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RESUMO

EFEITO ANTINOCICEPTIVO DA RIPARINA IV EM MODELOS ANIMAIS:
MECANISMOS DE ACAO ENVOLVIDOS

Do fruto verde da espécie Aniba riparia (Nees) Mez, sdo encontradas algumas alcamidas,
denominadas Riparinas, que possuem um interessante potencial terapéutico. Através de um
processo de modificagdo quimica, foi sintetizado um analogo estrutural dessas substancias, a
Riparina IV. Estudos anteriores mostraram que a mesma apresentou efeitos ansiolitico e
antidepressivo, bem como efeito antinociceptivo. O presente trabalho foi desenvolvido com a
aprovacdo pela CEUA/UFC (n° 06/16), com o objetivo de avaliar o papel da Rip.IV no
processo de nocicepcdo e os mecanismos farmacol6gicos relacionados a sua atividade.
Inicialmente, foram utilizados camundongos Swiss machos e realizados modelos
experimentais de nocicep¢do: contor¢des induzidas pelo acido acético, hipernocicepgéo
mecanica induzida por agentes algésicos (PGE; e epinefrina), teste de nocicepcdo induzida
pela injecdo intraplantar de capsaicina, cinamaldeido, mentol, salina acida, PMA e 8-Br-
AMPc. Além dos testes comportamentais, foi realizada anélise do efeito da Rip.IV sobre o
Potencial de A¢do Composto (PAC) no nervo ciatico de ratos Wistar. No teste das contor¢des
abdominais induzidas por &cido acético foi realizada curva de tempo com a Rip.lV na dose de
50mg/kg, onde observou-se que os efeitos da Rip.IV apareceram ap6s 30 minutos e
persistiram até 240 minutos. A Rip.IV (25 e 50 mg/kg, v.0.) foi capaz de reduzir de forma
significativa hipernocicepcdo induzida por carragenina e PGE2, porém nédo apresentou efeito
estatisticamente significativo no teste realizado com epinefrina. Na investigacdo do
mecanismo antinociceptivo, observou-se que a Rip.IV demonstrou um efeito relacionado com
a PKA, bem como com canais iénicos relacionados a essa via. Em relacéo a acgéo de Rip IV
sobre os parametros eletrofisiologicos nos axdnios do nervo ciatico, observou-se um bloqueio
da amplitude positiva da amplitude de primeira e segunda componentes do potencial de acdo
composto (CAP) de forma concentracdo dependente, sendo os efeitos revertidos apds a
lavagem. A velocidade de ambas as componentes também foi reduzida de forma semelhante.
Os resultados demonstram que a Rip IV apresenta efeito antinociceptivo relacionado com

uma inibicdo da atividade elétrica do sistema nervoso periférico.

Palavras-chave: Nocicepcéo. Via da PKA. Potencial de a¢cdo composto.



ABSTRACT

ANTINOCICEPTIVE ACTIVITY OF RIPARIN IV IN ANIMAL MODELS:
MECHANISMS INVOLVED

From the green fruit of Aniba riparia (Nees) Mez, some alcamides with interesting
therapeutic potential, named Riparinas, are found. Through a process of chemical
modification, a structural analogue of these substances, Riparina IV, was synthesized.
Previous studies have shown that it has anxiolytic and antidepressant effects, as well as
antinociceptive effect. The present work was developed with the approval of CEUA / UFC (n°
06/16), with the objective of evaluating the role of Rip.IV in the process of nociception and
the pharmacological mechanisms related to its activity. Initially, male Swiss mice were used
and experimental models of nociception were performed: acetic acid induced contortions,
mechanical hypernociception induced by algic agents (PGE2 and epinephrine), nociception
test induced by intraplantar injection of capsaicin, cinnamaldehyde, menthol, acidic saline,
PMA And 8-Br-cAMP. In addition to the behavioral tests, the effect of Rip.IV on the
Composite Action Potential (PAC) on the sciatic nerve of Wistar rats was analyzed. We
performed a time curve with Rip.IV at a dose of 50mg / kg in the test of abdominal
contortions induced by acetic acid, where it was observed that the effects of Rip.IV appeared
after 30 minutes and persisted up to 240 minutes. Rip.IV (25 and 50 mg / kg, v.0.) was able to
significantly reduce carragennan and PGE2-induced hypernociception, but did not present a
statistically significant effect on the test performed with epinephrine. In the investigation of
the antinociceptive mechanism, it was observed that Rip.IV demonstrated a PKA-related
effect, as well as with ion channels related to this pathway. Rip IV blocked the positive
amplitude of 1% and 2nd CAP in a concentration-dependent way, and these effects were
reversible after washout. Both components reduced the conduction velocity of CAP similarly.
The results demonstrate that Rip 1V presents an antinociceptive effect related to inhibition of

electric activity of peripheral nervous system.

Keywords: Nociception. PKA pathway. Compound action potential.
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1 INTRODUCAO

1.1 Dor

A dor € algo que aflige 0 homem desde os tempos mais remotos, e muitos
buscaram esclarecer as razdes que justificassem a ocorréncia de dor e 0s procedimentos
destinados ao seu controle. Dessa forma, estd ligada a humanidade desde seus primordios, e
permanece como uma grande preocupacdo para a sociedade (SBED, 2016).

Em 22 de maio de 2012, a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP)
atualizou o conceituo de dor, definindo-o como “uma experiéncia sensorial ¢ emocional
desagradavel associada a uma lesdo tecidual potencial ou real, ou descrita em termos de tal
lesao”.

A experiéncia dolorosa resulta da interpretacdo do aspecto fisico-quimico do
estimulo nocivo e da sua interacdo com fatores emocionais e culturais individuais que
estejam, de alguma forma, relacionados a dor, tais como o humor, experiéncias anteriores,
crencas, atitudes, conhecimento, significado simbdlico atribuido a queixa dolorosa, entre
outros. A apreciacdo da dor é uma experiéncia privada e subjetiva que ndo resulta apenas das
caracteristicas da lesdo tecidual. Na apreciacdo do fenbmeno algico, aspectos sensoriais,
afetivos e socio-culturais estdo imbricados de modo indissocidvel (MELKACK; WALL,
1991; PIMENTA,; PORTINOI, 1999).

A dor € sempre subjetiva, onde cada individuo aprende a aplicacdo da palavra
através de experiéncias relacionadas com lesdes no inicio da vida. Porém, a percepcao
corporal da dor é denominada nocicepc¢ao, termo fisiolégico usado para descrever 0 processo
neural de codificagdo e processamento de estimulos nocivos (LOESER; TREEDE, 2008).

A nocicepgdo resulta da ativacdo de populagdes especificas de neurbnios que
transmitem as informagcGes de um estimulo nocivo da periferia para as vias centrais
(MILLAN, 1999; JULIUS; BAUSBAUM, 2001). As terminacOes livres, denominadas
nociceptores, sdo ativadas por estimulos de alto limiar e mdltiplas naturezas (térmica,
guimica, mecanica), e conduzem tais estimulos de forma que 0s mesmos possam ser
processados, e que respostas motoras sejam efetivadas (MENSE, 2009).

Dados os aspectos subjetivo e emocional da dor, o estudo desse fendmeno é
considerado de extrema complexidade, ficando o método cientifico restrito & observacdo de
pardmetros eletrofisiologicos, fisiopatolégicos e comportamentais sugestivos de sensagdo

dolorosa, sendo a unidade de observacdo, na maioria das vezes, um roedor (BENTLEY;
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NEWTON; STARR, 1983; ZANBOORI; TAMADDONFARD; MOJTAHEDEIN, 2008;
CHO et al., 2012)

A avaliacdo da nocicepcdo em modelos animais de comportamento demonstra-se
como uma ferramenta importante na compreensao dos fendmenos algicos. A observacao de
comportamentos estereotipados classicos apos a estimulacdo nociceptiva é de grande valia na
avaliacdo de novos compostos com potencial analgésico, bem como no estudo dos
mecanismos envolvidos na transmissdao e processamento das informacdes nociceptivas
(TJOLSEN; HOLE, 1997; MARCADANTE, 1999).

Historicamente, acreditava-se que 0s animais ndo sentiam dor como 0s seres
humanos ou que a percebiam de forma diferente. Atualmente existe uma melhor compreenséo
sobre o desenvolvimento e a perpetuacdo da dor e evidéncias de que animais e 0s seres
humanos possuam vias nervosas e neurotransmissores semelhantes para o0 seu
desenvolvimento, conducdo e modulagdo, tornando extremamente aceitavel a ideia de que
homens e animais experimentem a dor de forma similar (HELLYER et al., 2007).

A dor pode ser gerada pelo excesso de estimulos nociceptivos, pela diminuicdo do
limiar de disparo sensitivo ou pela hipoatividade do sistema supressor. Nas condicdes
normais, a divisdo aferente do sistema nervoso periférico (SNP) capta estimulo sensorial e
transmite para o Sistema Nervoso Central (SNC), onde é decodificada e interpretada.
Mecanismos modulatérios sensibilizam ou suprimem a nocicepc¢do em todas as etapas em que
ela é processada (MILLAN, 1999; STANFIELD, 2013).

A elevada prevaléncia das sindromes dolorosas é algo que ainda provoca uma
drastica mudanca na qualidade de vida de boa parte da populacdo mundial; no Brasil, estima-
se que cerca de 30% da populagéo se queixa ou sofre de dor, no entanto esses dados podem
refletir apenas parcialmente a realidade da populagdo, visto que ndo ha estudos
epidemioldgicos que englobem todas as regibes do pais. Associado a isso, as estratégias
terapéuticas utilizadas para tratamento e controle dos diversos tipos de manifestacdo da dor
sdo consideradas limitadas do ponto de vista de melhora dos sintomas e também do custo-
beneficio em relacdo a grande quantidade de efeitos adversos relatados (HOSKIN; HANKS,
1991; SAWYNOK, 2003; SBED, 2015).

O tratamento convencional com medicamentos para o controle da dor apresenta
baixa eficacia e muitos efeitos colaterais, 0 que acaba afetando negativamente a qualidade de

vida dos pacientes, resultando na sua interrup¢do (ATTALA et al., 2010).
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1.1.1 Classificagao dos tipos de dor

A dor é um fendmeno multidimensional, complexo e que apresenta diversas
formas de classificacdo. Em relacdo a fisiopatologia, distinguem-se: dor nociceptiva,
neuropética e psicogénica. Cada tipo de dor possui caracteristicas clinicas e epidemioldgicas
distintas, porém observa-se que cerca de 50 a 60% dos individuos que apresentam condicGes
dolorosas tornam-se parcial ou totalmente incapacitados para exercer suas atividades, de
maneira transitoria ou permanente, fato que contribui de forma negativa na qualidade de vida
dos mesmos (SBED, 2005).

A dor nociceptiva relaciona-se com a presenca de um estimulo nocivo intenso o
suficiente para promover a excitacdo de terminacdes nervosas denominadas nociceptores, e
pode ser dividida em aguda e crbnica: a dor aguda esta relacionada a afec¢bes traumaticas,
infecciosas ou inflamatdrias; ha expectativa de desaparecimento ap6s a cura da lesdo e a
delimitacdo temporal-espacial é precisa (PIMENTA, 1999).

O inicio da dor aguda estéa relacionado com uma lesdo ou injdria, onde ha sintese e
liberacdo de substancias algégenas; essas, por sua vez, estimulam terminacdes nervosas de
fibras mielinizadas finas ou amielinicas. A perspectiva de evolucdo natural da dor aguda é
alcancar a remissao do processo, porém, em decorréncia da ativacdo de vérias vias neuronais
de modo prolongado, o carater da dor pode se modificar e haver um processo de evolucao
para dor crénica (SALLUM; GARCIA; SANCHES, 2012).

Considerada como um fendmeno mundial, a dor aguda pode advir desde situacdes
como cirurgias eletivas e de emergéncia, doencgas graves, trauma do parto, queimaduras, até
desastres em massa, calamidades naturais e tortura. Estudos apontam que esse processo pode
gerar repercussOes fisiologicas diversas, dentre elas: taquicardia, arritmias, diminuigdo da
saturacdo de oxigénio e da oferta de oxigénio aos tecidos, agitacdo, sudorese, aumento do
trabalho cardiaco, aumento da presséo arterial, risco de sangramento, aumento da contragédo
muscular, ansiedade e medo (DRUMOND, 2000; TEIXEIRA; TEIXEIRA; KRAYCHETE,
2003; BRENNAN et al., 2007).

A dor aguda ou fisiolégica € um alerta fundamental para a preservacdo da
integridade dos tecidos em animais, evitando ou diminuindo a extensdo da ocorréncia de
lesGes, a dor cronica ndo tem este valor biologico e é uma importante causa de incapacidade
fisica (TEIXEIRA, 1990).

Dor crbnica é aquela que ndo desaparece apds a cura da lesdo ou que esta

relacionada a processos patolégicos cronicos. E mal delimitada no tempo e no espaco e
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ansiedade e depressdo sdo respostas emocionais frequentemente associadas ao quadro.
(PIMENTA, 1999).

A dor crbnica pode gerar uma série de sintomas, como mobilidade reduzida e
conseqiiente perda de forca, sono perturbado, comprometimento imune e aumento da
susceptibilidade a doenca, dependéncia de medicagdo, e co-dependéncia com membros da
familia e outros cuidadores (BRENNAN et al., 2007).

A dor neuropatica é classificada como aquela que € induzida por lesdo ou doenca
que afeta diretamente o sistema somatossensorial. Sua apresentagédo clinica envolve sinais e
sintomas especificos, que a diferenciam os outros tipos de dor, tais como: persisténcia dos
sintomas positivos além do periodo de cicatrizagdo ou cura, presenca de sintomas sensoriais
sensitivos (hiperestesia, parestesia, disestesia, alodinea, hipoestesia ou anestesia) e presenca
em graus varidveis de outros sinais e sintomas neuroldgicos motores e autonémicos
manifestados por fendmenos positivos e negativos (BACKONJA, 2003; TREEDE et al.,
2008).

O limiar de percepcéo a dor € bastante semelhante entre os individuos, porém a
tolerancia a dor varia muito e esta relacionada a fatores sensoriais (extensdo e localizacdo da
lesdo), fatores genéticos (relativos ao sistema nociceptivo e da modulacdo da dor), emocionais
(medo, raiva, ansiedade e depressdo), culturais (aprendizagem, experiéncias anteriores,
significado simbolico da dor), e sociais (possiveis ganhos secundarios de ordem econémica,
social e afetiva). (PIMENTA; PORTINOI, 1999).

