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Resumo:

A dor é um dos sintomas clinicos mais
comuns que levam os pacientes a procurar
cuidados médicos e ao uso de medicamentos.
O receptor de potencial transitério anquirina 1
(TRPA1) esta relacionado ao desenvolvimento
de diferentes tipos de dor inflamatéria.
Tabernaemontana catharinensis € uma arvore
popularmente conhecida como cobrina e a
diversidade de acgfes biolégicas encontradas
na fracdo acetato de etila (Eta) de suas folhas
€ atribuida a presenca de polifenois e
flavonoides. Entretanto, até o momento, nao
h& estudos suportando a atividade antagonista
desta fracdo sobre receptores TRPAl em
camundongos. Os agonistas TRPA1l H:O.,
cinamaldeido ou isotiocianato de alila foram
administrados apos o tratamento oral de Eta
ou veiculo, na superficie da pata direita
traseira de camundongos. Os animais foram
avaliados sobre diferentes testes nociceptivos
(nocicepcgdo espontéanea, alodinia mecéanica e
ao frio)) e quanto ao desenvolvimento de
edema. Estudos pré-clinicos utilizando
modelos de roedores mostram  que
antagonistas do TRPAL inibem a nocicepcao e
inflamacdo. Deste modo, sugerimos que a
acdo antinociceptiva periférica de Eta seja
mediada por receptores TRPAL.
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Introducéo:

A dor é uma das condicBes mais
prevalentes que limita a produtividade e
diminui a qualidade de vida dos pacientes.
Embora exista um grande arsenal de
analgésicos efetivos e altamente utilizados, ha
também uma grande preocupacao relacionada
com sua seguranca e efeitos adversos,
tornando seu uso clinico problematico (Cazacu
et al., 2015) e favorecendo a escolha por
tratamentos baseados na medicina alternativa
pelos pacientes. A  Tabernaemontana
catharinensis ¢é uma arvore (familia
Apocinaceae) popularmente conhecida como
cobrina. Estudos anteriores ja demonstraram
gue a fracdo acetato de etila de suas folhas
possui efeito analgésico e anti-inflamatério em
modelos animais (Brum et al., 2016). Além
disso, uma diversidade de ac¢bes bioldgicas
desencadeadas pelos constituintes desta
fracdo (polifenois e flavonoides) foi atribuida
por Boligon et al. (2014).

As fibras aferentes  sensoriais
expressam diversos tipos de canais ibnicos
essenciais para a deteccdo e transmissédo de
estimulos dolorosos, como o receptor de
potencial transitério anquirina 1 (TRPA1)
(Andrade et al., 2012). Este canal é um dos
principais sensores para diversas substancias
oxidantes endogenas, como o peroxido de
hidrogénio (H20.), e exdgenas provenientes de
produtos naturais como cinamaldeido e
isotiocianato de alila (AITC) (Trevisan et al.,
2014a) derivados da canela e do 6leo de
mostarda, respectivamente (Andrade et al.,
2012). O receptor TRPAL1 foi identificado como
um provavel alvo para o desenvolvimento de
analgésicos para o tratamento de diversas
condicdes inflamatorias dolorosas, visto que é
um relevante mediador de alodinia mecéanica e
ao frio observada em modelos experimentais
de dor (Andrade et al., 2012). Sabe-se também
gue a estimulacdo de nociceptores periféricos
contendo TRPA1 gera uma série de respostas
proinflamatérias, as quais compreendem
fatores vasculares como a formacdo de edema
(Geppetti et al., 2008).

Produtos naturais tém sido avaliados
biologicamente quanto a acdo antagonista de
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receptores TRPAL1 (Trevisan et al., 2014b).
Entretanto, até o momento, ndo ha estudos
pré-clinicos suportando a atividade analgésica
da fracdo acetato de etila de T. catharinensis
(Eta) sobre receptores TRPA1. Desta forma,
hipotetisamos que a atividade antinociceptiva e
anti-inflamatoéria de Eta em diferentes modelos
de dor é mediada pelo receptor TRPAL.

