, cuja Clso foi de 10,7+0,1 mM (Hill= 2.2), conforme
demonstrado anteriormente por Goncalves (2008). Apesar dessa diferenca
observou-se que os isdbmeros de carvona apresentaram semelhantes coeficientes de
Hill, sugerindo-se que ambos os compostos parecem interagir com 0 mesmo sitio
receptor, entretanto com diferentes afinidades. Experimentos adicionais também séo
necessarios para confirmar essa observacao.

Analisando-se as propriedades do PAC (potencial de acdo composto)
detalhadamente, pdde-se evidenciar outras semelhancas associadas a farmacologia
da (+) - e (-)-carvona. Por exemplo, nosso estudo demonstrou que o efeito
bloqueador foi parcialmente extinto devido a extensa lavagem desses compostos por
solucao fisioldgica (Grafico 2), sugerindo-se que ambos 0s monoterpenos atuam de
modo reversivel sobre o nervo periférico de rato. Além disso, ambos os isdmeros da
carvona novamente apresentaram semelhangas nos seus modos de acdo ao
analisarem-se os eventos de despolarizacdo e repolarizacdo do PAC. Na tabela 1
podemos observar que (+) - e (-)-carvona reduziram VDpac (velocidade de
despolarizacdo do PAC) em torno cerca de 50% a partir do controle, o que foi
igualmente revertido apos lavagem. Ao analisar-se a fase de repolarizacdo do PAC,

constatamos que (+)-carvona ndo promoveu qualquer alteragéo no tep (constante de
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tempo de repolarizacdo), assim como observado previamente com a (-)-carvona
(GONCALVES, 2008).

A fase de despolarizacédo do PAC esta relacionada a ativacdo de canais para
sédio voltagem-dependentes (Hille, 2001). Conforme descrito anteriormente, um
bloqueador padrdo deste tipo de canal poderia reduzir taxa de condutancia ao Na*
diminuindo assim, a ativagédo das fibras do feixe nervoso (Alves et al., 2010). Por
outro lado, a repolarizacdo PAC esta associada com a inativagcdo dos canais para
sédio (Na,), bem como, com a ativacdo dos canais para potassio de retificacdo
tardia, por isso é esperado que bloquadores para esses canais reduzam os valores
de tep (DESOUSA et al., 2006a; LONG et al, 2007). Portanto, podemos sugerir que
ambos enantidbmeros de carvona podem diminuir a excitabilidade nervosa por meio
do bloqueio de canais Na, de maneira reversivel, no entanto a inativacdo desses
canais além da ativacdo dos canais para potassio ndo estariam diretamente
relacionada com a acéo de tais compostos sobre o nervo periférico.

Com a finalidade de identificar a importancia de grupamentos estruturais
sobre as caracteristicas necessarias para o bloqueio da excitabilidade nervosa pela
(-)-carvona, foram utilizados uma série de monoterpenos, semelhantes a 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, 0s monoterpenos examinados que possuiam grupos
hidroxila foram mais potentes do que os enantibmeros de carvona. Observamos que
a reducao da carbonila para um grupo hidroxila na posicdo 2 do anel de carvona,
levou a um aumento do bloqueio do PAC (Gréafico 3). Além do mais, esses
resultados estdo de acordo com estudos anteriores demonstrando a importancia da
hidroxila como um requisito estrutural para atuar em canais ibnicos (MOHAMMADI et
al., 2001; VOGT-EISELE et al., 2007). Outro fator importante observado foi que o
anel aromatico, presente na molécula de carvacrol, inibiu a reversibilidade do efeito
apos lavagem, sugerindo que tal componente aumenta fortemente a afinidade de
ligacdo ao receptor (Grafico 3). No entanto, a auséncia de oxigénio na molécula de
(+)-limoneno, praticamente aboliu todos os efeitos descritos acima (Gréfico 3).