Embora considerada como 5° sinal vital, portanto, de suma importancia na
avaliacdo de pacientes, observa-se que muitos profissionais de salde convivem de forma
passiva e cotidiana com a dor do outro, resultando na subidentificagdo e subtratamento das
sindromes dolorosas (LEAO; CHAVES, 2007).

1.1.2 Caminhos da dor

A compreensdo do fendmeno da dor esta relacionada a trés mecanismos:
transducdo, transmissao e modulagdo. A transducdo trata-se da ativacdo dos nociceptores por
um estimulo noxico, sendo esse mecanico, térmico ou quimico. A transmissdo trata-se da
conducdo das informacGes relativas a nocicepcao da periferia para o sistema nervoso central,
e constitui a primeira linha de defesa a fim de minimizar os danos ao organismo, e a

modulacdo compreende a inibicdo ou facilitacdo das informacgdes nociceptivas da periferia
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para 0 sistema nervoso central, através de vias que descendem do cérebro para a medula
espinhal (PORTO, 2004; TRANQUILLI, 2004).

Basbaum e Jessel (2000) descreveram a via nociceptiva de forma simplificada,
envolvendo uma cadeia de trés neurdnios. Os neur6nios de primeira ordem ou aferentes
priméarios sdo responsaveis pela transducdo do estimulo e conducdo do sinal do tecido
periférico a neurdnios localizados no corno dorsal da medula espinhal, chamados de neurdnio
de segunda ordem ou neurdnios de projecao; esses, por sua vez, ascendem a medula espinhal
e projetam os sinais em neurdnios localizados no bulbo, ponte, mesencéfalo, tdlamo e o
hipotalamo. Os ultimos sdo denominados neurdnios de terceira ou supra-espinhais e projetam

0s sinais para reas subcorticais e corticais, onde a dor é finalmente percebida. (Figura 1)
Figura 1 - Visdo geral do circuito nociceptivo.
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A ativagdo da terminac@o nervosa periférica por um estimulo nocivo leva a geracdo de potenciais de agdo que
sdo conduzidos até o corno dorsal da medula espinhal. A neurotransmissdo no corno dorsal transmite o sinal a
neurdnios do sistema nervoso centra, que enviam o sinal ao cérebro. Esse circuito também esta sujeito a controle
modulador descendente. Fonte: Golan, 2014.
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Para que haja propagacdo da dor, faz-se necessario, inicialmente, ativar os
nociceptores, que correspondem a terminacGes nervosas livres e representam a parte mais
distal de um neur6énio aferente, sendo amplamente encontrados na pele, muasculos, mucosas,
tenddes, tecido conectivo de Orgdos viscerais, fascias profundas, ligamentos e cépsulas
articulares, periésteo e veias arteriais (HUNT; MANYTH, 2001; ALMEIDA,
ROIZENBLATT; TUFIK, 2004). Portanto, compreende-se como transdu¢do um processo de
transformacéo de estimulos nocivos em potenciais de acdo do receptor, que sao propagados
pelas fibras nervosas (Ad e C, principalmente).

Dentre 0s receptores sensoriais, 0S nociceptores apresentam caracteristicas que 0s
distinguem dos demais neurbnios; anatomicamente, tém um corpo celular com um axénio
periférico e terminal (final) que responde a estimulos, e um ramo central que transporta a
informacdo para o sistema nervoso central, além disso sdo os Unicos capazes de realizar
adaptacdes a ativacOes repetidas de estimulos supralimiares, promovendo reducdo do seu
limiar de ativacdo. Isso resulta em uma resposta aumentada para estimulos subsequentes,
fendmeno conhecido como sensibilizagdo (PASCOE, 1997).

A transmissao ocorre apos a deflagracdo de um estimulo doloroso capaz de ativar
um namero suficiente de nociceptores, produzindo um estimulo aferente. Esse estimulo se
propaga ao longo de fibras primérias até o corno dorsal da medula espinhal. Diversos autores
descreveram as caracteristicas dessas fibras aferentes primarias, e o estudo sobre as distin¢Ges
dessas populacGes de neurbnios faz-se de extrema importancia para o conhecimento dos
fendmenos algicos (SCHAIBLE; RICHTER, 2004).

Figura 2 - Neurdnio nociceptivo primario. AB, A8 e C referem-se as fibras condutoras de

estimulos, conforme descrito na tabela 1.
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Fonte: Julius; Basbaum (2001); Sluka (2009).
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Inicialmente, as fibras aferentes ndo-mielinicas foram relacionadas com a dor e
reacOes associadas a mesma (ZOTTERMAN, 1933; LEWIS; POCHIN, 1937; GORDON;
WHITTERIDGE, 1943), porém alguns estudos realizaram a mensuracdo do tempo de reacédo
apos a estimulo noxico, e demonstraram que a sensacdo de dor era referida tdo rapidamente
que ndo poderia ser mediada somente através de fibras ndo-mielinicas (BESSOU; PERL,
1969; BURGUESS; PERL, 1967).

Burguess e Perl (1967) realizaram um estudo capaz de provar que ha uma base
para um mecanismo associado a dor dependente da ativagdo de receptores especificos
associados as fibras mielinicas. De acordo com os resultados obtidos, eles classificaram as
fibras mielinicas em trés grupos: o grupo de fibras nociceptivas, que respondeu somente a
estimulos dolorosos aos humanos e noxicos na pele dos animais. Um segundo grupo,
classificado como mecanorreceptores insensiveis, que pareceu similar ao grupo nociceptivo,
porem as fibras foram excitadas por estimulos ndo dolorosos & maioria dos individuos
observados. O terceiro grupo foi considerado de receptores de pressdo moderada, e esses
receptores tiveram as fibras aferentes de maior velocidade de conducdo dentre os trés grupos
observados.

Harper e Lawson (1985) classificaram os neur6nios aferentes primarios com base
na velocidade de conducéo, mensurada pela estimulagdo no nervo ciatico de ratos. Células
que eram capazes de conduzir em uma velocidade de 30-55 ms foram classificadas como
neuronios A-a.; aquelas que conduziam em velocidade de 14-30 ms foram denominadas A-, 3
e 0s neurdnios que conduziam em velocidades de 2,2-8 ms, e que requereram pulsos de 0,1
m.s para atingir o limiar foram classificadas como A-35. Neurdnios que apresentavam axonios
com velocidade inferior a 1,4 ms e que requeriam estimulacdo de 1ms de duracdo foram
classificadas como neuronios C.

As fibras Ad sao mielinicas, de tamanho intermediario, e cuja velocidade de
propagacdo do sinal aferente € mais rapida que as fibras do tipo C. Sdo responsivas a
estimulos nocivos de origem térmica, mecanica e quimica. Essas fibras podem ser divididas
em dois grupos: ambos respondem a estimulos mecanicos intensos, porém podem ser
distinguidas atraves da ativacdo diferencial em resposta ao calor intenso ou a forma como séo
afetadas por lesdo tecidual. As fibras Ad do tipo I s3o mais responsivas ao aquecimento lento
e disparam o potencial de acdo em temperaturas nocivas em torno de 53 °C, ja as fibras Ad do
tipo Il disparam em temperaturas em torno de 46 °C (JULIUS; BASBAUM, 2001; LAWSON,
2002; CRAIG, 2003; COUTAUX et al., 2005).
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As fibras C se tratam de fibras ndo mielinicas de pequeno didmetro, que
respondem a estimulos nocivos de origem térmica, mecanica e quimica. Cerca de 60-90% dos
neurdnios aferentes primarios, de origem cutanea ou de tecidos mais profundos correspondem
a fibras do tipo C (LAWSON, 2002; COUTAUX et al., 2005). As fibras C sdo divididas em
dois grupos: um grupo expressa o0 receptor de purinas P2X3, fator neurotrofico de células
gliais (GDNF), e essas fibras terminam quase que exclusivamente em partes mais profundas
da substancia gelatinosa da medula espinhal; o outro grupo sintetiza peptideos como a
substancia P e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), expressa o0 receptor
TrkA, e terminam mais superficialmente no corno dorsal. Ambos os grupos de fibras C
respondem a estimulos ndxicos similares e expressam o receptor VR1, que traduz estimulos
noxicos térmicos e quimicos (HUNT; MANTYH, 2001).

Algumas fibras C sdo denominadas receptores silenciosos, pois os estimulos
naturais sdo de dificil identificacdo; essas fibras sdo normalmente insensiveis a estimulacdo
mecanica e térmica, e sdo recrutadas somente ap0s injuria tecidual, podendo estar envolvidos
na modificacdo da sensibilidade periférica que ocorre apds o dano tecidual (JULIUS;
BASAUM, 2001; HUNT; MANTYH, 2001). As fibras nervosas responsaveis pela conducéao
do sinal nociceptivo da periferia ao sistema nervoso central sdo demonstradas na Tabela 1.

Tabela 1 - Fibras Nervosas e Velocidades de Condugéo.

FIBRA VELOCIDADE - ESTIMULO
AFERENTE DIAMETRO LOCALIZACAO
Grupo I - AB 251'5 g rrrr11.s Pele, articulagdes, musculos. VI)?;]S;& p(r&s‘ggﬁb)
G 1 —AS 2-25m.s Pele, articulagBes, musculos, discos Estimulos ndxicos.
rupo T = 2-6 [ m intervertebrais, 0ssos. (Lesivo)
Gruno IV - C <2m.s Pele, articulacBes, musculos, discos Estimulos noxicos.
i 04-120m intervertebrais, 0ssos. (Lesivo)

Fonte: Julius & Basbaum (2001) e Sluka (2009).

Apos a deflagracdo do estimulo, canais de sodio sdo responsaveis pela
despolarizacdo da membrana e conducdo do impulso nociceptivo em fibras aferentes
nociceptivas € ndo nociceptivas. As fibras aferentes nociceptivas Ad e C possuem canais de
sodio tetrodotoxina resistente (TTX-resistente) e sdo alvos potenciais de intervencdes
terapéuticas, diferentemente das encontradas em fibras ndo nociceptivas, que sdo sensiveis a
tetrodotoxina (TTX-sensivel) (MUIR; WOOLF, 2001).
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Apo6s a transducdo do estimulo e transmissdo dos sinais elétricos ao sistema
nervoso central, € no corno dorsal ou posterior da medula onde ocorre a integracdo inicial e a
modulacdo da entrada do estimulo nociceptivo. Os neurbnios de primeira ordem realizam
sinapse com os de segunda ordem - predominantemente na regido da lamina Il (substancia
gelatinosa) - e propagam a mensagem nociceptiva (ALMEIDA et al., 2009).

No corno dorsal, a comunicacdo de informacBes entre VArios neur6nios
nociceptivos ocorre através de sinalizacdo quimica mediada por aminoacidos e
neuropeptideos excitatérios e inibitérios que sdo produzidos, armazenados e lan¢ado nos
terminais de fibras nervosas aferentes e neuronios do corno dorsal (JESSELL; KELLY,
1991). Estudos eletrofisiolégicos demonstraram que os aminoacidos glutamato e aspartato
atuam como neurotransmissores excitatorios e evocam potenciais de acdo nos neurénios do
corno dorsal superficial, facilitando a transmissdo nociceptiva (CROSS, 1994). Os neur6nios
aferentes nociceptivos, em particular as fibras C, também liberam uma variedade de outros
neuropeptideos incluindo a substancia P (SP), neurotensina, peptideo intestinal vasoativo e
colecistocinina, que sdo capazes de provocar potenciais excitatorios pos-sinapticos lentos em
neurdnios de projecdo ascendente (SORKIN; CARLTON, 1997).

Os neurdnios de segunda ordem, entdo, cruzam a medula espinhal e ascendem ao
trato espinotalamico (STT), onde projetam as suas fibras terminais, especialmente no tdlamo.
O STT é a via mais comumente relacionada a dor, sendo descritas trés formas de aferéncias
no mesmo: a via neoespinotalamica, ou trato espinotalamico ventral, que participa do
componente sensorio-discriminativo da dor; a via paleoespinotalamica, ou via do trato
espinotalamico dorsal que esta envolvida nos aspectos afetivo-motivacionais da dor; e a via
espinotalamica, que representa 0 componente afetivo da experiéncia dolorosa (ALMEIDA,;
ROZENBLATT; TUFIK, 2004; RENN; DORSEY, 2005).

No talamo, neurbnios de terceira ordem emitem axonios para diversas regifes,
caracterizando diferentes vias ascendentes (RUSSO; BROSE, 1998; SCHAIBLE; RICHTER,
2004).

A transmissdo de impulsos para o cértex cerebral apresenta-se como etapa
fundamental na integragéo da percepcéo da dor. Embora as diferencas funcionais e estruturais
entre as espécies sejam mais significativas do que em outros pontos da via nociceptiva, parece
claro que ele € capaz de modular tanto o aspecto cognitivo quanto o aversivo da dor, bem
como a caracteristicas afetivas da sensacdo de dor, mediando complexos padrBes de
comportamento (LAMONT; TRANQUILLI; KURT, 2000).
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A resposta sensorial aos estimulos nociceptivos € considerada um processo
intensamente modulado através de diversas vias, tanto ascendentes quanto descendentes,
capazes de inibir ou facilitar a conducéo de estimulos noxicos. A inibicdo descendente pode
ocorrer em qualquer momento da transmissao do impulso nervoso, e trés mecanismos podem
descrever essa modulacdo: a teoria do controle do portdo, o sistema descendente inibitdrio e o
controle inibitério produzido em outros centros do SNC (PORTO, 2004).

Postulada por Melzack e Wall em 1965, e conhecida como a teoria do controle do
portdo, essa hipotese € uma das mais aceitas quando se trata da modulacdo de respostas
nociceptivas. De acordo com os autores, o corno dorsal da medula espinhal apresenta
“portdes” que sdo capazes de determinar quais influéncias convergentes, provenientes dos
receptores sensiveis a estimulos nocivos, tateis ou térmicos seriam transmitidas para o sistema
nervoso central.

A base de outra teoria sobre modulacéo iniciou-se com a identificacdo da area
cinzenta periaquedutal (PAG) como um local importante na producdo da analgesia
(REYNOLDS, 1969). Basabaum e Fields (1978; 1984) conseguiram elucidar o mecanismo
pelo qual a PAG induz a analgesia. Segundo os autores, as células da PAG se projetam
primariamente para o ndcleo magno da rafe (NMR), que envia axdnios para o corno dorsal da
medula espinhal. Quando ativado, o0 NMR exerce uma atividade inibitéria em rede no
processo sensorial nociceptivo, provavelmente inibindo as células do corno dorsal superficiais
e também aquelas mais profundas, que recebem entradas de receptores aferentes primarios.
Esse sistema linear de modulacdo é conhecido como controle descendente inibitdrio.