Metodologia:

Foram utilizados camundongos Swiss
albinos machos (25 - 30 g) obtidos do Biotério
Central da UFSM e mantidos sob condi¢des
ideais de experimentacdo animal. Eta foi
obtida como descrito previamente (Brum et al.,
2016) e dissolvida em tween 80 5% e NaCl
0.9% para o tratamento de camundongos. O
protocolo de tratamento consistiu na
administracdo por via oral de Eta (0.01 - 100
mg/kg, v.0.) ou veiculo (10 mL/kg, v.0.) em
uma Unica dose. Em diferentes tempos (0.33 -
24 h) ap6s o0s tratamentos o0s animais
receberam uma injecdo de 20 pL de agonistas
do TRPA1: H,O; (2 pmol/pata), cinamaldeido
(10 nmol/pata) ou AITC (10 nmol/pata)
intraplantarmente (i.pl.) na pata direita traseira.
Em seguida, os camundongos foram testados
frente a diferentes pardmetros de nocicepgéo e
inflamacéao.

Nocicepcdo espontanea: O receptor
TRPA1 é estimulado por agentes quimicos
irritantes. Estas substancias sao utilizadas
como teste de triagem para novos analgésicos,
uma vez que sado capazes de induzir
nocicepgdo espontdnea em modelos animais
(Andrade et al.,, 2012). Em 1 h ap6s a
administracdo de Eta, o tempo gasto pelos
animais lambendo e/ou mordendo a pata
injetada com agonistas do TRPA1l foi
cronometrado durante 5 min e considererado
como tempo de nocicepgdo (Brum et al.,
2016).

Alodinia mecéanica: O envolvimento
do receptor TRPA1 no desenvolvimento de
hipersensibilidade a estimulos mecéanicos tem
sido bastante relatado na literatura (Trevisan et
al., 2014a). Primeiramente foi determinado o
limiar basal de resposta ao estimulo mecéanico
da pata direita traseira de cada animal
utilizando  filamentos de  von Frey.
Posteriormente foi calculado o limiar de
retirada de pata (LRP) através do método de
“‘up and down” (Dixon, 1980; Oliveira et al.,
2011). Apés a medida basal, os animais foram
tratados e o desenvolvimento de alodinia
mecanica foi verificado entre 0.33 e 24 h.

Alodinia ao frio: Foi também avaliado
o efeito de Eta frente a alodinia ao frio induzida
pela aplicacéo topica de acetona (Trevisan et
al., 2014b). Para tal, os animais receberam 3

aplicacbes de 20 yL cada de acetona na pata
direita traseira e a resposta nociceptiva aguda
foi observada e avaliada através de um escore
de 4 pontos (Zheng et al., 2012).

Desenvolvimento de edema: Tendo
em vista que a estimulacdo de nociceptores
periféricos contendo TRPA1 gera uma série de
respostas proinflamatérias e formacdo de
edema (Geppetti et al., 2008), a espessura da
pata direita traseira dos animais foi medida
utilizando um paquimetro digital (Amatools,
150 mm/6") antes (medida basal) e apds os
tratamentos (0.33 - 24 h). Um aumento na
espessura da pata dos animais comparado a
medida basal foi considerado como edema. Os
valores foram expressos como a variagao (A)
da espessura da pata em relacdo aos valores
basais.

Resultados e Discusséo:

NOs investigamos a contribuicdo do
TRPAL1 sobre o efeito analgésico de Eta em
diferentes testes nociceptivos e inflamatorios.
As injecgOes intraplantares dos agonitas TRPA1
(H202, cinamaldeido ou AITC) causaram
nocicepcdo  espontdanea, a qual foi
demonstrada pela lambida da pata injetada
durante 5 min imediatamente apés suas
administragdes. Eta (0.1 - 100 mg/kg) preveniu
a nocicepcgao espontanea guando
administrada 1 h antes do tratamento com os
agonistas. A inibicdo maxima (Ima) causada
por Eta (100 mg/kg) foi 56.3+2.3%, 31.3+7.2%
e 49.8+3.8% para H.0- (Fig. 1A), cinamaldeido
(Fig. 2A) e AITC (Fig. 3A) induzindo
nocicepgdo espontanea, respectivamente. O
valor Dlsg (dose que reduz a resposta
nociceptiva em 50% em relacdo ao valor
controle) encontrado para o  efeito
antinociceptivo de Eta sobre a nocicepcéo
espontanea induzida por HO; foi 0.043 (0.002
— 0.723) mg/kg.