Além disso, nés avaliamos se as atividades dos compostos testados estariam
relacionadas a suas respectivas solubilidades. Para isso, calculou-se o tempo
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necessario para que todos os monoterpenos atingissem seus efeitos maximos e, em
seguida, esses dados foram ajustados a equacao de decaimento monoexponencial.
Apesar de apresentarem solubilidades iguais, a (—)-carvona atingiu o seu efeito
maximo mais lentamente do que (+)-carvona (Grafico 4). Isto poderia ser explicado
pelo fato de que essas moléculas possuem diferentes afinidades de ligacdo em seus
receptores, conforme sugerido acima. Outro fator importante desse estudo foi que a
taxa de decaimento necesséaria para cada monoterpeno alcancar o seu efeito
maximo, ndo foi um reflexo de suas diferencas de poténcia. Nossos resultados
mostraram que, apesar de (+)- e (-)-carvona compartilharem efeitos semelhantes
nos eventos de despolarizacdo e repolarizagdo do PAC, esses estereoisdbmeros
apresentarm diferentes taxas de decaimento (Gréfico 4). Ja o carvacrol, 0 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
rapido composto a se difundir dentro das fibras nervosas e atingir o seu sitio
receptor, provavelmente como resultado de um coeficiente de particao ideal quando
comparado com 0s outros monoterpenos avaliados.

Para iniciar o estudo do efeito de (-)-carvona em nivel celular, faz-se
necessario determinar uma faixa de concentragdo em que este monoterpeno nao
esteja provocando danos as células em estudo. Neste sentido, testes de
citotoxicidade celular sédo considerados como uma das ferramentas mais comumente
utiizadas para a triagem eficiente na descoberta e desenvolvimento de
medicamentos. Os pontos finais para ensaios testes incluem membrana celular,
membrana lisossomica e integridade mitocondrial. Interrupcdes de qualquer uma
destas estruturas sdo indicativos de citotoxicidade e podem fornecer informacdes
sobre a susceptibilidade de organelas celulares e compartimentos celulares (KIM et
al, 2009; MELO et al, 2004).

O ensaio do vermelho neutro, por exemplo, € 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
viaveis (REPETTO, DEL PESO, ZURITA, 2008). A quantidade de vermelho neutro
detectado por colorimetria €, portanto, correlacionada com a funcdo 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 citotoxico em neurdnios DRG (Gréafico 5). Esses dados
puderam garantir que concentragbes menores que 4 mM desse monoterpeno nao
seriam capazes de induzir danos a integridade de membrana das células em estudo,
sendo possivel a partir de entdo, determinar uma concentracdo ndo-toxica.

Com o advento da técnica de citometria de fluxo, tem sido possivel realizar
testes de citotoxicidade de maneira rapida e eficiente, uma vez que esta técnica
permite a avaliacdo de grandes populacdes celulares com grande reprodutibilidade
(DARZYNKIEWICZ; HUANG, 2004). Utilizando-se o iodeto de propidio como
marcador da integridade de membrana, é possivel quantificar precisamente, a
populacdo de células que incorporaram este corante, que se liga ao DNA das células
danificadas, emitindo alta fluorescéncia quando excitadas pelo laser do aparato de
citometria de fluxo (DARZYNKIEWICZ; HUANG, 2004; KRISHAN, 1975).

A partir dos resultados obtidos por este método, péde-se demonstrar que
(-)-carvona também possui baixa toxicidade em células HEK 293 (Gréfico 6),
apresentando uma CEsp de aproximadamente 5 mM. Esses dados corroboram o
estudo anterior de citotoxicidade em neurdnios DRG pelo teste do vermelho neutro,
sugerindo o uso de concentracbes de (-)-carvona inferiores & 4 mM em
experimentos em nivel celular. A partir deste estudo foi possivel investigar o efeito
de (-)-carvona sobre os canais iGnicos de membrana bem como na determinacao
dos niveis de Ca®" intracelulares, com a seguranca de que as concentracées
utilizadas néo estivessem, relacionadas com altera¢gdes na integridade da membrana
plasmatica ou mesmo decorrentes da ativacdo de eventos de morte celular.