Atualmente, conceitua-se a modulagdo da dor como algo mais complexo,
envolvendo a participagdo de importantes regifes corticais e elementos do sistema limbico,
bem como locais do mesencéfalo e da medula espinhal (OSSIPOV; DUSSOR; PORRECA,
2010).

1.1.3. Receptores envolvidos na transdugao da nocicepcéo

Nas ultimas décadas, muitas estruturas de transdugdo da nocicepcdo foram
identificadas; atualmente, classificam-se 0s nociceptores como mecanicos, térmicos,
polimodais e silenciosos (DUBIN; PATAPOUTIAN, 2017).
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Os nociceptores mecanicos respondem & pressao intensa enquanto os térmicos
respondem as temperaturas extremas, quentes (> 45 °C) ou frias (< 5 °C); ja 0s nociceptores
polimodais respondem tanto a estimulos nocivos mecanicos, quanto térmicos ou quimicos, e
os silenciosos sdo ativados por estimulos quimicos, mecanicos, térmicos e mediadores
inflamatorios somente estimulados por uma ameaca em potencial ao organismo humano
(JULIUS; BASBAUM, 2001).

Os receptores de potencial transitério (TRP) constituem uma das maiores familias
de canais ibnicos, sendo considerados como um dos principais grupos de detectores de
estimulos nocivos (BAGGIO, 2010). Esses receptores sdo moléculas acopladas a canais
ibnicos permeaveis a cations, e sdo classificados como polimodais, participando na geracdo de
sensacOes dolorosas evocadas por estimulos quimicos, térmicos e mecanicos (LEVINE;
ALESSANDRI-HABER, 2007).

Baseada na homologia da sequéncia de aminoacidos, os membros da familia TRP
em mamiferos foram classificados em 6 subfamilias: TRPC (Candnico), TRPV (Vanilbide),
TRPM (Melastatina), TRPP (Policistina), TRPML (Mucolipina) e TRPA (Anquirina)
(LEVINE; ALESSANDRI-HABER, 2007).

Os canais TRPV1 foram os primeiros a serem clonados. TRPV1 é sensivel a uma
variedade de estimulos, incluindo calor nocivo, excesso de prdtons, que provocam
modificacOes de pH abaixo de 6,5 , e ligantes especificos (ex. Capsaicina). S&o expressos em
nociceptores e medeiam dor aguda e crbnica. Apresentam uma gama de substancias com
capacidade de antagonizar as agdes desse canal idnico, como capsazepina e vermelho de
ruténio (CATERINA et al.,1997; TANG et al., 2007).

Os canais TRPV2, TRPV3 e TRPV4 apresentam homologia com o receptor
TRPV1, porém sdo insensiveis a capsaicina, sendo ativados por diferentes substancias, e

apresentam variadas temperaturas de ativacgdo (Tabela 2)
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Tabela 2 - Receptores de potencial transitério homologos ao TRPV1

CANAL HOMOLOGIA COM AGONISTA TEMPERATURA
IONICO TRPV1 DE ATIVACAO
TRPV2 49% na sequéncia de  2-aminoethoxydiphenylborate (2-  Igual ou superior a
aminodacidos APB) 52°C
TRPV3 43% na sequéncia de Céanfora Em torno de 33°C a
aminoacidos 35°C
TRPV4 40% na sequénciade  Solugdes hipotonicas, ésteresde  Em torno de 27°C a
aminoacidos forbol 34°C

Fonte: FEIN, 2011.

Similar ao receptor TRPV1, existem dois receptores que detectam o frio. O
receptor de potencial transitério anquirina 1 (TRPA1), chamado anteriormente de ANKTM1,
é um canal ndo-seletivo permedvel ao célcio (STORY et al., 2003) e ativado por temperaturas
menores que 17 °C (PATAPOUTIAN; TATE; WOOLF, 2009), ja o receptor TRPM8 é
ativado por temperaturas frias moderadas (15 a 25 °C) e por compostos que evocam uma
sensacdo de frescor, como mentol, icilina, eucaliptol e eugenol.

Outra familia que participa da transducdo da nocicep¢do é a dos canais iGnicos
sensiveis ao acido (ASICs). Estes canais sdo codificados por quatro genes, produzindo
subunidades designadas de ASIC1 a ASIC4, e diversas variantes do ASIC também foram
descobertas. Os ASICs sdo trimeros de proteinas e podem ser compostos de diferentes
combinagBes de subunidades. Apds a descoberta e clonagem, os ASICs tornaram-se 0S
principais candidatos a sensor de prétons extracelulares (FEIN, 2011).

Esses canais de céations ativados por protons extracelulares sdo insensiveis a
voltagem, expressos em neurdnios sensoriais e predominantemente localizados em neurénios
de pequeno diametro, sendo distribuidos de forma generalizada no cérebro (WALDMANN,;
LAZDUNSKI, 1998).

A acidose tecidual esta relacionada com a dor persistente. Alguns estudos

demonstraram que a expressao de ASICs é aumentada por mediadores pro-inflamatérios,
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como fator de crescimento neural (NGF), serotonina, interleucina 1 (IL-1) e bradicinina
(VOILLEY etal., 2001; MAMET et al., 2002).

Além desses, 0s mecanoceptores também participam do processo do processo
nociceptivo, sendo distribuidos nas diversas camadas camadas da pele, e respondendo a
diferentes tipos de estimulo. Os discos de Merkel e corpusculos de Meissner sdo encontrados
nas camadas mais superficiais da pele, proximo a epiderme, enquanto receptores de foliculos
pilosos (encontrados na pele com pelos), corpusculos de Pacini, terminacdes de Rufinni e
corpusculos de Meissner (todos encontrados somente em pele glabra) estdo localizados mais

profundamente, na derme, ou camada interna da pele (CRAIG, 2003). (Quadro 1)

Quadro 1 - Receptores de transdugao expressos por neurdnios nociceptores

Classe de receptor | Tipo Tipo aferente | Localizacao Tamanho do Adaptacao | Modalidade
1 associado | campo receptivo

Mecanorreceptores | Terminagao A-delta, C Superficial, toda | Pequeno Lenta Toque leve
nervosa livre apele
Disco de Merkel A-beta Superficial, toda | Pequeno Lenta Pressao

apele

Corpusculo de A-beta Profunda, toda | Grande Rapida Vibragao proxima a
Pacini apele 300 Hz
Corplsculo de A-beta Superficial, pele | Pequeno Répida Vibracdo proxima a
Meissner glabra 50 Hz
Receptor no A-beta Superficial, pele | Pequeno Rapida Encurvamento do peloj
foliculo piloso pilosa

Termorreceptores ‘ Terminacdo de A-beta Profunda, pele | Grande Lenta Pressdo
Ruffini pilosa
Receptores de ( Superficial, toda | Pequeno Réapida Aumento da
calor (terminagoes apele temperatura da pele
nervosas livres)
Receptores de frio | A-delta Superficial, toda | Pequeno Répida Diminuicao da

apele temperatura da pele

Nociceptores Mecanicos A-delta Superficial, toda | Grande Lenta Estimulos mecanicos
(terminacdes apele intensos
nervosas livres)
Térmicos A-delta Superficial, toda | Pequeno Rapida Estimulo quente ou
(terminagdes apele frio intenso
nervosas livres)
Polimodais C Superficial, toda| Grande Lenta Estimulo mecanico
(terminagdes apele ou térmico intenso;
nervosas livres) substancias quimicas

especificas

Fonte: STANFIELD, 2013.
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1.1.4 Mediadores quimicos e nocicepc¢ao

Os mediadores quimicos estimulam 0s nociceptores quimiosensiveis e agem
através de dois mecanismos, excitacdo ou sensibilizacdo. Somente alguns mediadores agem
via excitacdo, sendo a grande maioria dos mediadores substancias que provocam uma
diminuicdo no limiar de despolarizacdo dos nociceptores, tornando-os responsivos a estimulos
de baixa intensidade (COUTAUX et al., 2005).

Mediadores quimicos como glutamato, serotonina, ATP, prétons, adenosina,
dentre outros, liberados frente a uma lesdo tecidual, podem atuar diretamente em canais
ibnicos no interior da célula, fato que promove a deflagracdo do potencial de acdo (JULIUS;
BASBAUM, 2001; GRUNDY, 2002).

Porém, outros mediadores, tais como a bradicinina (BK), substancia P (SP) e as
prostaglandinas (PGs), ndo atuam diretamente em canais i0nicos, e sim em receptores de sete
dominios transmembranas acoplados a proteina G, podendo causar tanto ativacdo, quanto
sensibilizacdo nos nociceptores (LEVITAN, 1994).

Os nociceptores presentes no tecido lesado podem ser ativados e sensibilizados
tanto por substancias liberadas no local do foco inflamatorio como através do recrutamento de
fibras adjacentes. Essa rede de interagcGes neuroguimicas constitui a base da hiperalgesia
(COUTAUX et al.,2005).

Os principais mediadores inflamatérios que participam no processo nociceptivo,

assim como caracteristicas importantes dos mesmos encontram-se relacionados no Quadro 2.

Quadro 2 - Mediadores inflamatdrios e sua participagdo na nocicepgao.

MEDIADOR EFEITO CARACTERISTICAS REFERENCIAS

Oxido Nitrico  Sensibilizagdo
(NO) do nociceptor Analgesia ou hiperalgesia, OKUDA et al, 2001
dependendo da concentragdo DOURSOUT et al, 2003
SOUSA; PRADO, 2001

Bradicinina

(BK) Ativacéo e/ou Hiperalgesia mediada por DRAY, 1997

sensibilizacéo receptores Bl e B2, STERANKA et al, 1988
do nociceptor sensibilizacdo de receptores LOPES et al, 1995

TRPV1, além do aumento da NI et al, 1998

sintese de outros mediadores DRAY; PERKINS, 1993
em modelos de dor AUNSTIN et al, 1997

neuropatica FERREIRA et al, 1993

MATHIS et al, 1996
ANDREVA,; RANG, 1993
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(Continuacdo)

MEDIADOR

EFEITO

CARACTERISTICAS

REFERENCIAS

Substancia P
(SP)

Prostaglandinas
(PGS)

Citocinas pro
inflamatorias e
TNF-a

Serotonina
(5-HT)

Fator de
Crescimento
Neural (NGF)

Ativacéo e/ou
sensibilizacéo
do nociceptor

Sensibilizacdo
do nociceptor

Ativacdo e/ou
sensibilizacéo
do nociceptor

Ativacéo e/ou
sensibilizacdo
do nociceptor

Sensibilizacdo
do nociceptor

Hiperalgesia direta e indireta
por atuagdo em receptores
NK-1, sinergismo com o
glutamato

Hiperalgesia em modelos de
dor inflamatéria e neuropatia
sensivel aos inibidores da
cicloxigenase

Hiperalgesia em modelos de
dor aguda inflamatéria e
cronica

Hiperalgesia em humanos
através da excitacdo das fibras
C e AJ, (principalmente pela
ligacdo em 5-HT3)

Modulag&o da expressdo
génica de nociceptores,
sensibilizacdo de receptores
TRPV1

TEOH et al, 1996
CARLTON et al, 1998
LOFGREN et al, 1999

FURST, 1999
TURNBACH; RANDICH,
2002

MALMBERG; YAKSH, 1995
BEICHE et al, 1996
YANG et al, 1996
TOTANI et al, 2001
SYRIATOWICZ et al, 1999

STEIN et al, 1988
CUNHA et al., 1991
GEORGE et al, 2005
MURPHY et al, 1999

FUKUOKA et al, 1994

JULIUS et al, 2001
MILAN, 1999

MARCHAND et al, 2005

Fonte: CARVALHO, 2011.

1.2 Potencial de acéo e potencial de acdo composto

As células nervosas transmitem informacdes entre si através de impulsos elétricos

denominados potenciais de acdo (PA), o que torna a comunicacdo dos neur6nios similar a

uma rede de circuitos eletronicos. Dentre as varias formas de definir o PA, pode-se definir

como uma alteracgdo rapida do potencial de membrana, com caracteristica tudo ou nada e com
posterior retorno ao potencial de repouso da membrana (LAUGHLIN; SEJINOWSKI, 2003;
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KOEPPEN; STANTON, 2009). Os PAs ocorrem a todo momento em tecidos do corpo
humano, e participam da coordenacédo das fungdes organicas, quer no estado vigilia, dormindo
ou em outros estados comportamentais (SHEEBA et al., 2008).

Normalmente, as células se encontram em um estado conhecido como repouso,
onde os potenciais de membrana apresentam valores negativos. Essa situacdo € mantida
principalmente por conta dos canais seletivos ao potassio, que sdo cerca de 100 vezes mais
permeaveis que os canais seletivos ao sodio. O valor do potencial de repouso de todas as
células, inclusive neurbnios, apresenta-se geralmente em torno de -70 mV. (HILLE, 2001;
YU; CATTERALL, 2007).

Uma das caracteristicas mais significativas dos neurdnios é a capacidade de alterar
rapidamente seu potencial de repouso em resposta a um estimulo apropriado, sendo a resposta
principal conhecida como o PA (KOEPPEN; STANTON, 2009). Em havendo a excitacdo da
célula, ocorre uma alteracdo relacionada com a permeabilidade de membrana da mesma,
podendo-se observar um aumento da condutancia de canais de sddio e inversao de polaridade
(inicialmente negativa, tornando-se positiva). A elevada condutancia dos canais de sédio, por
sua vez, logo cessa, e ocorre entdo o0 aumento de condutancia aos canais de potassio,
permitindo que o potencial de membrana retorne ao estado negativo através do efluxo de ions
potassio e, em maior monta, através da inativacdo dos canais para sédio. (HODGKIN;
HUXLEY, 1939; HODGKIN; KATZ, 1949).

Essa ativacdo de diferentes classes de canais i6nicos resulta na formacdo de um
potencial de acdo que se propaga ao longo da célula, e é considerada a base da capacidade
carreadora de sinais dos neurdnios (ARMSTRONG; HILLE, 1988).

