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(Albert Einstein)



AGRADECIMENTOS

A Deus, pai e todo poderoso na criagao dos céus, da terra e de tudo o que

neles ha.

Ao professor Dr. Jodo Batista Calixto, meu especial agradecimento por
todo o apoio, paciéncia, confianga e forma espontanea com que transferiu seus
conhecimentos, permitindo-me compartilha-los na realizacéo deste trabalho.

Aos meus familiares e em especial aos meus pais, pelo constante
incentivo, apoio, compreensao, carinho e por acreditarem na minha capacidade.
Por terem suportado a saudade em favor de meus sonhos, este foi um, entre os
muitos atos de amor de vocés em favor de minha felicidade. Muito obrigado.

A minha namorada Nara pelo amor, carinho, compreensao, incentivo, apoio
e dedicagdo a mim conferido, os quais foram de fundamental importancia para a

concretizagao deste trabalho.

Aos amigos Juliano Ferreira, Adair Roberto Soares dos Santos, Eunice
André, Alcibia Helena Maia e Claudio Guimaraes pelo seu companheirismo, apoio
e paciéncia os quais foram fundamentais para que eu conseguisse alcangar meus

ideais. Compartilhando os momentos felizes e dificuldades pelos quais passamos.

Aos professores do Curso de Pés-graduagdo em Farmacologia por terem
dividido e acrescentado o conhecimento, aos funcionarios da P4s-graduagéo e do
Biotério que, direta ou indiretamente, auxiliaram-me no desenvolvimento deste

trabalho.

Ao parente, Valfredo Schiemper, pelo seu esforgo na coleta do material

botanico, imprescindivel para a realizagéo deste trabalho.

A Rosana Ostrosky e Patricia Vianna pelo companheirismo, amizade,

carinho, e colaboragéo.

Aos colegas da turma de mestrado, Geisson, Patricia, Lucia, Alcides,
Daniel, Marcelo, Michel e aos demais colegas de curso pela colaboragao,

amizade e companheirismo.



Aos colegas de pesquisa, Maria Martha, Valfredo, Alessandra, Lésiei,
Rubens, Rodrigo, Fernanda, Gabriela, Joice, Marien, Marina, Rafael, Marcia,
Claudia, Eduardo, Ricardo, Rui, Edmar, Leandro, George, Giuiliano, Fernando,
Niraldo, Karen, Betinha, Gisele, Daniela, Anna Paula, Nelson, Emerson, Jarbas e
Joséiia pela amizade, carinho, constante colaboragéo, entusiasmo, troca de
informacdes, evolugdo conjunta e tornando a convivéncia a mais agradavel

possivel.

Ao CNPQ, pelo apoio financeiro.



SUMARIO

LISTA DE ABREVIAGOES i
LISTA DE FIGURAS iii
LISTA DE TABELAS iv
RESUMO v
ABSTRACT : ' vii
1. INTRODUGAO : 01
1.1. PRODUTOS NATURAIS: FONTE DE NOVAS DROGAS o1
1.2. Drimys winteri : 03
1.3. MECANISMOS ENVOLVIDOS NA TRANSMISSAO DA DOR _ 06
2. OBJETIVOS 19
3. MATERIAL E METODOS : 20
3.1. ANIMAIS - 20
3.2. COLETA E CLASSIFICAGAO BOTANICA DA Drimys winteri . 20
3.3. ISOLAMENTO E IDENTIFICAGAO DO COMPOSTO DRIMANIAL _ 21
3.4. INJEGAO INTRATECAL (l.t.) 22
3.5. INJEGAO INTRACEREBROVENTRICULAR (i.c.v.) ----- 22
3.6. ESTUDO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA 22
3.6.1. Nocicepgao induzida pelo acido acético ' 23
3.6.2. Nocicepcao induzida pela formalina 24
3.6.3. Nocicepcdo induzida pela capsaicina 26
3.6.4. Nocicepgao induzida pelo glutamato 26
3.6.5. Nocicepgao induzida pelo forbol miristato acetato (PMA) 27
3.6.6. Hiperalgesia induzida pelo glutamato 27
3.6.7. Teste da placa quente 28
3.6.8. Teste da retirada da cauda (tail flick) : 29
3.6.9. Efeito sobre o desempenho motor (rota-rod) 30
3.6.10. Efeito sobre a mucosa gastrica 30
3.7. ESTUDO DO MECANISMO DE AGAO 31

3.7.1. Participagdo do sistema glutamatérgico na atividade antinociceptiva do
drimanial no modelo do comportamento relacionado a nocicepgao causada por
aminoacidos excitatérios e substancia P em camundongos 32