Em seguida, n6és demonstramos que a
administracdo dos agonistas TRPAL1 promoveu
alodinia mecénica e desenvolvimento de
edema a partir de 0.33 até 24 h de suas
administragdes. Eta (0.1 - 100 mg/kg) preveniu
a alodinia mecéanica (Fig. 1B) de 0.33 a 1 h
apos a administracdo de H,O; (Imax de Eta 30
mg/kg = 98.7£12.3% em 0.33 h), com Dlsg de
7.42 (1.43 - 38.57) mg/kg. Eta (1 - 100 mg/kg)
também preveniu o desenvolvimento de
edema (Fig. 1D) a partir de 0.33 a 1 h apos a
injecdo de H>O, (Imax de Eta 100 mg/kg =
96.0+29.8% em 1 h). Quando Eta (100 mg/kg)
foi administrada oralmente antes da injecéo de
cinamaldeido ou AITC, ela reduziu a alodinia
mecanica a partir de 2 até 6 h (Fig. 2B) (Imax =
69.1+5.8% em 6 h) e a partir de 0.33 até 2 h
(Fig. 3B) (lmax = 69.2+13.3% em 1 h),
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respectivamente. Eta demonstrou efeito sobre
0 edema de pata induzido por cinamaldeido
(Fig. 2D) apenas em 2 h ap0s seu tratamento
(Imax = 86.8+£15.0%). Com relacédo ao edema de
pata induzido por AITC, Eta reduziu este
parametro a partir de 0.33 até 4 h apds seu
tratamento, com Insx de 100% em 2 h (Fig.
3D).

NoOs também avaliamos o efeito de Eta
sobre a alodinia ao frio induzida pelos
agonistas TRPA1. Eta (100 mg/kg) preveniu
parcialmente o desenvolvimento de alodinia ao
frio com efeito dependente do agonista.
Quando H»0, (Fig. 1C) foi administrado
intraplantarmente, Eta preveniu a nocicep¢ao
somente no tempo de 2 h (Inax = 66.6+10.4%).
Similarmente, Eta também preveniu a
nocicepgao causada por cinamaldeido (Fig.
2C) somente em 2 h (Imax = 51.6£13.6%). Por
fim, o efeito antinociceptivo de Eta sobre a
alodinia ao frio induzida por AITC (Fig. 3C)
ocorreu somente em 1 h apés a injecdo de
AITC com Imax de 58.6+20.2%.
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Figura 1 - Eta previne a nocicepgao
espontanea, alodinia mecanica e ao frio e
desenvolvimento de edema induzidos por
H.O,. Os camundongos foram tratados com
veiculo (10 mL/kg, v.0.) ou Eta (0.01 - 100
mg/kg, v.0.) 1 h antes da inje¢cdo de H.O, (2
pmol/pata). A nocicepgdo espontanea (A),
alodinia mecénica (B) e ao frio (C) e
desenvolvimento de edema (D) foram
avaliados de 0.33 a 4 h ap6s a administracao
de H>O,. ANOVA de uma ou duas vias seguida
de teste post hoc de Bonferroni. Teste Mann—
Whitney ndo paramétrico foi utilizado para as
andlises dos escores de alodinia ao frio. Os
resultados sao expressos como médiatSEM
(n=6/grupo). #p<0.01 e *#p<0.001 vs. valores
basais (B). *p<0.05, **p<0.01 e ***p<0.001 vs.
grupo veiculo.
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Figura 2 - Eta previne a nocicepc¢ao
espontanea, alodinia mecéanica e ao frio e
desenvolvimento de edema induzidos por
cinamaldeido. Os camundongos foram
tratados com veiculo (10 mL/kg, v.0.) ou Eta
(100 mg/kg, v.0.) 1 h antes da injecdo de
cinamaldeido (10 nmol/pata). A nocicepgao
espontanea (A), alodinia mecénica (B) e ao frio
(C) e desenvolvimento de edema (D) foram
avaliados de 0.33 a 24 h apds a administracao
de cinamaldeido. Teste t Student e ANOVA de
uma ou duas vias seguida de teste post hoc de
Bonferroni.  Teste = Mann-Whithey  nao
parameétrico foi utilizado para as andlises dos
escores de alodinia ao frio. Os resultados sao
expressos como médiatSEM (n=6/grupo).
#p<0.05, *p<0.01 e **p<0.001 vs. valores
basais (B). *p<0.05, **p<0.01 e ***p<0.001 vs.
grupo veiculo.
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Figura 3 - Eta previne a nocicepc¢ao
espontanea, alodinia mecénica e ao frio e
desenvolvimento de edema induzidos por
AITC. Os camundongos foram tratados com
veiculo (10 mL/kg, v.0.) ou Eta (100 mg/kg,
v.0.) 1 h antes da injecdo de AITC (10
nmol/pata). A nocicepgdo esponténea (A),
alodinia mecénica (B) e ao frio (C) e
desenvolvimento de edema (D) foram
avaliados de 0.33 a 4 h ap6s a administracao
de AITC. Teste t Student e ANOVA de uma ou
duas vias seguida de teste post hoc de
Bonferroni. Teste Mann-Whitney  nédo
paramétrico foi utilizado para as andlises dos
escores de alodinia ao frio. Os resultados sdo
expressos como médiatSEM (n=6/grupo).
#p<0.05, **p<0.01 e **#p<0.001 vs. valores
basais (B). *p<0.05, **p<0.01 e ***p<0.001 vs.
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grupo veiculo.