Os nervos periféricos sdo constituidos por diversos ax6nios, que apresentam
didametros variados, sendo alguns mielinizados e outros ndao. Em virtude disso, observa-se
uma variacdo quanto as velocidades de propagagdo dos potenciais de acdo, e o registro do
nervo revela uma série de picos que variam com o tempo (representando a velocidade de
conducéo de conjuntos de axonios) e a amplitude do pico (representando o numero de axénios
em cada grupo de velocidades), sendo o resultado denominado de potencial de agdo composto
(PAC). (KOEPPEN; STANTON, 2009).

O PAC é considerado como a soma algebrica de diversos potenciais de acéo, e
resulta da estimulacdo de axonios presentes nas fibras nervosas. Inicialmente, foi descrito
como a soma da atividade elétrica das fibras mielinicas de alta condutancia (PERL, 2007).

O PAC apresenta um comportamento diferente do PA, onde sua resposta varia de

acordo com a amplitude do estimulo; o PA, por sua vez, é caracterizado por respostas do tipo
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“tudo ou nada”. Essa diferenca se deve ao fato de que os nervos sdo formados por fibras que
apresentam diferentes didmetros, e essas estdo distribuidas de forma aleatoria. Aquelas
maiores, que estdo mais proximas a superficie, respondem quando os estimulos evocados séo
mais baixos, enquanto de menor didmetro, localizadas mais profundamente, necessitam de
estimulos de maior intensidade. Ao estimular as fibras com uma maxima intensidade, todas
serdo ativadas e, mesmo havendo aumento na intensidade desse estimulo, a resposta
permanecera inalterada (estimulo maximal). (HURSH, 1939; JUNGE, 1977).

Um tronco nervoso contém fibras de diferentes didmetros e velocidades de
conducéo, caracterizando os diferentes componentes do potencial de acdo composto (PAC). O
registro deste resulta de atividades simultaneas que ocorrem em um grande nimero de
axonios com diferentes limiares de excitabilidade (AIDLEY, 1998).

Os grupos de axdnios de um determinado nervo influenciam no formato do PAC.
A natureza desse registro é bifésica, visto que é decorrente do registro realizado com um par
de eletrodos diferencial. Conforme o PAC se propaga através do nervo, cada eletrodo registra
a alteracdo de voltagem em relacdo ao outro eletrodo, resultando em fases ascendentes e
descendentes (JUNGE, 1976).

O nervo ciatico é constituido principalmente por fibras do tipo A, havendo a
presenca dos subtipos Aa, AP, Ay e Ad. O limiar de excitabilidade, bem como a velocidade e,
possivelmente, as subpopulacBes de canais de sodio ativados por voltagem, apresentam
diferentes caracteristicas quando comparamos essas fibras (NOKES et al., 1991;
CATTERAL; MACKIE, 1996; JUNGE, 1976).

1.3 A importéancia dos produtos naturais na sintese de novas moléculas

O conhecimento sobre 0s mecanismos nociceptivos atingiu avancos significativos,
porém observa-se que as estratégias terapéuticas ndo acompanharam a evolucdo do
conhecimento cientifico, havendo uma disparidade nesse sentido. Os medicamentos utilizados
para o controle da dor sdo 0os mesmos ha décadas, sendo em maioria, farmacos das classes de
opioides e anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES), que embora eficazes para a maior parte
das condicdes dolorosas, apresentam efeitos adversos que tornam o tratamento clinico
limitado (NEGUS et al., 2006; WOODCOCK et al., 2007).

Dessa forma, observa-se a necessidade de buscar outras medidas para o

desenvolvimento de medicamentos no combate a dor. Nessa perspectiva, 0s produtos naturais
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encaixam-se como uma fonte promissora na pesquisa de moléculas com potencial atividade
analgésica (SILVA et al., 2013)

Os produtos naturais podem ser considerados como uma populacdo de estruturas
selecionadas atraves de pressdes evolucionistas para interagir com uma grande variedade de
proteinas e outros alvos bioldgicos para propositos especificos; esse ponto de vista é reiterado
pelo fato de que os produtos naturais tém sido reconhecidos como drogas efetivas para uma
grande variedade de indicacdes terapéuticas (KOEHN; CARTER, 2005). O reino vegetal é
considerado como o que contribui de forma mais significativa na obtencdo de metabolitos
secundarios, sendo alguns desses com alto valor agregado, dadas suas aplicagdes como
medicamentos (PHILLIPSON; ANDERSON, 1998).

O uso de produtos naturais como fonte de inspiracdo aliado ao uso dos
instrumentos da Quimica Medicinal é ainda uma estratégia bastante util na prospeccdo de
novas moléculas bioativas devido a sua alta diversidade quimica, especificidade bioquimica e
vasta capacidade de biossintese. Muitas dessas substancias constituem-se, sobretudo, em
modelos para o desenvolvimento de medicamentos sintéticos modernos (KINGHORN;
O’NEIL, 1996; SCHMIDT et al., 2008; KOEHN; CARTER, 2005).

Embora o isolamento de produtos naturais e a sintese de compostos com base nos
mesmos esteja relacionada a muitas dificuldades, o que implica a necessidade de abordagens
interdisciplinares integradas, pesquisas recentes indicam que a descoberta de farmacos
baseada em produtos naturais estara entre as fontes mais importantes de novas drogas também
no futuro (ATANASOV et al., 2015; NEWMAN; CRAIG, 2016).

Ao invés de considerar os produtos naturais como distintos da sintese
combinatdria, torna-se mais efetivo adotar estratégias que combinem ambas abordagens. Ha
muitas estratégias através das quais a diversidade molecular Unica dos produtos naturais pode
ser aproveitada no projeto de cole¢des de sintese combinatoria. Visa-se a elaboragdo de
modificacdes estruturais do esqueleto de um produto natural bioativo ja existente de maneira
sistematica, a fim de promover melhoras na sua atividade bioldgica inerente ou nas suas
propriedades, enquanto droga. Isso pode ser realizado através das modificacOes
semissintéticas da molécula ou de métodos sintéticos (KOEHN; CARTER, 2005).

1.4 Aniba riparia e as Riparinas

A Aniba riparia (Nees) Mez é uma espécie pertencente ao grupo Aniba, tipica da

regido da Amazonia, popularmente conhecida no Brasil como “louro” (MARQUES, 2001).
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Essa planta apresenta folhas cartaceas, foscas em ambas as faces, reticulagdo aureolada, ramos
marrons e lenticelados, peciolo canaliculado, engrossado na base e gema terminal menor que
4 mm (MARQUES, 2001; VICENTINI et al., 1999).

Através de seus frutos e caules persistentes, pode-se obter extratos que possuem
atividade antibiotica comprovada contra microorganismos como Candida albicans, Bacillus
cereuhecidas, Klebsiela pneumoniae e Staphylococcus aureus (MARQUES, 2001) .

Nas cascas do caule de Aniba riparia foi descoberta a presenca de flavondides,
benzoatos a benzaldeidos (FRANCA et al., 1976); ja no seu fruto verde foi demonstrada a
presenca de neoglicanas, benzilbenzoatos, feniletilaminas (O-metil-tiramina) e alguns
alcalGides, especificamente alcamidas (feniletilamidas do &cido benzoico). (FERNANDES et
al., 1978; FRANCA et al., 1976; BARBOSA-FILHO et al.,1987).

Algumas alcamidas foram isoladas do fruto ndo maduro da planta Aniba riparia,
como o éter metilico de N-benzoil-tiramina (riparina I), assim como alguns dos seus analogos
substituidos,  (O-metil)-N-2-hidroxibenzoil-tiramina  (riparina  Il), (Ometil)- N-2,6-
dihidroxibenzoil-tiramina (riparina I1l) e O-metil-N-(3,4,5- trimetdxibenzoil)- tiramina
(Riparina 1V) (BARBOSA-FILHO et al., 1987). Essas alcamidas foram denominadas
riparinas em homenagem a planta (BARBOSA FILHO et al., 1997).

As alcamidas podem ser formadas a partir da reacdo de feniletilaminas naturais,
tais como a tiramina, com acidos organicos. A tiramina é frequentemente observada como
parte de conjugados que formam alcamidas em algumas plantas, como exemplo as espécies de
Piper sancrum, formando a N-trans-coumaroil-tiramina (MATA et al., 2004), e Aniba riparia
com a formagdo N-benzoil-tiramina (BARBOSA-FILHO et al., 1987) e analogos. Algumas
dessas substancias sdo consideradas compostos bioativos, apresentando atividade nas células
receptoras (TORRES, CHAVES, 2001).

As riparinas I, Il e 1l foram submetidas a ensaios experimentais, que
demonstraram auséncia de toxicidade aguda e de alteracbes centrais, autonémicas ou
musculares, demonstrando assim serem viaveis para uso enquanto principios ativos para
farmacos (CASTELO-BRANCO et al., 2000) . As trés substancias apresentaram efeito
hipotensor e bradicardico transitorio devido a uma acao que parece envolver principalmente,
um componente de origem parassimpatica a nivel cardiaco (SEIXAS, 1996).

Estudos realizados no laboratorio de Neurofarmacologia da UFC demonstraram
gue essas trés substancias também possuem efeitos sobre o sistema nervoso central, sendo
esses dados publicados em diversos trabalhos. O efeito ansiolitico foi observado nos modelos

de labirinto em cruz elevado e placa perfurada, sugerindo-se também um possivel
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envolvimento do sistema gabaérgico (SOUSA et al., 2004; SOUSA et al., 2005; MELO et al.,
2006; SOUSA et al., 2007; MELO et al. ,2013).

A Riparina Il apresentou uma atividade anti-inflamatoria em modelos quimicos da
inflamacdo aguda (CARVALHO et al., 2013), ja a Riparina Il apresentou uma atividade
antinociceptiva periférica, interagindo com os receptores TRP e 0s sistemas serotonérgico,
opidide e colinérgico (VASCONCELOS, 2015).

A Riparina IV é uma substancia sintética, que possui 0 mesmo grupo (nacleo) das
riparinas isoladas da planta Aniba riparia, e possui essa denominacdo por tratar-se de um
analogo das Riparinas (Figura 3). Um estudo realizado pelo nosso grupo demonstrou que a
Riparina IV possui atividade antinociceptiva em modelos animais. Em outro estudo realizado
por NOSSO grupo, essa substancia também apresentou atividade ansiolitica e antidepressiva em

modelos animais de comportamento agudo para ansiedade e depresséo.

Figura 3 - Estrutura quimica das Riparinas L,11,111 e IV
o O o O
MeO/©/\/ © MeO/O/V O OH

RIPARINA I RIPARINA 11

HO. OMe
NH\”;Q OMe
ON NH
MeO O OH /@N OMe
o
MeO
RIPARINA 111 RIPARINA IV

Fonte: CASTELO-BRANCO, 1992.



36

2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Em estudos recentes realizados por nosso grupo, a Riparina IV demonstrou
possuir atividade antinociceptiva em modelos de contor¢Ges abdominais induzidas por &cido
acético, formalina, e modelos de nocicepgdo induzida por algégenos (dados ndo publicados).

Os resultados obtidos nos testes realizados sugerem que essa droga pode
apresentar-se atividade através da interacdo com 0s nociceptores, provocando uma
modificacdo no limiar de sensibilidade da membrana, e dessa forma, agindo como uma
substancia antinociceptiva, porém faz-se necessario realizar outros experimentos no sentido
de elucidar se a Riparina IV possui atividade antinociceptiva envolvida com receptores
especificos, e quais as cascatas de ativacdo podem estar envolvidas nesse processo.

Os primeiros experimentos para a elucidacdo dessa tese de doutorado ja foram
realizados, porem para o desfecho da hipotese aventada, faz-se necessario complementar os
experimentos e realizar outros modelos animais. A continuagdo do estudo da atividade
antinociceptiva da Riparina IV é de fundamental importancia para a elucidacdo de muitos
guestionamentos que ndo puderam ser solucionados através dos resultados obtidos nos testes

realizados previamente.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Caracterizar os efeitos da Riparina IV em modelos animais de nocicepgdo e

identificar os mecanismos farmacoldgicos envolvidos nessa acao.

3.2 Objetivos Especificos

e Determinar as doses efetivas e a duracdo do efeito antinociceptivo da Riparina
IV nos testes de curva de dose e duragdo do efeito (“Time course”),
respectivamente;

e Estudar o efeito antinociceptivo da Riparina IV nos modelos animais de
hipernocicepcdo mecéanica induzido por carragenina, prostaglandina E2 ou
epinefrina;

e Auvaliar o papel da proteina quinase C e A no efeito antinociceptivo da Riparina
1V;

e Pesquisar o envolvimento de receptores de potencial transitério (TRP), receptor
ASICs e bradicinina no efeito antinociceptivo da Riparina IV no modelo de
nocicepc¢do induzida pela injecdo intraplantar de cinamaldeido (TRPAL), mentol
(TRPMB) e salina acida (ASICs);

e Estudar as alteracOes eletrofisioldgicas produzidas pela Riparina IV em
diferentes neurdnios periféricos de ratos;

e Caracterizar o efeito da Riparina IV sobre as fibras do nervo ciatico de ratos
registradas no PAC quantificando os seguintes parametros de analise: amplitude
positiva dos componentes e velocidade de condugdo dos componentes;

e Diferenciar os tipos de fibras presentes no registro do PAC (através da

velocidade de conducéo).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais

Foram utilizados camundongos albinos (Mus musculus) variedade Swiss, machos
adultos, pesando entre 25-32 g, e ratos Wistar machos adultos, pesando entre 150-250g,
provenientes do Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia e do Biotério Central
da Universidade Federal do Cear4, mantidos em caixas de propileno a 26 + 2°C, com ciclos
claro/escuro de 12/12 horas, recebendo ragdo padrao (Purina Chow) e 4dgua “ad libitum”. Os
animais foram colocados em jejum de sélidos por 4 horas antes da realizacdo de cada

experimento em que a via oral foi utilizada para a absorcdo do farmaco.

4.2 Drogas e substancias utilizadas

Tabela 3 - Substancias usadas no estudo.