3.7.2. Participagao do sistema vaniléide na atividade antinociceptiva do drimanial no
modelo da formalina 33

3.7.3. Participacado do sistema vaniléide na variacao da temperatura corporal
causada pelo drimanial 34




3.7.4. Efeito do tratamento neonatal de camundongos com capsaicina na atividade
antinociceptiva do drimanial 34
3.7.5. Participagao do sistema opitide na atividade antinociceptiva do drimanial no
modelo da formalina 35
3.7.6. Participagao do sistema serotoninérgico na atividade antinociceptiva do
drimanial no modelo da formalina 36
3.8. EFEITO DO DRIMANIAL SOBRE A LIGAGAO ESPECIFICA (BINDING) DE [*HJGLUTAMATO 36
3.9. DROGAS E SOLUCOES UTILIZADAS 38
3.10. ANALISE ESTATISTICA 39
4. RESULTADOS 40
4.1. ESTUDO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA 40
4.1.1. Nocicepgao induzida pelo acido acético 40
4.1.2. Nocicepg¢ao induzida pela formalina 41
4.1.3. Nocicepgao induzida pela capsaicina 45
4.1.4. Nocicepgao induzida pelo glutamato 46
4.1.5. Nocicepgao induzida pelo forbol miristato acetato (PMA) 4
4.1.6. Hiperalgesia induzida pelo glutamato ' 48
4.1.7. Teste da placa quente e retirada da cauda (tail flick) 49
~ 4.1.8. Efeito sobre o desempenho motor (rota-rod) 49
4.1.9. Efeito sobre a mucosa gastrica -- : 50
4.2. ESTUDO DO MECANISMO DE AGAO ---52
4.2.1. Participagdo do sistema glutamatérgico na atividade antinociceptiva do
drimanial no modelo do comportamento relacionado a nocicepgao causada por
aminoécidos excitatorios e substéncia P em camundongos 52
4.2.2. Participagao do sistema vaniléide na atividade antinociceptiva do drimanial no
modelo da formalina 55
4.2.3. Participagado do sistema vaniléide na variagdo da temperatura corporal
causada pelo drimanial 56
4.2.4. Efeito do tratamento neonatal de camundongos com capsaicina na atividade
antinociceptiva do drimanial 57
4.2.5. Participagao do sistema opibide na atividade antinociceptiva do drimanial no
modelo da formalina 58
4.2.6. Participagao do sistema serotoninérgico na atividade antinociceptiva do
drimanial no modelo da formalina 59
4.3. EFEITO DO DRIMANIAL SOBRE A LIGAGAO ESPECIFICA (BINDING) DE *H]JGLUTAMATO -60
5. DISCUSSAO 61
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 82

7. ANEXOS 100



LISTA DE ABREVIACOES

AAE
a.C.
ADP
AINES
AMPA
AMPc
ANOVA
ATP
°C

CcC
CGRP
cm

D. winteri
DAG
E.P.M.
GluRi
GluRm
GMPc
GRD

h

- LA.S.P.
L.C.V.
L.p.

i.pl.

iPs

it

kg

m/s

Mg

mg
min

Aminoacido excitatorio

Antes de Cristo

Adenosina difosfato

Antiinflamatérios ndo-esteroidais

Acido a—amino-S-hidroxi-5-metiI-4-isoxézol-propi6nico
Adenosina 3,5-monofosfato ciclico
Andlise de variancia

Adenosina 1,4,5-trifosfato

Graus centrigrados

Cromatografia de coluna

Peptideo relacionado ao gene da calcitonina
Centimetros

Drimys winteri

Diacilgiicerol

Erro padrao da média

Receptor glutamatérgico ionotrépico
Receptor glutamatérgico metabotrépico
Guanosina 3,5-monofosfato ciclico
Ganglio da raiz dorsal

Hora

Associagdo Internacional do Estudo da Dor
Intracerebroventricular

Intraperitoneal

Intraplantar

1,4,5-trifosfato de inositol

Intratecal

quilograma

Metros/segundos

Microgramas

Miligrama

Minutos



mi
mm

ul
NMDA
OMS
PBS
PCPA
PKC
PLA:
PLC
PEM
PMA
RTX

s.C.
SNC
SP
v.0.
VR1
WDR

Mililitros

Milimetros

Microlitros 4
N-metil-D-aspartato
Organizagao mundial da saude
Salina tampao fosfato
Cloridrato de p-clorofenilalanina
Proteina quinase C
Fosfolipase Az

Fosfolipase C

Porcentagem do efeito maximo
Forbol miristato acetato
Resiniferatoxina

Segundos

Subcutaneo

Sistema nervoso central
Substéncia P

Via oral

Receptor vaniléide

Neurdnios de amplo alcance dinamico (wide dinamic range)



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Aspectos gerais das partes aéreas da Drimys winteri 04

Figura 2 — Estrutura molecular do composto drimanial isolado das cascas da
Drimys winteri 22

Figura 3 — Efeito antinociceptivo do drimanial, administrado pela via i.p., nas
contorcdes abdominais induzidas pelo acido acético em camundongos ---------- 42

Figura 4 — Duracao do efeito antinociceptivo do drimanial, quando administrado
pela via i.p., em relagdo a primeira (A) e a segunda fase (B) da nocicepgao
induzida pela formalina em camundongos 43

Figura 5 — Efeito antinociceptivo causado pelo drimanial, quando administrado
pelas vias i.p., i.pl., i.c.v. ou i.t., em relagdo a primeira (A) e a segunda (B) fase da
nocicepg¢ao induzida pela formalina em camundongos 45

Figura 6 — Efeito antinociceptivo do drimanial administrado por via intraperitoneal
30 e 10 min antes da primeira (A) e da segunda (B) fase da nocncepgao induzida
pela injecéo intraplantar de formalina em camundongos. - 46

Figura 7 — Efeito antinociceptivo causado pelo drimanial, quando administrado
pela via i.p., 30 min antes, em relagéo a nocicepg¢ao induzida pela capsaicina (1,6
4g em 20 ul) em camundongos _ 47