Os canais para Na* dependentes de voltagem (Na,) sdo considerados como
as bases da excitabilidade neuronal, e muitos estudos recentes tém creditado esses
canais como alvos potenciais para o desenvolvimento de novas drogas analgésicas
para o tratamento de dores complexas, como por exemplo a dor neuropatica
(ARAUJO et al., 2011; VELLANI et al., 2011; WAXMAN et al., 2000). A dor
neuropatica esta associada a alteracdes na expressao génica dos canais Na,l1.7,
Na,1.8 e Na,1.9, principalmente, apdés uma lesdo no nervo, provocando uma
hiperexcitabiliade nervosa (BLACK et al., 2004; DEVOR, 2006; DIB-HAJJ et al.,

2007; POYRAZ et al., 2003). Esses canais sGo0 comumente expressos em neuronios
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responsaveis pela transmissdo da nocicepcao periférica, como os neurénios DRG de
pequeno diametro (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
Na, (GONCALVES 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 neurbnios DRG de pequeno diametro. Apos caracterizar as
correntes totais de Na* nesses neurdnios (Figura 25; Gréafico 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 participacdo dos
canais Na, durante o efeito antinociceptivo deste monoterpeno. De acordo com o
perfil das correntes obtidas apds a perfusdo com (-)-carvona, em comparacdo com
as correntes controle, observou-se que a fase de inativacdo dos canais Na, ndo
estaria sofrendo alteracao aparente (Figura 26), sugerindo-se um efeito bloqueador
do poro do canal pelo monoterpeno. No entanto, esta hipdtese assim como a
identificacdo dos subtipos dos canais Na, envolvidos, mais especificamente, nao
puderam ser verificados durante o presente estudo.

A confirmacdo do bloqueio de canais Na, por (-)-carvona poderia, portanto,
explicar que a reducéo da excitabilidade periférica esta relacionada com o seu efeito
analgésico agudo, o qual foi evidenciado em estudos comportamentais especificos
(GONCALVES, 2008; GONCALVES et al., 2008). Entretanto, outras vias de
nocicep¢ao da dor cronica ou a longo prazo, deflagradas principalmente pelo
aumento da sensibilidade a dor causado pelas prostaglandinas e outros mediadores
quimicos (NICKEL et al., 2011), devem ser levadas em consideracao.

Sabendo-se que o Ca®" é um fon essencial e estad envolvido direta ou
indiretamente nas vias de nocicepc¢do, a monitoracdo dos seus niveis intracelulares
constitui uma escolha adequada para a avaliacao inicial da atividade farmacol6gica
de algumas substancias (ANAND; OTTO, 2010; XU; BLAIR; CLAPHAM, 2005). De
tal modo, os efeitos de (-)-carvona em neurdnios DRG foram investigados por meio
de marcacéo do Ca*" intracelular nessas células por fluorescéncia.

Durante esses experimentos, observou-se que 1 mM de (-)-carvona era
capaz de induzir um rapido aumento do Ca®*, a partir dos seus niveis basais, em

neurénios DRG de pequeno diametro (Grafico 8). Adicionalmente, o veiculo utilizado
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para a dissolugdo deste monoterpeno mostrou-se inerte durante esses testes,
comprovando que os efeitos observados pertenciam de fato a (-)-carvona.

O aumento dos niveis citossélicos do Ca** nas células eucariéticas podem ser
provenientes do meio externo, via canais idnicos ou trocadores idnicos, como
exemplos, ou internamente, a partir da sua liberagdo dos estoques intracelulares.
Para avaliar quais dessas vias estavam relacionadas com o efeito de (-)-carvona
nos neurdnios DRG, essas células foram submetidas a um banho zero-Ca?*. Dessa
forma, foi possivel demonstrar que este monoterpeno ndo mais induzia um aumento
do Ca** nessas condicBes (Grafico 9). Portanto, o efeito de (-)-carvona era
dependente do Ca** externo. A utilizacdo de uma solucdo de cafeina e tapsigargina,
como controles positivos, utilizados para liberar o Ca®* do reticulo endoplasmatico
(HAWORTH et al.,, 1998; SASAKI; DAYANITHI; SHIBUYA, 2005), validou esse
experimento (Gréfico 9).