8-Br-cAMP Sigma-Aldrich® 10 nmol/pata i.pl.
Capsaicina Sigma-Aldrich® 2.2 pg/pata i.pl.
Carragenina Sigma-Aldrich® 0,11 mg/kg i.pl.
Cinamaldeido Sigma-Aldrich® 10 nMol/pata i.pl.
Indometacina Sigma-Aldrich® 10 Vv.0.
PMA Sigma-Aldrich® 500 pmol/pata i.pl.
Mentol Sigma-Aldrich® 1,2 uMol/pata i.pl.
Tween 80 Sigma-Aldrich® 2 % (Veiculo) V.0.
Salina Acida

Formol

Epinefrina

PGE2

8-Br-cAMP

Solucdo de Locke
Fonte: autora, 2017
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4.3 Principios éticos

Os experimentos foram realizados ap6s a aprovacgdo do projeto (N° de protocolo:
06/16 (Anexo 1) pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal do Ceara e foram realizadas em conformidade com as diretrizes atuais para o cuidado
de animais de laboratorio e as normas éticas para investigacdes de dor experimental em
animais conscientes (ZIMMERMANN, 1983).

4.4 Curva de dose-resposta

Os camundongos foram divididos em 5 grupos de 8 animais, tratados por via oral
com veiculo (2% Tween 80 em agua destilada), Rip.IV (6,25, 12,5, 25, 50 e 100 mg/kg) ou
Indometacina (5 mg/kg), usada como droga analgésica padrdo. Ap6s 60 minutos da
administracdo de Rip.lIV, os animais receberam uma injecdo intraperitonial (i.p.) de éacido
acetico 0,6% (10 mL/Kg). Decorridos 10 minutos da administracdo do acido acético, o
namero de contor¢des abdominais foi registrado durante 20 minutos, para cada animal. Uma
contorcdo foi identificada como uma extensao das patas traseiras, acompanhada de contragao
do abddmen (KOSTER et al., 1959).

4.5 Time course

Os camundongos foram divididos em 5 grupos de 8 animais, tratados por via
oral com veiculo (2% Tween 80 em &gua destilada), Rip.IVV 50 mg/kg) ou Indometacina (5
mg/kg), usada como droga analgésica padrdo. Apds 30, 60, 120, 240 e 360 minutos da
aplicacdo de Rip.lV, os animais receberam uma injecéo intraperitonial (i.p.) de acido acético
0,6% (10 mL/Kg). Decorridos 10 minutos da administracdo do &cido acético, 0 nimero de
contorgdes abdominais foi registrado durante 20 minutos, para cada animal. Uma contorcao
foi identificada como uma extensdo das patas traseiras, acompanhada de contracdo do
abdomen (KOSTER et al., 1959).
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4.6 Hipernocicepgdo mecanica induzida por carragenina

As respostas comportamentais para o estimulo mecanico foram realizadas com o
auxilio do filamento de Von Frey (diametro de 0,8 mm), e foram mensuradas antes, e ap6s 30,
60 e 180 minutos do tratamento. Os camundongos foram colocados em uma caixa elevada
com uma trama de arame no soalho. Os filamentos de Von Frey foram aplicados embaixo da
superficie plantar da pata direita traseira em ordem ascendente de estimulo de forca até um
valor maximo de 50 g (para evitar lesdo na pata). No limiar, o0 camundongo retirava a pata do
filamento. A pata direita traseira foi testada trés vezes, sendo o intervalo entre dois testes
consecutivos na mesma pata de até 1 minuto. Os resultados foram apresentados como a média
das respostas contra um dado estimulo de forca. A hipernocicep¢do foi mensurada como
sendo a diferenca entre a leitura do tempo zero e dos tempos mensurados (30, 60 e 180
minutos). Apo6s a administracdo intraplantar de carragenina 0,1% por pata em camundongos
pré-tratados com Riparina IV nas doses de 25 e 50 mg/kg ou veiculo (3% de Tween 80 em
agua destilada) 60 minutos antes da administracdo desse agente flogistico. (ROCHA et al.,
2011).

4.7 Andlise da lesdo provocada por carragenina

Os animais foram divididos em 5 grupos tratados com veiculo (2% Tween 80 em
agua destilada), RiplV (25 ou 50 mg/kg) ou indometacina (5 mg/kg, v.0.). Todos 0s animais
receberam 20 pL de carragenina na pata direita traseira. Na 3% h ap6s a aplicacdo da
carragenina, as patas foram retiradas e parte delas fixadas em formol a 10% e incluidos em
parafina. Os cortes foram obtidos através de microtomo (4 um), coradas com hematoxilina-
eosina e examinados a microscopia Optica. A analise histopatoldgica foi realizada em
colaboracdo com a Prof. Dra. Gerly Anne Castro de Brito do Departamento de Morfologia da

UFC. Foi quantificado edema e infiltrado em areas representativas em aumento de 20x e 40x.

4.8 Hipernocicepgdo mecéanica induzida por PGE,

Os camundongos foram divididos em grupos de 8 animais, e tratados com Riparina
IV nas doses de 25 ou 50 mg/kg, ou com veiculo (Tween 80 a 2% em agua destilada), por via
oral, e ap0s esse tratamento, receberam uma injecdo intraplantar de PGE, na dose de

100ul/pata, com um volume de 20 ul. Foram realizado um estimulo mecénico com o auxilio
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do aparelho de VVon Frey eletrénico (diametro de 0,8 mm), e o comportamento de resposta ao
estimulo mecénico foi observado antes do tratamento com Riparina IV e nos intervalos de
tempo de 30, 60 e 180 minutos apds a realizacdo dos tratamentos por via oral. A
hipernocicepcdo foi mensurada como a diferenca entre a leitura do tempo 0 e dos tempos
mensurados (30, 60 e 180 minutos) (CUNHA et al., 2004; ROCHA et al., 2011).

4.9 Hipernocicepc¢édo mecanica induzida por epinefrina

Os camundongos foram divididos em grupos de 8 animais, e tratados com Riparina
IV nas doses de 25 ou 50 mg/kg, ou com veiculo (Tween 80 a 2% em &gua destilada), por via
oral, e ap0Os esse tratamento, receberam uma injecdo intraplantar de epinefrina na dose de
100ul/pata, com um volume de 20 pl. Foram realizados estimulos mecénicos com o auxilio do
aparelho de Von Frey eletronico (diametro de 0,8 mm), e o comportamento de resposta ao
estimulo mecanico foi observado antes do tratamento com Riparina IV e nos intervalos de
tempo de 30, 60 e 180 minutos apds a realizacdo dos tratamentos por via oral. A
hipernocicepgdo foi mensurada como a diferenga entre a leitura do tempo 0 e dos tempos
mensurados (30, 60 e 180 minutos) (CUNHA et al., 2004; ROCHA et al., 2011).

4.10 Nocicepcédo induzida pela injecdo intraplantar de PMA

Os camundongos foram divididos em grupos de 8 animais, e tratados com Riparina
IV nas doses de 50 mg/kg ou com veiculo (Tween 80 a 2% em agua destilada), por via oral, 60
minutos antes. Apds esse periodo, os animais receberam uma injec&o intraplantar de 20 pl de
PMA (ativador de PKC — 500pmol/pata) na pata direita traseira. O tempo de lambedura da
pata foi registrado, em segundos, de 0-20 min, e considerado como um indice de nocicepcao
(OTUKI et al., 2005).

4.11 Nocicepc¢éo induzida pela injecdo intraplantar de 8-Br-cAMP

Os camundongos foram divididos em grupos de 8 animais, e tratados com
Riparina 1V nas doses de 50 mg/kg ou com veiculo (Tween 80 a 2% em agua destilada), por
via oral, 60 minutos antes. Apos esse periodo, 0s animais receberam uma injecéo intraplantar

de 20 pl de 8-Br-cAMP (ativador de PKA — 500nmol/pata) na pata direita traseira. O tempo
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de lambedura da pata foi registrado, em segundos, de 0-20 min, e considerado como um
indice de nocicep¢do. (BAGGIO et al., 2012)

4.12 Nocicepcédo induzida pela injecdo intraplantar de capsaicina

Os camundongos foram divididos em grupos de 8 animais, e tratados com Riparina
IV nas doses de 25 ou 50 mg/kg, ou com veiculo (Tween 80 a 2% em agua destilada), por via
intraplantar (10ul/pata), juntamente com capsaicina na dose de 2.2 pg/pata com um volume
de 10ul/pata. Apos a injecdo intraplantar, o tempo de lambedura da pata foi registrado, em
segundos, de 0-5 min, e considerado como um indice de nocicep¢do (SANTOS; CALIXTO,
1997).

4.13 Nocicepc¢ao induzida pela injecao intraplantar de cinamaldeido

Os camundongos foram divididos em grupos de 8 animais, e tratados com Riparina
IV nas doses de 25 ou 50 mg/kg, ou com veiculo (Tween 80 a 2% em &gua destilada), por via
intraplantar (10ul/pata), juntamente com cinamaldeido na dose de 10 nmol/pata, com um
volume de 10ul/pata. Apos a injecéo intraplantar, o tempo de lambedura da pata foi registrado,
em segundos, de 0-5 min, e considerado como um indice de nocicep¢do (ANDRADE et al.,
2008).

4.14 Nocicepcao induzida pela injecdo intraplantar de mentol

Os camundongos foram divididos em grupos de 8 animais, e tratados com Riparina
IV nas doses de 25 ou 50 mg/kg, ou com veiculo (Tween 80 a 2% em agua destilada), por via
intraplantar (10ul/pata), juntamente com mentol na dose de 1,2 umol/pata, com um volume de
10ul/pata. Apos a injecdo intraplantar, o tempo de lambedura da pata foi registrado, em
segundos, de 0-20 min, e considerado como um indice de nocicepcdo (ANDRADE et al.,
2008).
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4.15 Nocicepg¢ao induzida pela injecdo intraplantar de salina &cida

Os camundongos foram divididos em grupos de 8 animais, e tratados com Riparina
IV nas doses de 25 ou 50 mg/kg, ou com veiculo (Tween 80 a 2% em agua destilada), por via
intraplantar (10ul/pata), juntamente com salina acida na dose de 2% de &cido acético em 0.9%
de salina, pH 2.04/pata, com um volume de 10ul /pata. Apos a injecdo intraplantar, o tempo de
lambedura da pata foi registrado, em segundos, de 0-20 min, e considerado como um indice
de nocicepcdo (MEOTTI et al., 2010).

4.16 Registro extracelular

Ratos Wistar machos e fémeas foram divididos em 6 grupos, sendo 3 animais por
grupo. Para registro extracelular do PAC, os nervos ciaticos dos ratos foram cuidadosamente
dissecados e imediatamente acondicionados em solucdo de Locke até o0 momento de sua
utilizacdo.

Em seguida, o nervo ciatico foi acondicionado na camara de registro, preenchida
com 8 ml de solugdo de Locke e o nervo disposto horizontalmente sobre os eletrodos de
platina desta cdmara. Uma alca de aproximadamente 20 mm do nervo foi submersa na solucao
a fim de que, por capilaridade, tanto a solucdo quanto a Riparina IV fossem administrados ao
tecido.

Uma das extremidades do nervo foi eletricamente estimulada por pares de
eletrodos acoplados a um estimulador Grass, modelo S-48 (Grass Instrument Co., Quincy,
MA, USA), através de uma unidade isoladora de 34 estimulos Grass, modelo SIU 4678
(Grass Instrument Co.), e o PAC evocado foi coletado por eletrodos de registro na outra
extremidade do nervo. O protocolo experimental foi realizado nas seguintes etapas:

1) Periodo de estabilizacdo (120 min): tempo geralmente superior ao necessario

para que ocorra e se comprove a estabilizacdo (auséncia de alteracBes na

amplitude pico-a-pico) do PAC.

2) Periodo experimental (administracdo da droga em estudo - 60 min): foram

utilizadas as concentragdes de 0,1, 1, 2, 3 ou 10 mM de Riparina IV visando uma

melhor caracterizacdo do respectivo efeito sobre o nervo, e um grupo controle.

3) Periodo de lavagem (60 min): tempo no qual foi observada a recuperacdo dos

parametros alterados pela droga.

Os parametros observados foram referentes a:
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-Amplitude do Pico do potencial de a¢do (PAC)
- Velocidade de transmissao
- Amplitude pico a pico

- Méxima negativa

4.17 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada por software Graphpad Prism 5.0. Os resultados
sdo apresentados como a média £ E.P.M. Foram utilizados andlise de variancia (ANOVA),
sequida pelo teste de comparacGes multiplas de Student-Newman-Keuls, t-test Student e
analise de variancia Two- way ANOVA. Os valores de p <0,05 foram considerados

significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 Curva de dose-resposta

Em relacdo a curva de doses, a Rip.lIV administrada nas doses de 25 e 50 mg/kg
foram capazes de reduzir significativamente o nimero de contor¢des abdominais, porém as
outras doses utilizadas apresentaram resultados semelhantes ao grupo de animais tratados com
veiculo. (RiplV-25: 18,50 + 1,927; RiplV-50: 16,00 + 2,819), quando comparado com 0s

animais tratados apenas com o veiculo (30,56 + 2,316) (Grafico 1).

Gréfico 1 - Efeito da administracdo de RiplV na nocicepcéo induzida por acido acético em

camundongos.
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Efeito antinociceptivo da Rip.IV nas doses de 6,25, 12,5, 25, 50 e 100 mg/kg. Os valores representam a média +
E.P.M. ***p<0,001 vs Veiculo (ANOVA e Student-Newman-Keuls).

5.2 Time Course

Na curva de tempo, a Rip.IV apresentou efeito antinociceptivo logo apo6s 30
minutos da sua administracdo, e esse efeito se manteve por até 4 horas apos a aplicagdo, ndo

sendo mais significativo apds 6 horas da administracdo da Rip.1V (Gréfico 2).
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Grafico 2 - Efeito da administracdo de RiplV na nocicepcdo induzida por acido acético em
camundongos, em relacdo a curva de tempo.
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Efeito antinociceptivo da Rip.1V na dose de 50 mg/kg, nos tempos de 30, 60, 120, 240 e 360 minutos. Os valores
representam a média + E.P.M. *p<0,05, **p<0,01 vs Veiculo (ANOVA e Student-Newman-Keuls).