Figura 8 — Efeito do composto drimanial, administrado pela via i.p., em relagéo a
nocicepgao induzida pela inje¢do intraplantar de glutamato (PMA, 30 gmol/pata)
em camundongos 48

Figura 9 — Efeito do composto drimanial administrado pela via i.p., em relagéo a
nocicep¢do induzida pela injegdo intraplantar de forbol miristato acetato (30
ng/pata) em camundongos 49

Figura 10 — Efeito do composto drimanial, administrado pela via i.p., em relagao a
hiperalgesia induzida pela injegcao intratecal de glutamato (100 nmol/sitio) em
camundongos 50

Figura 11 — Registro fotografico mostrando os efeitos da administragdo i.p. de
indometacina ou drimanial sobre a mucosa gastrica de ratos. 53

Figura 12 — Efeito antinociceptivo do drimanial e da morfina, administrados pelas
vias i.p. e s.c., respectivamente, sobre o comportamento relacionado a
nocicepgédo causada pela injecéo intratecal de glutamato, NMDA, substancia P,
AMPA, cainato e trans-ACPD em camundongos 55

Figura 13 — Efeito antinociceptivo dose-dependente do drimanial, administrado
pela via i.p., sobre o comportamento relacionado a nocicepgdo causada pela
injecao intratecal de trans-ACPD (50 nmol/sitio) em camundongos -------------=-- 56



Figura 14 — Influéncia do pré-tratamento de camundongos com capsazepina
sobre o efeito antinociceptivo causado pelo drimanial ou capsaicina em relagéo a
primeira fase da nocicepgéo induzida pela formalina 57

Figura 15 — Influéncia do pré-tratamento de camundongos com capsazepina
sobre a hipotermia corporal causada pelo drimanial ou capsaicina em relagéo a
medida da temperatura retal de camundongos 58

Figura 16 — Influéncia do pré-tratamento de camundongos com naloxona sobre o
efeito antinociceptivo causado pelo drimanial ou morfina em relagéo a primeira (A)
e segunda fase (B) da nocicep¢éo induzida pela formalina 59

Figura 17 — Influéncia do pré-tratamento de camundongos com PCPA, sobre o
efeito antinociceptivo causado pelo drimanial ou morfina em relagéo a primeira (A)
e segunda fase (B) da nocicepg¢éo induzida pela formalina 60

Figura 18 — Influéncia do tratamento neonatal de camundongos com capsaicina,
sobre o efeito antinociceptivo causado pelo drimanial ou capsaicina, em relagéo a

primeira fase da nocicep¢éo induzida pela formalina.- 61
Figura 19 - Efeito do drimanial sobre a ligagdo especifica (binding) de
[®H]glutamato em membranas de cértex cerebral de camundongos =-------------- 62
LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Escala para determinagéo da severidade da ulcera formada --------- 32

Tabela 2 — Comparagédo dos valores médios das Dlss e inibicbes méaximas
observadas para a atividade antinociceptiva do drimanial, administrado pelas vias
i.p., ipl, i.c.v. ou it,, em relagdo a primeira e segunda fase da nocicepgéo
induzida pela formalina 45

Tabela 3 — Efeito da administragao do dnmanlal ou mdometacma pela via i.p.
sobre a mucosa gastrica de ratos ' 52




RESUMO

Os resultados do presente estudo demonstram que o sesquiterpeno
drimanial, isolado das cascas da planta brasileira Drimys winteri, apresentou
importante atividade antinociceptiva, quando administrado por via sistémica,
intraplantar, espinhal e supraespinhal, quando analisado na nocicepg¢ao induzida
pela formalina, capsaicina e pelo forbol miriétato acetato em camundongos. Além
disso, o sesquiterpeho drimanial, apresentou marcante atividade anti-
hiperalgésica quando avaliado na hiperalgesia induzida pela inje¢do intratecal de
glutamato. Os experimentos realizados com agonistas e antagonistas seletivos, e
com o auxilio da técnica de ligagao especifica (binding) sugerem que a
antinocicepgao causada pelo composto drimanial provavelmente esta relacionada
com uma interacdo com o sistema glutamatérgico, mais especificamente, via
interacdo com receptores glutamatérgicos metabotropicos. Os resultados do
presente estudo também indicam que os receptores vaniléides parecem contribuir
para a atividade antinociceptiva do sesquiterpeno drimanial. Além disso, os
resultados do presente estudo indicam que o composto drimanial nao apfesentou
atividade antinociceptiva quando avaliado em modelos de nocicepgao térmica,
como o teste da placa-quente ou da retirada da cauda (tajil flick). Por outro lado,
sua atividade antinociceptiva nao foi revertida pelo pré-tratamento dos ‘animais
com naioxona (antagonista de receptores opidides nao-seletivo) ou com PCPA
(inibidor da sintese de serotonina). Dessa forma, a atividade antinociceptiva do
composto drimanial ndo parece depender de uma interagéo direta ou indireta com
os sistemas opidide e serotoninérgico. Estes resultados ndo sé confirmam, mas
também estendem os resultados anteriores descritos em nosso laboratério

(TRATSK et al., 1997; MENDES et al., 1998, 2000; MALHEIROS et al., 2001), que



demonstram que ambos os sesquiterpenos presentes nas cascas da D. winteri, o
poligodial e o drimanial, contribuem de maneira importante para o uso desta

planta na medicina popular.
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ABSTRACT