Durante a transmissdo dos sinais nociceptivos pelos neurbnios DRG, varios
tipos distintos de canais iGnicos estdo envolvidos. Dentre os canais iGnicos
dependentes de voltagem mais relatados estéo os canais Ca, do tipo L (Ca,1.1-1.4),
P/Q (Ca,2.1) e N (Ca,2.2), os canais para sodio (Na,) dos subtipos 1.3, 1.7, 1.8 e
1.9, e o0s canais para potassio (K,). Alguns estudos tém atribuido consideravel
importancia na modulacdo da dor aos canais NMDA-glutamatérgicos (CHIZH et al.,
2001), muscarinicos M; e M, (NAGUIB; YAKSH, 1997) e os receptores transientes
de potencial (TRP’s) como o TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPV4, TRPM8 e TRPAL,
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 farmacologico,
utilizando-se alguns bloqueadores como o CdCl,, para canais Ca,, MK-801, para
NDMA, atropina para muscarinicos e vermelho de ruténio para TRPs. Dentre estes
antagonistas, apenas o vermelho de ruténio foi capaz de bloquear a entrada de Ca**
induzida pela (-)-carvona em neurénios DRG (Grafico 10). Entretanto, ainda seria
necessario descobrir qual tipo de canal TRP estaria sendo ativado por este
monoterpeno.

Dentre os canais TRP, os pertencentes a subfamilia dos receptores

vaniloides, TRPVs, sdo 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 varios trabalhos tém demonstrado a sua
importancia com a sensibilidade a dor. Consequentemente, os moduladores de
TRPV1 estdo sendo investigados como potenciais candidatos analgésicos para
varios tipos de complica¢des da dor (McDOUGALL, 2011).

Ao utilizar-se a capsazepina, um antagonista seletivo dos canais TRPV1
durante a incubacdo de neurbnios DRG com (-)-carvona (1 mM), foi possivel
demonstrar que o influxo de Ca®" fora totalmente bloqueado (Gréfico 12), sugerindo-
se, pela primeira vez, a participacdo desses canais no mecanismo de acao de (-)-
carvona. Adicionalmente, verificou-se que (-)-cavona aumentou cerca de 3 vezes,
as concentracdes citosdlicas de Ca®" a partir dos niveis basais (controle), efeito esse
totalmente inibido em situacées de zero-Ca** no banho externo ou pelo vermelho de
ruténio ou capsazepina (Grafico 13). No entanto, devido ao grande nuamero de
receptores TRPs serem expressos nesses neurdnios, experimentos adicionais foram
realizados para confirmar a acdo de (-)-carvona diretamente sobre os canais
TRPV1, ou ainda, se outros tipos de canais TRPs também estariam participando
nesse efeito.

O canal TRPM2 é permeéavel aos fons Ca** e é formado por dois distintos
dominios protéicos, onde um funciona como um canal i6nico enquanto o outro
possui funcdo enzimatica, atuando como uma pirofosfatase, ligando-se
especificamente ao ADP-ribose (ADPR) (PERRAUD et al. 2001). Esse canal
também é sensivel as espécies reativas de oxigénio (ROS), podendo ser ativado
pelo H,O, 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 ativacao dos
canais TRPM2 em neurbnios DRG esteja relacionada com a inducdo de processos
inflamatérios como consequéncia do estresse oxidativo, dessa forma contribuindo
para a etiologia da dor neuropatica. Com base nesse relato, investigou-se a
possibilidade dos efeitos de (—)-carvona estarem relacionados com as correntes de
Ca’" geradas via TRPM2. No entanto, nenhum efeito foi observado sobre esses
canais (Grafico 15), descartando esta hipotese.