5.3 Hipernocicepg¢do mecanica induzida por carragenina

No grafico 3 observa-se que a injecdo de carragenina na regido subplantar da pata
dos camundongos induziu uma hipernocicep¢do mecanica caracterizada por um aumento na
sensibilidade. A sensibilidade foi mantida de 30 a 180 minutos ap6s a administracdo da
carragenina. Os animais tratados com indometacina (10 mg/kg, i.p.) exibiram uma reducdo
significativa na hipernocicep¢do mecénica induzida pela carragenina em todos os tempos
avaliados (Indometacina: 2,182 + 0,357, p<0,05; 1,520 + 0,457, p<0,01; -0,580 + 0,578,
p<0,001), quando comparados aos animais tratados com veiculo (Veiculo: 5,600 £ 1,345;
6,867 £ 1,821; 7,029 £ 2,160) . A Riparina IV na dose de 25 mg/kg demonstrou um efeito
anti-nociceptivo semelhante ao da indometacina nos tempos de 60 e 180 minutos (Rip 1V-25:
2,667 + 0,209 p< 0,05; 2,719 + 0,355 p< 0,05; 1,586 + 0,439 p< 0,01); a Riparina IV na dose
de 50 mg/kg demonstrou um efeito anti-nociceptivo semelhante ao da indometacina em todos
os tempos (Rip IV-50: 1,767 + 0,563, p< 0,05; -0,167 £ 0,372, p< 0,001; 0,105 £ 0,393, p<
0,001) (Gréfico 3).

+
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Grafico 3 - Efeito da RiplV no teste da hipernocicep¢do mecénica induzida por carragenina.
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Riparina 1V (25 e 50 mg/kg), Veiculo (2% de Tween em &gua destilada) e Indometacina (10mg/kg) foram
administrados 60 minutos antes, e indometacina 30 minutos antes da injecéo intraplantar de carragenina a 0,1%.
Cada ponto representa a média = E.P.M. do limiar de retirada da pata (em gramas) da estimulagdo tatil da pata
direita traseira. Foram utilizados de 6 a 8 animais por grupo. *p <0,05 **p <0.01 ***p <0.001 vs Veiculo (Two
way ANOVA e Bonferroni test, post hoc).

5.4 Andlise Histologica

Apbs a andlise histopatoldgica, observou-se que a RiplV em ambas as doses
apresentou escores de edema e infiltrado inflamatorio semelhantes ao do grupo de animais
tratado com veiculo, ndo apresentando diferencas estatisticamente significativas. O grupo de

animais tratado com indometacina apresentou uma reducéo significativa dos escores aferidos.



Figura 4 - Fotomicrografia histologica de patas de camundongos.
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Indometacina

Animais foram tratados com RiplV (25 e 50 mg/kg), veiculo, salina (sadio) e indometacina (10mg/kg). *:
infiltrado; seta: edema.

Tabela 4 - Escores do efeito da Rip.l1V na hipernocicep¢do mecéanica induzida por carragenina,
em relacdo a presenca de infiltrado inflamatorio.

Grupos Mediana Minima Maéaxima
Sadio 0* 0 0
Veiculo 3 2 3
Indometacina 0* 0 1
Rip.IV 25 3 2 3
Rip.IV 50 3 2 3

A tabela mostra o efeito do Rip.IV nas doses de 25 e 50mg/kg quando os animais foram hipersensibilizados com
carragenina e o tecido subcuténeo retirado e corado em HE. *p<0,05. (Kruskal-Wallis e teste de Dunn, post hoc)

Tabela 5 - Escores do efeito da Rip.1V na hipernocicep¢do mecanica induzida por
carragenina, em relacéo a presenca de edema.

Grupos Mediana Minima Méaxima
Sadio 0* 0 0
Veiculo 2 2 2
Indometacina 0* 0 1
Rip.IV 25 2 2 3
Rip.IV 50 2 2 3

A tabela mostra o efeito do Rip.1V nas doses de 25 e 50mg/kg quando os animais foram hipersensibilizados com
carragenina e o tecido subcutaneo retirado e corado em HE. *p<0,05. (Kruskal-Wallis e teste de Dunn, post hoc)

5.5 Hipernocicepcéo mecanica induzida por PGE,

No protocolo de hipernocicepgédo realizado com a administragdo intraplantar de
PGE,, a Rip.lIV na dose de 25 mg/kg mostrou efeito antihipernociceptivo estatisticamente
significativo apds 60 minutos de aplicacdo, permanecendo até os 180 minutos; ja a dose de 50
mg/kg apresentou esse efeito desde o tempo de 30 minutos, permanecendo nos tempos

seguintes.
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Gréfico 4 - Efeito da Rip.1V no teste da hipernocicep¢do mecénica induzida por PGE,.
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O gréafico mostra o efeito do Rip.lV nas doses de 25 e 50 mg/kg quando os animais foram hipersensibilizados
com PGE2 Os pontos representam a média = E.P.M. da intensidade do estimulo. *p<0,05 e **p<0,01 vs Veiculo
(Two-way ANOVA e Bonferroni, post hoc).

5.6 Hipernocicepcdo mecanica induzida por epinefrina

No protocolo de hipernocicepcao realizado com a administracdo intraplantar de
PGE,, a Rip.IV em ambas as doses ndo demonstrou efeito antihipernociceptivo
estatisticamente significativo nos tempos aferidos, apresentando comportamento semelhante

ao grupo de animais tratado com veiculo.

Grafico 5 - Efeito da Rip.IV no teste da hipernocicep¢do mecanica induzida por epinefrina.
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O gréafico mostra o efeito do Rip.lV nas doses de 25 e 50mg/kg quando os animais foram hipersensibilizados
com epinefrina. Os pontos representam a média + E.P.M. da intensidade do estimulo. (Two-way ANOVA e
Bonferroni, post hoc)
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5.7 Nocicepcéo induzida pela injecdo intraplantar de 8-Br-cAMP ou PMA

O tratamento realizado com Rip.IV na dose de 50 mg/kg reduziu
significativamente o tempo de lambedura induzido por 8-bromo-cAMP, demonstrando um
efeito inibitério méximo de 90.16% (Rip.IV-50); porém a mesma dose de Rip.IV, quando
utilizada em outro grupo de animais, ndo foi capaz de influenciar de forma significativa o
comportamento dos camundongos que receberam uma injecao intraplantar de PMA, quando
comparado ao grupo tratado com veiculo.

Rip.IV na dose de 50 mg/kg (90.89 * 14.23) apresentou um parametro de tempo
de lambedura induzida por PMA (ativador de PKC) semelhante ao observado nos animais
tratados com o veiculo (120.3 £ 21.70) (Grafico 6).

A administracdo de Rip.IV-50 mg/kg (1.87 = 0.66) foi capaz de reduzir
significativamente o tempo de lambedura induzida por 8-Br-AMPc (ativador de PKA) quando
comparado com o veiculo (19.00 + 3.10) (Gréfico 7).

Graéfico 6 - Efeito da Rip.l1V na nocicepc¢do induzida pela injecdo intraplantar de PMA.
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Os animais foram tratados com veiculo e RiplV 50 mg/kg (v.0.) 60 minutos antes da administragdo de PMA. Os
valores representam a média + E.P.M. do tempo de lambedura. (T-test; Mann Whitney).
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Gréfico 7. Efeito da RiplV na nocicepcao induzida pela injegdo intraplantar de 8-Br-cAMP.
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Os animais foram tratados com veiculo e RiplVV 50 mg/kg (v.0.) 60 minutos antes da administracdo de 8-Bromo-
cAMP. Os valores representam a média £ E.P.M. do tempo de lambedura. **p<0,05 vs Veiculo (T-test; Mann
Whitney).

5.8 Nocicepcdo induzida pela injecdo intraplantar de capsaicina, cinamaldeido, mentol

ou salina Acida

Os resultados obtidos demonstram que a co-administracdo de Rip.lIV, em ambas
as doses, com capsaicina, cinamaldeido e salina &cida foi capaz de diminuir
significativamente o tempo de lambedura da pata dos animais, quando comparado aos animais
que receberam co-administracdo com o veiculo, porém ao observarmos o grupo de animais
que recebeu Rip.lV juntamente com mentol, vimos que ndo houve inibi¢do do comportamento
nociceptivo.

Ao compararmos 0 maximo efeito inibitério da dose de 25 mg/kg de Rip.1V,
observa-se que a co-administracdo dessa substancia com capsaicina, cinamaldeido e salina
acida provocou uma reducdo do comportamento nociceptivo de forma semelhante (47,36%,
42,85% e 58,53%, respectivamente); ja em relacdo a dose de 50 mg/kg de Rip.IV, é notoria a
diferenca entre os grupos (44,12%, 79,51% e 84,26%, respectivamente).
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Tabela 6 - Efeito de Rip.1V 25 e 50 mg/kg na lambedura induzida pela co-administracgéo

intraplantar de Rip.IV com capsaicina, cinamaldeido, mentol ou salina &cida em camundongos.

Lambedura (s)

Grupos Capsaicina Cinamaldeido Mentol Salina &cida

Veiculo 34,00 + 4.194 48,36 + 6.666 31,70 + 3,451 130,2 +17,81
Rip.IV-25 17,90 + 2.321** 27,64 + 4,159 ** 29,36 +4,679 54,00+10,98 "

Rip.IV-50 19,00 +£3.309" 9,909 +2246**** 3425+4679 20,50+4,508""

Resultados apresentados como média £+ EPM. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 versus grupo veiculo (one-way
ANOVA seguido de Newman-Keul's test). # diferenca estatistica entre 0s grupos.

5.9 Analises de parametros do extracelular

Riparina IV apresentou efeito depressor concentracdo dependente sobre a
amplitude positiva e velocidade dos componentes do PAC. Em relagdo ao parametro
amplitude de pico das componentes do PAC, a Riparina IV apresentou resultados
significativos a partir da dose de 2mM (p<0,05) para amplitude de pico da primeira
componente, e 3mM (p<0,05) para a amplitude de pico da segunda componente. Os efeitos
sobre os pardmetros do PAC avaliados foram totalmente reversiveis para as doses de 2mM e
3mM; em relacdo a dose de 10mM, houve uma reversao parcial em relagdo a amplitude do
pico da primeira componente (p<0,05) e reversdo total em relacdo a amplitude do pico da
segunda componente.

Ao final de 60 minutos de exposi¢do do nervo a Riparina IV nas concentracdes de
0,1 e ImM (n=6), ndo houve alteracdo significante da amplitude positiva de ambos
componentes do PAC. Na concentracdo de 2 mM, houve reducdo estatisticamente
significativa apenas da amplitude positiva da primeira componente, sendo 34,7% menor em
relagdo ao seu valor controle. Para a concentracdo de 3 mM (n=8), a amplitude positiva do
primeiro componente foi reduzida em 57,5% e a do segundo componente em 53,1% dos seus
valores controle, e na dose de 10mM a amplitude positiva do primeiro componente foi
reduzida em 85,3% e a do segundo componente em 80,4% dos seus valores controle.

Apos a lavagem da Rip.IV em um tempo de observacdo de 60 min, houve

recuperacdo da amplitude positiva dos componentes do PAC. Apos esse periodo, o efeito
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depressor da Rip.IV sobre a amplitude positiva dos componentes foi totalmente reversivel
para as concentraces de 2 e 3mM. A 10 mM de Rip.IV, a recuperacéo foi parcial, uma vez
que o valor ao final da recuperacéo é significativamente diferente do valor aos 60 min em
presenca de Rip.IV (p<0,05). O efeito da Rip.IV sobre a amplitude positiva e a recuperacédo
dos componentes do PAC esta sumarizado nas tabelas 7, 8 e 9.

Tabela 7- Efeito e recuperacao de Rip.l1V sobre a amplitude positiva da primeira

componente do PAC.

Tempo Veiculo 0,1mM 1mM 2mM 3mM 10mM

Stab 6,36 £0,95 3,65+ 0,61 8,64+227 412+044 6,80+1,06 7,90 £1,26

Droga 517+090 353+0,89 599+172 269+033* 289+0,74* 1,03+0,59 ***

Lavagem 5,17+090 3,53+089 738+17 385+ 0,14 4,70+1,08 4,33+£0,82#

Resultados apresentados como média + EPM. "P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs Veiculo (one-way ANOVA
seguido de Newman-Keul's test).

Tabela 8 - Efeito e recuperacdo de Rip.IV sobre a amplitude positiva da segunda

componente do PAC.

Tempo Veiculo 0,21mM 1mM 2Mm 3mM 10mM
Stab 1,62 +0,23 0,61+0,13 1,65+0,44 1,39+ 0,36 1,26 £ 0,24 2,05+£0,32
Droga
1,69+0,21 0,49+ 0,09 1,35+ 041 1,01+033 059+0,12* 0,40%0,16 **
Lavagem

1,69+0,21 0,49 £ 0,09 1,77 £ 0,50 1,50+ 0,57 0,95+0,15 1,64 +0,36

Resultados apresentados como média + EPM. "P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs Veiculo (one-way ANOVA
seguido de Newman-Keul's test).
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Tabela 9 - Efeito e recuperacéo de Rip.1V sobre a amplitude pico a pico do PAC.

Tempo Veiculo 0,1mM 1mM 2mM 3mM 10mM

Stab 940+128 539+097 3,08+008 6,04+061 8,72+1,45 6,05+ 0,84

Droga 734+110 518+137 3,17+010 3,77+0,55* 4,14+0,80** 1,26 + 0,77***

Lavagem 7,34+110 518+137 3,10+002 545+031 6,62 + 1,23 3,39 = 0,52#

Resultados apresentados como média + EPM. "P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs Veiculo (one-way ANOVA
seguido de Newman-Keul's test).

Rip.IV reduziu a velocidade de conducdo dos componentes do PAC apenas na
dose de 10mM, enquanto que nas doses de 0,1, 1, 2 e 3 mM ndo houve diferenca estatistica
entre os valores. Em 10 mM (n=8), Rip.IV reduziu significativamente a velocidade de
conducdo do primeiro e segundo componentes em 38,4% e 36,5%, respectivamente. Apos a
lavagem da Rip.IV um tempo de observacdo de 60 min, observou-se uma recuperacao
parcial da velocidade de transmissdo positiva dos componentes do PAC (p<0,005). O efeito
da Rip IV sobre a velocidade de transmissdo sobre os componentes do PAC estd sumarizado

nas tabelas 10 e 11.

Tabela 10 - Efeito e recuperacéo de Rip.1V sobre a velocidade da primeira componente
do PAC.

Tempo Veiculo 0,AmM 1mM 2mM 3mM 10mM

Stab 71,29+9,33 66,66 9,27 49,64 +3,40 4,12+044 5436+7,70 57,26 + 4,66

Droga 70,92+9,63 6394+ 960 4451+238 2,69%033 47,42+568 3527 +145**

Lavagem 70,92+9,63 63,94+ 960 4891+ 510 3,85+0,14 5453+6,08 52,81+4,73##

Resultados apresentados como média + EPM. "P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs Veiculo (one-way ANOVA

seguido de Newman-Keul's test).
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Tabela 11 - Efeito e recuperacéo de Rip.1V sobre a velocidade da segunda componente
do PAC.