The results of the present study demonstrate that the sesquiterpene
drimanial, isolated from the barks of the Brazilian plant Drimys winteri
(Winteraceae), given by i.p. route, produced marked and dose-related
antinociceptive activities against acetic acid-induced abdominal constriction. In
addition, this compound given systemically, intraplantarly or by spinal or
supraspinal sites, aiso caused significant inhibition of both phases of formalin-
induced pain, capsaicin-induced neurogenic pain and phorbol-induced pain in
mice. The systemic injection of drimanial also inhibited, in a graded manner, the
pain-related behaviors induced by intraplantar or intrathecal (l.t.) administration of
glutamate. Moreover, drimanial also caused marked inhibition of the nociception
induced by i.t. administration of metabotropic receptor agonist (trans-ACPD),
without affecting responses induced by ionotropic receptor agonists (NMDA,
AMPA and kainate) or SP-mediated bitting response. Drimanial at the same dose,
failed to affect the nociception in tail flick and hot plate teéts. The antinociception
caused by drimanial was reduced by pretreatment with capsazepine (a competitive
antagonist of vanilloid receptors) and neonatal capsalcin-treatment, but unaffected
by pretreatment of naloxone {a non-selective opioid receptor antagonist) or PCPA
(an inhibitor of serotonin synthesis), nof was it assoclated with non-specific effects
such as muscle relaxation, sedation or interference with motor coordination
assessed in the rota-rod test. Furthermore, drimanial caused graded inhibition of
[*H]glutamate binding in cerebral cortical membranes from mice with an ICso value
of 4.39 uM.

Together, these resuits provide strong evidence indicating that the

sesquiterpene drimanial produces peripheral, spinal and supraspinai

vii



antinociception in mice when assessed against the intraplantar formalin and
glutamate-induced nociception and also by i.t. glutamate induced pain-related
behavioral in mice. Finally, an interaction with vanilloid or glutamatergic system,
more specifically with the metabotropic receptors (mGlu1 or mGlu5), seems to

greatly contribute to the mechanisms underlying its antinociceptive action.

Parte dos resultados da presente dissertagdao esta publicada ou submetida

em:

MALHEIROS, A.; CECHINEL FILHO, V.; SCHMITT, C.B.; SANTOS, A.R.S.;
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Phytochemistry., v. 57, p. 103-107, 2001.

CALIXTO, J.B.; SCHEIDT, C.; OTUKI, M.F.; SANTOS, A.R.S. Biological activity of
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v. 6, P- 261-279, 2001.
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1. INTRODUCAO

1.1- Produtos naturais: fonte de novas drogas

A utilizagdo de recursos naturais com finalidades terapéuticas é uma
pratica tdo antiga que remonta os primdrdios da humanidade, cujos
conhecimentos foram passados através das geragdes e persistem até os dias
atuais. Os produtos naturais, principalmente os metabdlitos secundarios derivados
de plantas, ha muito tempo vém constituindo uma fonte de novos medicamentos.
Atualmente, cerca de 40% dos medicamentos disponiveis no mercado .séo
derivados direta ou indiretamente de fontes naturais (cerca de 25% de plantas,
13% de microorganismos e 2% de animais) (BORRIS, 1996; CLARK, 1996;
CRAGG et al.,, 1997; CALIXTO, 1998; 2000). Atualmente, tendo em vista sua
grande diversidade na natureza, os produtos naturais sdo de grande interesse na
identificagéo de novos alvos terapéuticos, bem como na compreensdo dos
complexos mecanismos celulares e moleculares envolvidos em muitos processos
fisiolégicos ou fisiopatologicos. Neste sentido, tem sido utilizados na
caracterizagdo de novos receptores; enzimas e/ou canais idnicos e na
identificacdo de iigantes enddgenos, contribuindo desta forma na descoberta e no
desenvolvimento de novos farmacos (CORDELL, 1995; CALIXTO, 1998; 2000;
CALIXTO et al., 2001).

Outro aspecto de grande importancia deve-se ao crescente interesse pela
populagdo mundial na utilizagdo de plantas medicinais como medicamentos
complementares ou alternativos para a prevencdo ou tratamento de muitas
doencas (CHANG, 2000). Segundo dados da Organizagdo Mundial da Saude

(OMS), cerca de 80% da populagdo que reside em paises em desenvolvimento



utliza as plantas medicinais ou seus derivados para fins terapéuticos
(FARNSWORTH et al,, 1985; CORDELL, 1995; GRUNWALD, 1995, 1996;
CLARK, 1996; BORRIS, 1996; CRAGG et al., 1997).