Com o advento da biologia molecular, tornou-se possivel desenvolver

sistemas celulares heter6logos em laboratorio, por meio da expressao de
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determinados receptores protéicos em células que ndo os possuam normalmente,
OuU mesmo que 0s apresentem em baixas quantidades. Essas técnicas sao de
grande relevancia cientifica, uma vez que possibilitam determinar a participacao
direta desses receptores frente aos farmacos em teste. Dessa forma, realizou-se a
expressao heterdloga 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 (DH5a), e logo em
seguida purificado e identificado como sendo o canal TRPV1 de Rattus novergicus
(Figuras 28 e 29). A partir desta confirmacdo, esse cDNA foi transientemente
transfectado em células HEK 293, por meio da técnica de co-precipitacdo pelo
fosfato de célcio.

A partir de experimentos utilizando a capsaicina e a capsazepina como
ferramentas controle, para induzir a ativacdo e o antagonismo de canais TRPV1,
respectivamente, péde-se confirmar o sucesso da expressdo heterdloga de acordo
com a metodologia utilizada neste estudo (Grafico 16). Por meio de co-transfeccao
dessas células com o marcador fluorescente mCherry, as células transfectadas com
0 cDNA-TRPV1 puderam ser selecionadas durante os experimentos por imagem
pelo calcio. A partir de entdo, 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 niveis de Ca** intracelulares apenas nas células
TRPV1 positivas (TRPV1+), ao passo que as células controle negativo (TRPV1-),
mantiveram-se inertes a presenca do monoterpeno (Figura 30). Adicionalmente,
verificou-se que tal efeito era dependente de concentracdo, apresentando uma CEsg
de 1,3+0,2 mM (Hill= 2,5), indicando uma possivel interacdo do tipo cooperativa
desse monoterpeno com o canal (Gréfico 17).

Posteriormente, o efeito de (—)-carvona em TRPV1 pode ser confirmado por
meio de antagonismo pela capsazepina (Grafico 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 nao pbéde ser sugerido a partir

desses dados isolados.
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Estudos recentes sugerem que a ativacdo dos canais TRPV1, seguindo de
rapida dessensibilizacdo, constitui um explicacdo plausivel para o efeito analgésico
de monoterpenos ativadores desses canais, como por exemplo, a canfora (XU;
BLAIR; CLAPHAM, 2005). Essa hipotese também pode explicar o efeito
paradoxalmente analgésico provocado pela capsaicina, quando utilizada em uso
topico (SZOLCSANYI, 2006).

Com a finalidade de se investigar se o efeito antinociceptivo de (-)-carvona
estaria associado a dessensiblizacdo de canais TRPV1, realizou-se experimentos de
microscopia de fluorescéncia pelo célcio, onde a (-)-carvona era repetidamente
exposta as ceélulas HEK 293 transfectadas com TRPV1. Desse modo, a ativagdo de
TRPV1 pela (-)-carvona foi totalmente cessada quando as células eram submetidas
a sucessivas exposicoes a esse monoterpeno (Grafico 19). Sugerindo-se que,
apesar de ativar os canais TRPV1 em um primeiro momento, 0 uso continuo de
(-)-carvona promove a inibicdo do influxo de Ca®" nessas células via TRPV1,
provavelmente devido a dessensibilizacao desse receptor.

Estudos recentes demonstraram que alguns sitios de fosforilacdo do canal
TRPV1, como S116, T370, S502, T704 e S800, estdo relacionados com a sua
dessensibilizacdo (NUMAZAKI et al., 2002; PREMKUMAR; AHERN, 2000;
SZOLCSANYI, 2006; SZALLASI et al., 2007). Pode-se sugerir, portanto, que esses
sitios estariam de envolvidos no mecanismo molecular da (—)-carvona sobre o canal
TRPV1, provavelmente impedindo a sua fosforilacdo pelos moduladores positivos
PKA e PKC, envolvendo PIP, e Ca?/calmodulina. Entretanto, esta hipétese somente
poderia ser confirmada através de estudos adicionais.