Tempo Veiculo 0,1mM 1mM 2mM 3mM 10mM

Stab 2206+131 21,70+0,83 1827+136 20,14+080 19,03+1,49 19,94 + 0,86

Droga 2097+1,06 1953+179 1591+130 16,49+030 1641+130 12,66+ 0,45***

Lavagem 20,97+1,06 1953+179 17,76 £+197 18,74+139 1791+1]10 16,11 + 0,44 ##

Resultados apresentados como média + EPM. "P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs Veiculo (one-way ANOVA

seguido de Newman-Keul's test).
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6 DISCUSSAO

A pesquisa e as publicacbes na area de dor e novas drogas com potencial
analgesico cresceu de forma exponencial nos ultimos anos, porém apesar dos grandes esforcos
direcionados para a descoberta de novos alvos moleculares relacionados com 0s mecanismos
de dor e de substancias que ajam blogueando ou inibindo tais alvos, ainda observamos uma
auséncia de avancos reais no desenvolvimento de farmacos analgésicos (KISSIN, 2010).

Portanto, estudos que objetivam elucidar a acdo de novas moléculas com potencial
analgeésico sdo fundamentais no incremento de maiores recursos terapéuticos que auxiliem no
manejo da dor e de seus sintomas.

Em um estudo previamente realizado por nosso grupo, demonstrou-se que a
Riparina 1V apresenta alteracGes significativas no comportamento de animais em modelos de
nocicepgdo induzidos por estimulos quimicos ou mecanicos. Os resultados obtidos indicam
que essa substancia apresenta uma acdo provavelmente relacionada a um mecanismo
periférico, ndo envolvendo vias do sistema nervoso central. Os testes comportamentais
apresentaram, também, uma auséncia de uma acdo relaxante muscular da substancia,
excluindo-se, assim, esse vies do estudo. (Dados ndo publicados)

Baseado nos dados anteriormente obtidos buscou-se, entéo, elucidar o mecanismo
de acdo da Riparina IV através da realizacdo de novos estudos comportamentais e,
posteriormente, de estudo eletrofisioldgico sobre a acdo dessa substancia sobre o potencial de
acao composto em nervo ciatico de ratos.

A acdo antinociceptiva ou antihipernociceptiva pode se relacionar com diversos
pontos da cascata de producdo/liberacdo dos mediadores pro-inflamatérios, ou ainda sobre
receptores de mediadores plasmaticos ou neurotransmissores (BEIRITH et al., 2002).
Baseado nisso, deu-se inicio a uma série de experimentos comportamentais, como objetivo de
elucidar se a acdo da Riparina IV poderia estar relacionada com alguma das importantes vias
de nocicepcao relatas na literatura.

Foi realizada uma curva de dose-resposta, a fim de elucidar se somente as doses
previamente utilizadas em estudo do nosso grupo seriam eficazes na reducdo do parametro de
nocicepc¢do observado (contor¢do abdominal). Os resultados obtidos confirmam que somente
as doses de 25 e 50 mg/kg Riparina IV apresentam acdo antinociceptiva no modelo animal
utilizado para screening (contor¢des abdominais induzidas por acido acético). Os grupos pré-
tratados com outras doses, tanto mais baixas, quanto em dose mais elevada, ndo exibiram

diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao numero de contorgdes.
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Na curva de tempo, a Riparina IV na dose de 50 mg/kg apresentou efeito
antinociceptivo logo apés 30 minutos da administracdo e esse efeito se manteve por até 4
horas apos a aplicacdo, ndo sendo mais significativo apos 6 horas da sua administracao.

Em estudo anteriormente realizado por nosso grupo, observou-se que a Riparina
IV apresentou uma acdo antihipernociceptiva no modelo experimental de hipernocicepgéo
mecanica induzida por carragenina. A injecdo de carragenina na pata traseira de animais gera
um processo inflamatério que leva ao recrutamento de neutréfilos, e também estimula a
producdo de TNF-alfa, que por sua vez, induz a liberacdo de Il-1beta, 1I-6 e 1I-8. As
interleucinas 1lbeta e 6 agem através de uma via dependente de prostaglandinas, promovendo
hipernocicepcdo, enquanto a interleucina 8 age através da via das aminas simpatomimeticas.
(CUNHA et al., 1991; CUNHA et al., 1992).

A epinefrina liga-se aos receptores adrenérgicos, que sdo classificados em o e f.
Todas as moléculas que agem como receptores adrenérgicos sdo membros da familia de
receptores acoplados a proteina G, portanto, estdo acopladas a cascatas de sinalizacdo distais.
Os receptores al estdo relacionados com a sinalizacdo mediada por Gq, que geram IP3, que
mobiliza as reservas de célcio e DAG que ativa a PKC; ja os receptores 3 ativam a proteina
Gs e adenilil ciclase, promovendo aumento de AMPc (GOLAN, 2014).

Ao realizar o teste de hipernocicepcao induzida por epinefrina, observou-se que o
pré-tratamento com Riparina IV em ambas as doses ndo alterou de forma significativa o
comportamento dos animais, e aqueles que receberam doses orais da substancia apresentaram
um limiar nociceptivo semelhante aos que receberam o veiculo, demonstrando que a acdo da
Riparina 1V ndo se relaciona com a via das aminas simpatomiméticas.

Contrariamente, os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que 0
pré-tratamento dos animais com Riparina IV em ambas as doses foi capaz de aumentar
significativamente o limiar nociceptivo. O efeito antihipernociceptivo foi observado a partir
de momentos diferentes, onde o0s animais pré-tratados com a maior de Riparina 1V
apresentaram aumento do limiar a partir de 30 minutos apos a sensibilizacdo com o agente
noxico, enquanto 0s animais tratados com a menor dose somente apresentaram
comportamento semelhante ap6s 60 minutos de sensibilizagdo com PGE2. O comportamento
observado nos animais permaneceu até o fim do teste (180 minutos).

A PGE2 é uma das principais prostaglandinas pré nociceptivas liberadas na
periferia em grande quantidade no local da injuria, sendo capaz de atingir seu pico em 3 horas
apos a administracdo (NAGATA et al., 2005).
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Devido & multiplicidade de efeitos desencadeados em animais, a prostaglandina
E2 é comumente utilizada em modelos de nocicepcdo (Derow et al., 2007). Alguns estudos
demonstraram que a injecdo dessa substancia em humanos ou animais de experimentacdo €
capaz de induzir tanto alodinia quanto hiperalgesia em resposta a estimulacdo mecéanica
(FERREIRA, 1972; TAIWO; LEVINE, 1991).

As acdes biologicas da PGE2 sdo atribuidas a sua capacidade de interagir com
receptores acoplados a proteina G, e entdo, ativar cascatas de segundos mensageiros. Esses
receptores sao expressos em diferentes tecidos, incluindo neurénios sensoriais (SOUTHALL,
VASKO, 2001; KOBAYASHI; NARUMIYA, 2002) A acdo da sensibilizacdo da PGE2
depende principalmente da ativacéo de seus receptores EP e a modulagéo entre canais ionicos,
adenilil ciclase/AMPc e ativacdo de PKA (NARUMIYA; FITZGERALD, 2001; BREYER et
al., 2001).

De acordo com o reportado na literatura, a prostaglandina E2 é capaz de ativar
diversas vias nociceptivas, e a injecdo intraplantar desse algbgeno em ratos pode provocar
hipernocicepcdo mecanica relacionada com o estimulo da via PKA-AmpC (ALEY; LEVINE,
1999; FERREIRA; NAKAMURA, 1979; TAIWO; LEVINE, 1991). Além da ativacdo da
PKA, a PGEZ2, quando injetada em patas, também é capaz de ativar outras proteinas quinases,
tais como PKC e MAPK, conforme descrito por outros autores (KASSUYA et al., 2007).

As proteinas quinases sdo moléculas sinalizadoras/efetoras de varios mecanismos
diferentes, e a ativacao de proteinas quinases A e C é implicada como parte de um mecanismo
de nocicepcdo periférica, relacionado com a sensibilizacdo de neurdnios sensoriais (DRAY et
al., 1988; HINGTGEN et al., 1995; SOUZA et al., 2002)

No presente trabalho, observou-se que a Riparina 1V, na dose de 50 mg/kg foi
efetiva na diminuicdo da resposta nociceptiva a injecdo intraplantar 8-bromo-cAMP, um
ativador de PKA; de outra forma, o pré-tratamento com a substdncia ndo foi capaz de
interferir significativamente no comportamento de lambedura da pata induzido por um
agonista de PKC (PMA).

Muitos estudos demonstraram a participacdo das proteinas quinases em modelos
de dor aguda e persistente, bem como a sua relacdo com mediadores inflamatorios e canais
ibnicos (YASHPAL et al., 1995, SOUZA et al., 2002; KASSUYA et al., 2007,
VILLARREAL et al.,, 2009). Alguns autores propuseram mecanismos que correlaciona a
liberacdo de neurotransmissores com a ativacdo da via PKA-AmpC e com os receptores
TRPV1 em estéagios de dor inflamatdria. Segundo esses, a liberacdo do glutamato em resposta

a inflamacéo e a ativacdo de receptores metabotropicos (mGlu5), daria origem a uma série de
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eventos que confluiriam para a formacéo e ativacdo de PKA, que, por sua vez, promoveria a
desensibilizagdo dos receptores de capsaicina (TRPV1) através da fosforilacdo direta
(BHAVE et al., 2002; HU et al., 2002).

A via PKA-AmpC também é relacionada com um efeito de potencializacdo da
atividade de receptores TRPAL, através da fosforilagdo de quatro residuos de aminoéacidos
(MEENTS et al., 2017), e com alteragdes na transducdo de sinais em receptores ASIC1 em
cérebros de ratos (LEONARD et al., 2002). Além dessa atividade, a proteina quinase A
também pode fosforilar canais de Na+, inibir correntes de potassio, e alterar o influxo de
calcio nas fibras nervosas nociceptivas, o que provoca reducdo do limiar de disparo dos
neurdnios, aumento da excitabilidade e da liberacdo de neurotransmissores, como o glutamato
(VANEGAS; SCHAILBE, 2001; AHMADI et al., 2002).

Devido a essa ampla atividade de modulacdo em canais idnicos relacionada com a
via PKA-AmpC, e sua aparente relacdo com a atividade antinociceptiva da Riparina 1V,
resolvemos investigar a atividade local da Riparina IV, quando administrada em conjunto com
ativadores de TRPV1, TRPA1, TRPM8 ou ASICs na pata de animais. A injecdo intradérmica
de Riparina 1V, em ambas as doses, foi capaz de inibir de forma significativa o tempo de
lambedura provocado pelas substancias capsaicina, cinamaldeido e salina acida, relacionados
com a ativacdo de TRPV1, TRPAL e ASICs, respectivamente. Porém, ndo houve alteracao
estatisticamente significativa em relacdo ao tempo de lambedura provocado pela
administracdo de mentol, um ativador de TRPMS8.

Os receptores de potencial transiente (TRP) sdo classificados como receptores
polimodais acoplados a canais ibnicos permedveis a cations. Essas moléculas, portanto,
participam na geracdo e deteccdo de sensacBes dolorosas evocadas por estimulos quimicos,
térmicos e mecanicos (LEVINE; ALESSANDRI-HABER, 2007; BAGGIO, 2010).

Os receptores TRP sdo expressos em fibras Ad e C, assim como em neurdnios do
ganglio da raiz dorsal. E sabido que a maioria dos neurénios que expressam TRPA1 também
apresentam TRPV1; ja em relacdo aos receptores TRPMS8 observa-se uma situagdo contraria,
onde TRPMS8 ¢ expresso no conjunto de fibras C e Ad negativas para o TRPV1 (STORY et
al., 2003; KOBAYASHI et al., 2005; ANDRADE et al., 2006).

Os receptores TRPV1 sdo canais idnicos ndo seletivos, que apresentam elevada
permeabilidade ao calcio; quando ativados, esses receptores promovem um aumento na
concentracdo de calcio citosolico em neurénios sensoriais (CATERINA et al., 1997). Essa
permeabilidade estd provavelmente relacionada a presenca de um residuo de tirosina (TM®6),
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que também atua em outros canais idnicos, estando relacionado com a ativacdo desses canais,
e portanto, relacionado com a ativagéo das correntes idnicas (MOHAPATRA et al., 2003).

O TRPAL1 atua despolarizando os nociceptores frente aos estimulos nocivos que
ativam vias envolvendo a fosfolipase C, PKA e receptor ativado por protease 2 (JORDT et al.,
2004; WANG et al., 2008). Além disso, os receptores TRPAL sdo coexpressos com 0s canais
TRPV1, e essa coexpressao reforca o envolvimento muatuo e/ou sinergia de diferentes
mecanismos envolvendo os dois receptores (STORY et al., 2003; KOBAYASHI et al., 2005).

Os canais de ions sensiveis ao acido (ASICs) representam outra familia de
moléculas importantes na transducdo da nocicep¢do. Algumas evidéncias sugerem que ASIC
e TRPV1 tém papeis complementares na deteccdo de prétons no neurbnio sensitivo
(BAGGIO et al., 2012).

Além dos TRP, outros canais que participam da transducao do sinal nociceptivo
sd0 0s canais ibnicos sensiveis ao acido (ASICs). Pertencem a superfamilia de canais de Na+
epiteliais degenerina e sdo ativados por prétons extracelulares e modulado por diversos
cations e proteinas quinases (PKC e PKA), tendo sua expressdo aumentada mediante alguns
mediadores inflamatdrios (bradicinina, serotonina e IL-1) (MAMET et al., 2002).

A nocicepcdo € um processo que inclui diversas vias de sinalizagdo, envolvendo
tanto mecanismos centrais quanto periféricos, liberacdo de neurotransmissores, liberacdo de
mediadores inflamatdrios pré-formados, ou produzidos ap6s o inicio do processo (CUNHA et
al., 1992; CUNHA et al., 2005).

A fim de elucidar se a acdo da Riparina IV estd relacionada com uma acéo
antiinflamatdria ou antiedematogénica, foi realizado um pré-tratamento com Riparina IV por
via oral, e inducdo de inflamacdo na pata provocada por injecdo de carragenina. O pré-
tratamento com Riparina 1V ndo inibiu de forma significativa a formagéo de edema nem a
migracdo de células de defesa para a regido tratada com carragenina. Os escores de edema e
infiltrado inflamatorio dos animais que receberam tratamento oral com Riparina IV foram
semelhantes ao dos animais tratados com veiculo; ja os animais tratados com Indometacina
apresentaram reducdo significativa de ambos os parametros.