E digno de nota que o emprego de modernas técnicas farmacoldgicas,
bioquimicas, toxicoldégicas e de biologia molecular propiciou um crescente
interesse por parte das grandes industrias farmacéuticas mundiais pelo estudo
dos produtos naturais, notadamente das plantas medicinais, na procura por novos
medicamentos (para revisdo ver MENDELSOHN e BALICK, 1995; DE SMET,
1997; CALIXTO, 2000; CALIXTO et al., 2001; SOMERVILLE, 2000). Atuaimente,
a descoberta de novas moléculas desenhadas para atuarem como agentes
analgésicos s&0 urgentemente necessarias, .pois a terapia da dor constitui-se
ainda um dos aspectos mais comuns e de dificil tratamento na pratica médica
(DAMAJ ét ’al.,‘ 1999). A terapia atual é dominada por duas classes de drogas
éhalgé.sicas,' 0s opidides (tendo como .prb'tét'ipo a morfina) e as drogas
a‘ritiinflamafc’)r.i'.élél nao esteroidais (AINES, como por exemplo, a aspiriha). Ambas
as classes estdo disponiveis na clinica e, além .de terem acéo limitada para
alguns tipds de dor, produzem graves efeitos colaterais que restringem a sua
utilizagdo. No caso da morfina, seu uso é ainda mais problematico devido ao
aparecimento de dependéncia e de tolerancia quando a droga é utilizada por
periodos prolongados, além de constipagéo, nausea, vomito, sedacao, depressao
respiratéria e retencdo urinaria (LICHTENSTEIN et al., 1995; CHERNY, 1996;
JACK, 1997; KARLSTEN e GORDH, 1997; BESSON, 1999; CHIZH et al., 1999;

DAMAJ et al., 1999).



1.2. — Drimys winteri

A Drimys winteri (Winteraceae) é uma planta nativa da América do Sul,
encontrada principalmente na regido sul do territério brasileiro, conhecida
popularmente como “casca de anta”. Essa espécie pode alcancar até 5 m de
altura, suas folhas sao dispostas erﬁ ordem alternada, alongadas e de
extremidades arredondadas, com aproximadamente 8 a 12 cm de comprimento e
2 a 3 cm de largura, apresentando ainda a face inferior branco-prateada. Suas
flores sdo hermafroditas, com 2 a 3 cm de diametro, pétalas brancas, muitos
estames e frutos carnosos (Figura 1). A casca da D. winteri é aromética, espessa,
amarelada e amarga, sendo utilizada na medicina popular como estimulante,
antiespasmédica, antidiarréica, antipirética, cicatrizante, antiinflamatéria, nos
processos dolorosos, no tratamento da herﬁorragia ﬁterina e em certas afec¢des
vdo trato respiratorio, como asma bronquica e alergia (MORTON, 1981; CORREA,
1984; SIM()ES et al., 1986; LORENZI, 2000). Esta planta é também Qtilizad'a no
trétamento do cancer e tlceras (RICCIERI, 1981; HOUGHTON e MAMBY, 1985;
GUPTA, 1995; GRAVES, 1996).

Estudos prévios realizados em nossos laboratérios demonstraram que o
extrato hidroalcodlico (EH) obtido das cascas da D. winteri antagonizou, de
maneira dependente da concentragdo, as contragdes induzidas por diversos
neurotransmissores conhecidos por participarem na transmissao da dor e
processos inflamatérios, quando avaliado em utero isolado de rata, ileo e traquéia

isolados de cobaia e na bexiga isolada de ratos in vitro (EL SAYAH et al., 1997).



Figura 1 — A- Aspectos gerais das partes aéreas da Drimys winteri; B- Vista de um dos
ramos laterais, com flores; C- Frutos; D- Sementes; E- Cascas e F- Madeira. (Fonte:
LORENZI, 2000).



Quando avaliado in vivo, o EH da D. winteri produziu antinocicepgao
prolongada e dose-dependente em varios modelos de nocicepgdo em
camundongos, bem como na hiperalgesia induzida por bradicinina e substancia P,
mas nao por carragenina ou prostaglandina E,, em ratos (MENDES et al., 1998).

O EH da D. winteri também inibiu, marcadamente, 0 edema de pata de rato
causado por diversos mediadores inflamatoérios, e foi capaz de inibir, tanto in vitro
quanto in vivo, a reagcdo alérgica induzida por ovoalbumina em animais
ativamente sensibilizados a este antigeno (EL SAYAH et al., 1997; TRATSK et al.,
1997). Quando testado na veia porta de rato, o EH produziu inibigéo significativa
da resposta contratil induzida pelo agonista seletivo do receptor NKs, 0 senktide
(EL SAYAH et al., 1997). |

Varios estudos fitoquimicos realizados com a D. winteri e outras espécies
do méSmo género demonstram a existéncié de inimeros metabdlitos secundérios
de\'vdilferehtéé classes quimicas, incluindo 0s sequiterpenos (APPEL e DOHR,
1958; APPEL et al., 1959; BROWN, 1994; CORTES e OYARZUN, 1981), além de
terpendides, lignanas e flavonéides (CRUZ e SILVA, 1973). |

Um dos principais constituintes presentes nas cascas da D. winteri foi
isolado e identificado quimicamente como sendo o sesquiterpeno denominado
poligodial, composto majoritario encontrado nesta planta (CECHINEL et al., 1998).
Assim como o extrato hidroalcodlico, o composto poligodial produziu efeito
antinociceptivo dose-dependente e de longa duragdo quando avaliado em varios
modelos de nocicepg¢éo quimica em camundongos e ratos (MENDES et al., 1998,
2000). Além disso, o poligodial produziu antinocicepgcao quando administrado pela
via sistémica, local, espinhal e supraespinhal em modelos de nocicepg¢éo quimica

(nocicepgao induzida por formalina e capsaicina), porém foi ineficaz quando



avaliado nav nocicepcao induzida por estimulo térmico (teste da placa quente) em
camundongos. Sua agao antinociceptiva parece envolver um complexo
mecanismo de ac¢do, destacando-se uma interagdo com os sistemas opidide,
noradrenérgico e serotoninérgico, além do envolvimento da proteina G, sensivel
a toxina pertussis (MENDES et al., 2000).