Apesar da identidade dos canais ibnicos responsaveis pela ativacao de
potenciais de acdo propagados a partir de nervos sensiveis a capsaicina nao serem
totalmente elucidadas, um estudo recente demonstrou que os canais Na, resistentes
a tetrodotoxina (TTX-R) estdo envolvidos no reflexo axonal de nervos intestinais,
apos ativacdo de canais TRPV1 (MIRANDA-MORALES et al., 2010). Sabendo-se
que (-)-carvona promove um efeito bloqueador das correntes geradas por canais
Na, em neurdnios DRG, é possivel que a dessensibilizacdo de canais TRPV1 por
este monoterpeno implique, de algum modo, na modulacao de canais TTX-R (Nayy s,
Nay1.9), contribuindo assim, para um efeito analgésico mais eficaz e a longo prazo.

Entretanto, estudos adicionais sdo necessarios para comprovar essa hipétese.



109

Em suma, o presente estudo evidenciou que a substituicdo do grupamento
carbonila por uma hidroxila na molécula de (-)-carvona poderia aumentar a
eficiéncia desse monoterpeno na reducao da excitabilidade nervosa periférica. Efeito
este que foi demonstrado como sendo resultante do bloqueio de canais Na,, bem
como pela ativagdo e posterior dessensibilizacdo de canais TRPV1, indicando a
grande potencialidade deste monoterpeno como uma molécula antinociceptiva

periférica ou protétipo de nova droga analgésica.

5.1 Mapa conceitual

Figura 31 — Mecanismo de agdo antinociceptivo de (-)-carvona sobre o SNP. A figura
demonstra o efeito de (—)-carvona sobre o soma do neurdnio DRG (centro), bloqgueando
canais Na, e promovendo a ativacao e posterior dessensibilizacdo de canais TRPV1. Abaixo
a direita esta representado o bloqueio da excitabilidade nervosa periférica, resultante do
blogueio de canais Na, por (-)-carvona.
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6 CONCLUSOES
Diante dos resultados obtidos no presente estudo, conclui-se que o
monoterpeno (-)-carvona:
v' Apresentou o efeito bloqueador da excitabilidade nervosa dependente do
grupamento carbonila presente na sua molécula, cuja delecdo ou

substituicédo, respectivamente, diminuiu ou aumentou tal efeito;

v Apresenta baixa citotoxicidade em neur6nios DRG e em células HEK 293;

v Reduziu as correntes totais de Na" geradas por dos canais Na, de neurdnios
DRG;

v/ Aumentou os niveis de CaZ?' intracelulares em neurdnios DRG, de modo

dependente do Ca?* extracelular;

v' Teve seus efeitos sobre neurbnios DRG totalmente bloqueados pelos

antagonistas vermelho de ruténio e capsazepina;

v' N&o promoveu qualquer efeito sobre canais TRPM2 estavelmente expressos
em células T-REXITRPM2;

v Aumentou os niveis de Ca*" intracelulares em células HEK 293 expressando
heterologamente canais TRPV1, de modo dependente de concentracao;

v' Teve seus efeitos sobre células HEK 293, que expressavam heterologamente

os canais TRPV1, totalmente bloqueados pelo antagonista capsazepina;

v/ Atua sobre os canais TRPV1 promovendo a sua ativacdo e posterior

dessensibilizacéo.
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7 PERSPECTIVAS

Em face da potencialidade de (-)-carvona como um novo agente analgésico
ou prototipo de nova droga analgésica conforme demonstrado neste trabalho,
sugere-se, portanto, a continuagdo do estudo acerca dos mecanismos
antinociceptivos deste monoterpeno, dando maior enfoque aos subtipos especificos
de canais Na, envolvidos neste efeito, bem como nas vias moleculares de

dessensibilizagcdo do canal TRPVL1.
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