A injecdo dos agonistas HOo,
cinamaldeido e AITC na superficie plantar de
camundongos € conhecida por produzir
nocicepgdo espontanea em ambos roedores e
humanos. Além disso, o envolvimento do
receptor TRPA1l no desenvolvimento de
hipersensibilidade a estimulos mecéanicos e ao
frio, bem como desenvolvimento de edema,
tem sido bastante relatado na literatura
(Trevisan et al., 2014a). O uso de antagonistas
TRPA1 ou de camundongos knockout para
TRPAL1 tem sido reportado por diminuir estes
parametros em modelos animais (Andrade et
al., 2012; Trevisan et al., 2014b). E destacado
na literatura que o TRPA1l é ativado por
substancias irritantes exdégenas (cinamaldeido
e AITC), bem como oxidantes produzidos
endogenamente como o H>O: (Andrade et al.,
2012; Julius, 2013). Aqui, nés observamos que
Eta efetivamente reduziu a nocicepgao
espontanea mediada pelos agonistas TRPA1
de maneira dependente de dose. Além disso,
foi efetiva em diminuir a alodinia mecénica e
ao frio, assim como o desenvolvimento de
edema. Um polifenol presente em grande
guantidade no extrato de Eta é o acido galico
(Brum et al., 2016), o qual tem sido relatado
por ser efetivo nas respostas nociceptivas
desencadeadas por agonistas TRPA1l
(Trevisan et al.,, 2014b). Estes achados
confrmam os efeitos de Eta sobre as
respostas mediadas pelo TRPAL.

Conclusoes:

Os produtos naturais das plantas
medicinais estdo entre as ferramentas mais
importantes para identificar e manipular
elementos chaves da via da dor. Nosso estudo
foi desenvolvido na tentativa de avaliar a
participagdo do TRPA1 na analgesia
desencadeada pela Eta, com base na sua
composi¢cado enriqguecida com polifenois e
flavonoides, sua atividade antinociceptiva
previamente relatada e seu uso popular como
agente analgésico. Como esperado, n0ssos
resultados demonstram que Eta apresenta
efeito antinociceptivo em diferentes modelos
de dor induzidos por agonistas TRPALl. Mais
estudos sdo necessarios para corroborar com
a hipétese de que sua agdo analgésica seja
mediada por TRPAL.
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