Estudos realizados por EL SAYAH e _colaboradores (1998; 2000)
demonstraram que o sesquiterpeno poligodial produziu inibigdo concentragao-
dependente sobre as contragdes induzidas por diversos neurotransmissores na
traquéia de cobaia e na veia porta de rato. Além disso, ANDRE e colaboradores
(1999) demonstraram que o poligodial causou relaxamento dependente da
concentragao em vasos de coelho e cobaia na presenga do endotélio vascular,
através de um -mecanismo relacionado a liberagao de o6xido nitrico e formagéo de -
‘GMPc.

Recente’ménte, um novo sesquiterpeno denominado drimanial foi isolado
- das cascas da D. winteri. Estudos farmacolégicos anteriores demonstraram que o
drimanial possui significativa agao antinociceptiva quando avaliado na nocicepgéao

induzida pelo acido acético (MALHEIROS et al., 2001).

1.3. — Mecanismos envolvidos na transmissao da dor

A natureza e tratamento da dor tém sido objetos de interesse e
controvérsia antes mesmo das mais antigas escrituras humanas conhecidas.
Téabuas da civilizagdo Babildnica datadas de 2250 a.C. relatam o uso de ervas em
obturagdes dentarias para o alivio da dor. Os primeiros relatos que explicavam a

utilizacdo do épio foram registradas por Hipécrates em 500 a.C.. Esta droga,



juntamente com a posferior descoberta, das drogas anestésicas locais e gerais,
fornece a base de nosso conhecimento atual sobre os caminhos da dor
(PLEUVRY e LAURETTI, 1996).

Ha quase um século atras, SHERRINGTON (1906) propds a existéncia dos
nociceptores, um neur6nio sensorial primario, que é ativado por estimulos que
tém a capacidade de causar dano tecidual. A sensagdo que chamamos de dor,
geralmente acompanha a maioria das enfermidades da humanidade. Embora a
dor seja conhecida por todos, élém de uma sensacgdo, € uma experiéncia
extremamente pessoal, subjetiva, diferindo - consideravelmente entre os
individuos. Assim como outras sensacdes, a dor pode ser modulada por uma
série de experiéncias comportamentais, pois ndo envolve somente a transmissao
do: estimulo nocivo, mas também diferentes fatores emocionais, sociais, culturais,
ambientais e cognitivos (MERSKEY, 1979; RUSSO e BROSE, 1998; JULIUS e
‘BASBAUM, 2001). Sendo assim, nem todo estimulo nocivo que ativa os
nociceptores deflagra necessariamente uma experiéncia de dor. A relagao entre a
percepcdo da dor e a ativagdo dos nociceptores envolve um complexo
processamento pelas vias sensoriais, € a natureza altamente subjetiva da dor é
um dos fatores que dificulta sua compreensao e tratamento clinico (BASBAUM et
al., 2000).

Uma distingdo entre dor e nocicepgdo se faz necessaria, pois o termo
nocicepgéo refere-se somente a recep¢ao do sinal no sistema nervoso central
evocado pela ativagdo de receptores sensoriais especializados (nociceptores),
provenientes de um tecido danificado (FURST, 1999). MERSKEY (1979) definiu a
dor-como “uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada com

um dano tecidual atual ou potencial, ou descrita em termos de tal dano”. Esta



definicao foi adotada posteriormente pela Associagao Internacional para o Estudo
da Dor (I.A.S.P.) (MERSKEY e BOGDUK, 1994; LOESER e MELZACK, 1999;
MILLAN, 1999). Além disso, a dor serve como um sinal de alerta resultante de um
estimulo produzido por ameaga a algum tecido do organismo a fim de detectar,
localizar e até mesmo identificar o tecido ou 6rgéo lesado (DRAY, 1995; MILLAN,
1999).

| A transmissao da dor envolve ainda uma interagcdo complexa de estruturas
periféricas e centrais, desde a superficie da pele até o cortex cerebral, onde o
sinal nociceptivo estad sujeito a uma variedade de modulag¢des facilitatérias e
inibitérias, do nociceptor até as estruturas cerebrais envolvidas na percepgao e
cognicdo da dor (BROMM e LORENZ, 1998; FURST, 1999; URBAN e GEBHART,
1999). Algumas alteragbes sdo comumente referidas por sua ocorréncia em
pacientes que experimentam a dor, como a hiperalgesia (sensibilidade aumentada
para estimulo doléroso), alodinia (‘respostva dolorosa para estimulo mecéanico nao
lesivo) e hiperestesia (sensibilidade anormal dos neurdnios sensoriais) (BESSON,
1999; RAJA et al., 1999). Todavia, existem vérios tipos de dor, denominadas de
“nociceptiva”, “neurogénica”, “neuropatica” e “psicogénica”’, que sdo associadas
com a estimulagdo excessiva dos nociceptores, lesdo do tecido neuronal,
disfungao nervosa, ou fatores psicolégicos (FURST, 1999; MILLAN, 1999).

As terminagbes periféricas sensoriais livres encontradas em todas as
partes do corpo tém a fungéo de transmitir o sinal nociceptivo da periferia para os
neurdnios secundarios do corno dorsal e, através das vias ascendentes da
medula espinhal, levar as informagdes para os centros integradores do SNC
(DRAY e PERKINS, 1997; GRUBB, 1998; BESSON, 1999; MILLAN, 1999;

URBAN e GEBHART, 1999).