Nascimento et al. (2016), realizaram um estudo utilizando a Riparina IV em
outros modelos experimentais de nocicepcdo. Ao testar a atividade dessa substancia em
modelo de nocicepgdo provocada pelo CFA, os autores sugeriram que a Riparina IV
apresentava um efeito antinociceptivo e antiedematogénico, sendo a Ultima caracteristica ndo
observada em nosso estudo. Ainda, os autores inferem que a Riparina IV seria capaz de agir
inibindo a producéo de PGE2.
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Essa discrepancia de resultados deve-se, provavelmente, a diferencas relacionadas
com a diluicdo da substancia em Tween 80, a utilizacdo de diferentes algégenos para inducéo
do processo inflamatorio, e ao emprego de diferentes doses nos estudos. No estudo realizado
por Nascimento et al. (2016), foi realizada diluicdo em 5% do solubilizante, superior a
diluicdo de 3% realizada para o presente estudo, e as doses da Riparina IV foram inferiores as
utilizadas no presente trabalho. As doses selecionadas para o estudo aqui descrito estdo de
acordo com a curva de dose-resposta realizada no modelo de contor¢des abdominais por acido
acetico, onde somente as doses de 25 e 50 mg/Kg apresentaram efeito significativo na reducao
do namero de contor¢Bes mediadas por acido acético.

Outro fato que refuta essa acdo relacionada exclusivamente a producdo de
prostaglandinas € a rapida acdo da Riparina IV quando injetada na pata de animais,
produzindo efeitos observados em poucos minutos, como nos testes de nocicep¢do mediada
por capsaicina (0-5 minutos).

Os resultados em testes comportamentais indicam que a Riparina IV apresenta
uma acdo antinociceptiva relacionada com um mecanismo de acao periférico.

Nociceptores sdo capazes de detectar estimulos nocivos relacionados a liberacdo
de mediadores inflamatdrios e realizar a transducdo destes estimulos nocivos em atividade
elétrica. Um potencial de acdo é gerado na periferia e permite a transmissdo da dor através do
nervo periférico ao sistema nervoso central (SNC). Os canais Na*, Ca," e K* estdo envolvidos
neste processo e a modulacdo desses canais € sugerida como mecanismos de acdo
relacionados a hipernocicepcdo, diminuindo a excitabilidade do limiar do nociceptor
(MILLAN, 1999; ALEY et al.,, 2000; SOUZA et al., 2000; WOOLF, 2007; DUBIN;
PATAPOUTIAN, 2010).

Diversos estudos demonstraram que substancias extraidas de produtos naturais eu
apresentam atividade antinociceptiva em modelos animais in vivo podem relacionar-se
também com alteracGes significativas na conducéo ou excitabilidade neuronal (AMORIM et
al., 2016; LA ROCCA et al., 2016; SOUSA et al., 2015; FERREIRA-DA-SILVA et al.,
2015; SILVA-ALVES et al., 2015; LEAL-CARDOSO et al., 2010; JOCA et al., 2012).
Riparina IV é um analogo estrutural das Riparinas isoladas de espécies de Aniba riparia, e
apresenta 0 mesmo nucleo dessas substancias.

Diferentes moléculas de Riparina foram testadas e apresentaram atividades
antinociceptivas e anti-inflamatorias (ARAUJO et al., 2009; CARVALHO et al., 2013;
SANTIAGO et al., 2015; SILVA et al., 2015; VASCONCELOQOS, 2015), porém nao ha relatos

na literatura que demonstrem alguma investigacdo relacionando essas substancias com
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alteracOes de parametros eletrofisiologicos. Devido a essa semelhanca estrutural com produtos
naturais, e a atividade antinociceptiva demonstrada nos modelos animais estudados, e no
sentido de investigar melhor a acdo da Riparina IV sobre os neurénios periféricos, resolveu-se
estudar a atividade dessa substancia em preparac6es intactas dos neurdnios de nervo ciatico de
ratos.

O estudo dos potenciais de acdo composto em nervo ciatico de ratos é uma
ferramenta experimental que pode auxiliar na obtencdo de maiores informacdes sobre fatores
que influenciam na propagacdo dos impulsos nervosos. Uma vez que a atividade elétrica
celular é caracterizada pelo fluxo de ions através da membrana neuronal, o registro
extracelular de potencial de acdo é capaz de detectar essa atividade sem que o eletrodo penetre
na célula e a danifique (MILLAR, 1997).

O nervo ciatico é constituido principalmente por fibras do tipo A, de acordo com a
classificacdo de Erlanger e Gasser, apresentando os subtipos Aa, AP e Ad e fibras C. Estas
fibras apresentam diferentes didmetros, velocidades, limiares de excitabilidade e,
possivelmente, populagdes de canais distintas (NOKES et al.,, 1991; CATTERALL,;
MACKIE, 1996; JUNGE, 1977).

Ao submeter fibras nervosas do cidtico a estimulos elétricos, verificam-se o
surgimento de ondas, também denominadas componentes. Essas componentes refletem o
comportamento do potencial de acdo composto registrado em tronco nervoso; esse parametro
difere do potencial de acdo, porque apresenta uma resposta graduada, que varia de acordo
com amplitude do estimulo, diferentemente do potencial de agdo, que apresenta uma
caracteristica “tudo ou nada” (HURSH, 1939; JUNGE, 1977).

A avaliacdo de pardmetros observados no registro extracelular em ciaticos de rato
demonstrou, pela primeira vez, que a Riparina IV em diferentes doses foi capaz de reduzir a
amplitude do potencial de agdo composto.

No estudo realizado, foram observadas duas ondas no registro do potencial de
acao composto, denominados primeiro e segundo componentes. Sabe-se que 0s componentes
do PAC séo resultantes das atividades de fibras diferentes, onde o primeiro componente do
relaciona-se principalmente com potenciais de agdo de fibras motoras e o segundo, com
potenciais de acéo de fibras sensoriais (LEAL-CARDOSO et al., 2010).

A queda da amplitude do PAC relaciona-se com uma reducdo na conducao
nervosa nas fibras de ciatico. De acordo com Hille (2001), uma reducédo de 50% da amplitude
do potencial de acdo é capaz de provocar déficit da funcdo neural, gerando uma inibigéo da
transmissdo nervosa. A Riparina IV nas doses de 3 e 10 mM foi capaz de reduzir a amplitude
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do PAC, em ambas as componentes, em mais de 50%, quando comparado aos valores
controle. Na dose de 3mM, a reducdo das amplitudes positivas foi de 57,5% para o primeiro
componente e 53,1% para 0 segundo; ja na dose de 10mM, as amplitudes foram reduzidas em
mais de 80%, sendo uma reducédo de 85,3% e 80,4% em primeiro e segundo componentes,
respectivamente.

Além da alteracdo das amplitudes positivas, observou-se também uma inibic¢éo da
amplitude pico a pico. Nas doses de 3 e 10 mM, a Riparina IV apresentou reducao superior a
50% dos valores de amplitude pico a pico, corroborando com os resultados observados em
relacdo as amplitudes positivas, sendo demonstrada uma reducgdo de aproximadamente 53%
na dose de 3 mM, e de aproximadamente 79% na dose de 10mM. A amplitude pico a pico
refere-se a quantidade de fibras que estdo sendo despolarizadas simultaneamente no
momento.

A velocidade de conducdo € outro parametro comumente analisado nos estudos de
eletrofisiologia, e esta relacionado com diversos fatores, tais como o didmetro da fibra
nervosa, relacdo entre o didmetro do ax6nio e da bainha de mielina, e da distancia entre os
nodulos de Ranvier em neurdnios mielinizados (FALK; STALBERG, 1995). A relacdo entre
diametro das fibras e velocidade de conducdo € considerada inversamente proporcional ao seu
tamanho, portanto, fibras de menor didametro possuem velocidade de condugdo menor, quando
comparadas as de maior diametro (ERLANGER; GASSER, 1937).

Quando se considera a conducdo nas fibras mielinizadas, tais como as observadas
na analise extracelular, observa-se a caracteristica de conducdo saltatdria, visto que a
excitabilidade dessas células localiza-se predominantemente nos nodos de Ranvier (FALK;
STALBERG, 1995).

No presente estudo, foi observada uma velocidade de aproximadamente 60 m/s
em relacdo ao primeiro componente, que caracterizaria uma acdo relacionada as fibras
mielinizadas AP (£ 30-70 m/s), e 0 segundo componente apresentou uma velocidade de
condugdo de aproximadamente 20 m/s, caracterizando fibras mielinizadas sensoriais do tipo
Ad (+ 5-30 m/s). A Riparina IV na dose de 10 mM foi capaz de reduzir a velocidade de
conducdo em ambos componentes, ndo sendo observadas diferencas estatisticamente
significativas entre a reducdo da velocidade de primeiro e segundo componentes (38,4% e
36,5%, respectivamente).

Os impulsos nervosos de origem nociceptiva séo normalmente conduzidos por
fibras Adelta e C (NARHI et al., 1982). Ao analisarmos a acdo da Riparina IV sobre a

velocidade de conducdo do segundo componente, observa-se que a reducdo estatisticamente
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significativa desse pardmetro pode estar relacionada com a agdo antinociceptiva dessa
substancia.

A reducéo na velocidade de conducdo pode ser provocada através da alteracdo de
fatores como: reducéo das correntes de sddio, mas também pela alteracdo das propriedades
passivas do axénio, como aumento da capacitdncia da membrana por unidade de area,
aumento da resisténcia do axoplasma ou diminuicao da resisténcia da membrana.

As correntes de sodio sdo responsaveis pelo pico do potencial de agdo nas
membranas de neurdnios e da maioria das células excitaveis. Um bloqueador padrdo dos
canais de sddio dependentes de voltagem poderia reduzir a condutdncia ao Na+, e
consequentemente, diminuir a ativagdo das fibras do feixe nervoso (ALVES et al., 2010).
Diversas substancias, incluindo toxinas extraidas de animais, apresentam atividade de
blogqueio de canais de sodio, e a maioria desses compostos age estabilizando o estado
inativado dos canais de sodio (BOSMANS et al., 2006; CORZO et al., 2007; KLINT et al.,
2012)

E descrito na literatura que a reducdo da velocidade de depolarizacdo esta
associada com um aumento do tempo de pico, fato que pode ser quantificado como uma
despolarizacdo mais lenta do PAC (CATTERALL, 2000; HILLE, 2001). Os resultados do
presente estudo demonstram que a Riparina IV na dose de 10mM aumentou
significativamente o tempo de pico de ambos 0s componentes, sendo observada uma maior
atividade em relacdo ao tempo do segundo componente. Quando consideramos o aumento do
primeiro componente, pode-se observar um aumento de aproximadamente 20% em relacédo ao
valor controle, j& quando se trata da alteracdo de pardmetro do segundo componente, pode-se
observar um aumento de aproximadamente 34%, caracterizando uma maior atividade em
fibras sensoriais, de acordo com o parametro analisado.

Os canais de sodio dependentes de voltagem (Nav) apresentam-se amplamente
distribuidos no organismo dos mamiferos, porém alguns desses canais i0nicos sao
encontrados exclusivamente no sistema nervoso periférico, sendo esses Nav 1.7, 1.8, e 1.9
(BHATTACHARYA; WICKENDEN; CHAPLAN, 2009).

Além dos subtipos 1.7, 1.8 e 1.9, os canais de sodio dependentes de voltagem 1.3
também sdo tidos como um potencial alvo terapéutico para novas drogas com capacidade
analgesica. Estes subtipos sdo predominantemente expressos em neurdnios sensoriais com
ligagdo a nocicepcdo e, portanto, fornecem uma forte justificativa para o desenvolvimento de
novos tratamentos para a dor. (ENGLAND; DE GROOT, 2009; NARDI et al., 2012).
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A importancia dos inibidores do canal de sodio como uma classe de terapéutica
destaca-se pela sua exploragdo bem-sucedida em diferentes substancias utilizadas no mercado
como anticonvulsivantes, antiarritmicos, anestésicos locais e analgésicos (CLARE et al.,
2000; MANTEGAZA et al., 2010).

No presente estudo, ndo foi realizada uma analise da atividade da Riparina IV
sobre as correntes de sodio devido a fatores limitantes ao trabalho, como necessidade de
conhecimento e manejo de outra técnica de registro eletrofisiologico (ex. registro
intracelular), bem como disponibilidade de tempo, animais de experimentacdo e droga.
Porém, os resultados obtidos sugerem uma provavel acdo dessa substancia em nivel de canais

de sddio dependentes de voltagem.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com o presente estudo constata-se que:

e O tratamento oral com RiplV foi capaz de causar uma antinocicepcdo no
modelo de contor¢des induzida por acido acético, com efeito que se inicia 30

minutos apos a sua administracdo e dura por até 4h.

e A RiplV apresenta propriedades antihiperalgésica frente a estimulos como a

carragenina e PGE2.

e O tratamento com RiplV ndo apresenta acdo antiedematogénica ou anti-

inflamatdria no modelo de hiperalgesia por carragenina.
¢ O efeito antinociceptivo da RiplV parece envolver a via da PKA.

e RiplV administrada por via intraplantar apresentou um efeito antinociceptivo

local que parece envolver os receptores TRPV1, TRPAL e ASICs.

e RiplV € capaz de bloguear tanto a primeira quanto a segunda componente do
PAC em NC de ratos.

¢ RiplV também alterou a amplitude pico a pico do PAC.

e RiplV interferiu na velocidade de conducdo tanto em primeira quanto em

segunda componente do PAC.
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8 CONCLUSAO

O conjunto de resultados obtidos no presente estudo demonstra que a Rip IV
exerce um efeito antinociceptivo significativo. Tal efeito a nivel periférico parece ser mediado
em parte, por uma interagdo com a via da PKA, relacionada com nociceptores que participam
do processo de transdugdo na nocicepcdo. Em relacdo as atividades eletrofisiologicas da
substancia, pode-se afirmar que a RiplV é um bloqgueador do PAC, e apresenta uma atividade
que sugere o0 envolvimento dos canais de sédio.

Diante do exposto, podemos sugerir que a RiplV constitui uma molécula
interessante para o desenvolvimento de farmaco terapeuticamente util no controle da dor

aguda.
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