As fibras que inervam as regides da cabeca e do corpo, por exemplo,
provém de corpos celulares do génglio trigeminal e ganglios das raizes dorsais
(GRD), respectivamente, e podem ser categorizadas em trés principais grupos
baseados nos critérios anatémicos e funcionais (DJOUHRI et al., 1998). Corpos
celulares de grande didmetro sédo caracteristicas das fibras sensoriais primarias
Ao e AP, mielinizadas e de rapida condugdo, responsaveis pela informagao
proprioceptiva (toque leve e pressédo). Ao contrario, os corpos celulares de
pequeno e médio didmetro sdo caracteristicas da maior parte dos nociceptores,
incluindo os polimodais, que sdo ativados por uma variedade de diferentes
estimulos mecanicos, quimicos e térmicos de alta intensidade, formados por
fibras C amielinicas de condugéo lenta (aproximadamente 0,5-2 m/s) e fibras A$
mielinizadas de rapida conducéao (aprox_imadamente 5-30 m/s). HA muito tempo
assume-se que os nociceptores Ad e C medeiam a dor primaria e secundéria,
respectivamente, evocadas por estimulo nocivo (DRAY e PERKINS, 1997;
BROMM e LORENZ, 1998; GRUBB, 1998; BESSON, 1999; FURST, 1999;
MILLAN, 1999; RAJA et al., 1999; JULIUS e BASBAUM, 2001.).

As fibras nociceptivas aferentes C e Ad podem ser ativadas por varios
estimulos locais potencialmente nocivos e substancias quimicas geradas pelo
dano tecidual. Esta ativagao é transmitida diretamente através das vias aferentes
para trés sistemas na medula espinhal (para revisdo ver FURST, 1999). O
primeiro é o da substancia gelatinosa (laminas Il e Il do corno dorsal), o qual
modula os padroes aferentes antes de influenciar o segundo sistema espinhal,
que séo as células de transmisséo no nucleo préprio (laminas lll, IV e V do corno
dorsal). O ultimo sistema é o das fibras da coluna dorsal, que se projetam para o

cérebro. A estimulacdo do cérebro ativa as fibras eferentes descendentes, que



favorecem a modulagdo da entrada do sinal nociceptivo (MENSE, 1993;
MELZACK e WALL, 1994; PLEUVRY e LAURETTI, 1996; FURST, 1999).

Os diferentes mediadores quimicos que normalmente participam da
génese, transmissdo ou modulagédo da resposta nociceptiva, bem como da
resposta inflamatéria, atuam através da ativagdo de varios tipos de receptores,
largamente distribuidos nos diferéntes tipos celulares, nos nervos periféricos e
centrais (PLEUVRY e LAURETTI, 1996; MILLAN, 1999; CALIXTO et al., 2000;
JULIUS e BASBAUM, 2001). Diversos mediadores tém sido propostos na génese
e transmissdo da dor, destacando-se entre eles, os rhetabélitos derivados do
acido araquidonico (prostaglandinas e leucotrienbs), peptideos (bradicinina,
taquicininas, peptideo relacionado - a0 gene da calcitonina, galanina,
colecistocinina, peptideo intestinal vasoativo), serotonina, citocinas, éxido nitrico,
ATP, ADP, prétons. Outros mediadores quimicos, ~como os aminoacidos
excitatérios (glutamato, aspartato), subSténcia_ P, acetilcolina, e outros, que
podem ser produzidos ou liberados apds leséo tecidual ou ainda por irritantes
exégenos (fOrmaIina, capsaicina, acido acético, etc), sdo taf_nbém responsaveis
pela multiplicidade de eventos que ocorrem durante a transmisséo da dor, tanto
no sistema nervoso periférico quanto central (DRAY, 1995; PLEUVRY e
LAURETTI, 1996; WOOD e DOCHERTY, 1997; BESSON, 1999; MILLAN, 1999;
CALIXTO et al., 2000). |

Uma propriedade essencial de qualquer célula viva é a sua habilidade em
reconhecer e responder a estimulos externos. Diferentes classes de recepto.res
amplamente distribuidos nos tecidos periféricos ou centrais, presentes na
superficie celular funcionam transmitindo essa sinalizag&o extracelular para o

interior -da célula, gerando respostas celulares apropriadas (ULLRICH e
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SCHLESSINGER, 1990; HUNTER, 1991). Alguns neurotransmissores ativam
diretamente canais idnicos operados por receptor (receptor vanildide, receptor
NMDA), que controlam a permeabilidade da membrana a ions (sédio, calcio e
potassio, por exemplo), ou ativam receptores acoplados a proteinas G (receptores
das prostaglandinas, receptores dos opidides, receptores metabotropicos do
glutamato, entre muitos), tendo como consequéncia, a produgido de mensageiros
intracelulares (CESARE e MCNAUGHTON, 1997; WOOD e DOCHERTY, 1997;
GETHER e KOBILKA, 1998; MILLAN, 1999, CALIXTO et al., 2000; HAWES et al.,
2000; HUNTER, 2000; WILKIE, 2000).

A ativacdo direta de canais iGnicos é rapida e geralmente ocorre numa
escala de tempo de milisegundos, enquanto que os eventos mediados através de
receptores acoplados a proteinas G ocorrem numa escala acima de segundos ou
minutos (CLAPHAM e NEER, 1997). Os receptores acoplados a proteinas G sao
caracterizados por possuirem sete dominios: transmembrana e um dominio
citoplasmatico onde interagem com uma proteina G heteromérica causando uma
resposta bioquimica especifica dependente do tipo de proteina G que é ativada. A
proteina Gs, por exemplo, estimula a adenilato ciclase elevando a concentragéo
de AMPc (adenosina 3,5-monofosfato ciclico), enquanto que a proteina G; Inibe a
atividade desta enzima diminuindo os niveis de AMPc. A estimulagéo da proteina

G, leva a ativagdo de fosfolipases, como a fosfolipase C (PLC), que promove a

formacao de 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3) e diaéilgiicerol (DAG) através de um

precursor da membrana lipidica. Esta mesma proteina pode também estimular a
fosfolipase Az (PLA,), produzindo os precursores das prostaglandinas através do
metabolismo do acido araquidonico, como também a ativagdo de proteinas

quinases (proteina quinase A, C e G) e mobilizagdo de calcio intracelular
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(CESARE e MCNAUGHTON, 1997; GETHER e KOBIL-KA,‘ 1998; GRUBB, 1998;
FURST, 1999; MILLAN, 1999; WILKIE, 2000).

Desta forma, 0 conhecimento da acéo das substancias que participarh da
transmissao e processamento da dor e dos mecanismos pelos quais elas
estimulam as terminagbes nervosas sensoriais pode identificar novos alvos para a
descoberta de novas drogas analgésicas (TABER, 1974, WOOD, 1984,
HUNSKAAR et ai., 1985; DRAY, 1995; CHIZH et al., 1999; FURST, 1999;
MILLAN, 1999; CALIXTO et al., 2001).

Recentes evidéncias, contudo, tém estabelecido que 0s aminoacidos
excitatérios (AAEs), glutamato e aspartato, medeiam a entrada do sinal
nociceptivo na medula espinhal e s&o encontrados nos terminais nervosos dos
neurdnios nociceptivos espinhais secundarios (WESTLUND et al, 1992;
BROMAN e ADAHL, 1994), sendo liberados por estimulos nocivos periféricos
(SORKIN e MCADOO, 1993; UEDA et al., 1994). A presenga dos receptores dos
AAEs no como dorsal da medula espinhal foi confirmado com estudos auto-
radiograficos, em ambos, ratos (GREENAMYRE et al., 1984; MONAGHAN e
COTMAN, 1985) e humanos (JANSEN et al.,, 1990; SHAW et al.,, 1991). O
aminoacido glutamato é o principal neurotransmissor excitatério no sistema

nervoso central de mamiferos, onde pode ativar tanto receptores glutamatérgicos

ionotrépicos (GluR;s), que sdo acoplados a canais idnicos e incluem os receptores

NMDA, AMPA e cainato, quanto receptores glutamatérgicos metabotrépicos

(GluRn,s), que sdo acoplados a proteinas G. Atuaimente, 8 subtipos de receptores
metabotrépicos foram clonados e denominados GluRy, 1-8, sendo classificados

em diferentes grupos: grupo | (GluRys 1 e 5) que levam a estimulacdo da
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fosfolipase C, grupo Il (GluRys 2 e 3) e grupo lll (GluRys 4, 5, 6, 7 e 8) que

inibem a atividade da adenilato ciclase (para revisdo ver: PIN e DUVOISIN, 1995).

Varios estudos tém demonstrado que os receptores dos aminoacidos
excitatorios estdo criticamente envolvidos na transmissdo nociceptiva aferente
primaria, no }desenvolvimento e na sustentacéo da resposta a dor (AANONSEN e
WILCOX, 1987, RAIGORODSKY e URCA, 1990; MAO et al, 1992;
COGGESHALL e CARLTON, 1998, 1999; FERREIRA et al., 1999). Além disso, os
aminodcidos excitatérios (glutamato e aspartato) e a substancia P, apresentam
papel relevante no processo de sensibilizagdo do corno dorsal da medula
espinhal, uma vez que a estimulagdo das fibras aferentes primarias induz a
liberagdo desses transmissores nessa regiao ou nesse local (GO e YAKSH, 1987;
SKILLING et al., 1988; SORKIN et al., 1992; CARLTON et al., 1998). Estudos
recentes demonstram que a substancia P e os aminoacidos excitatérios
encontram-se co-localizados nas fibras aferentes nociceptivas (BATTAGLIA e
RUSTIONI, 1988; DEBIASI e RUSKTIONI, 1988), sendo que a ativagdo dessas
fibras é sensivel ao pré-tratamento ou co-injegéo de antagoniétas da substancia P
e/ou de glutamato (DICKENSON e SULLIVAN, 1987a, b; CODERRE e
MELZACK, 1991; WOOLF e THOMPSON, 1991; MALMBERG e YAKSH, 1992;

MAO et al., 1992; REN et al., 1992; YAMAMOTO e YAKSH, 1992).

Enquanto a funcéo do glutamato e dos receptores glutamatérgicos no SNC '

tem sido estudada em detalhes, a importancia destes receptores no sistema
nervoso periférico sé foi reconhecida recentemente (CARLTON et al., 1995;
JACKSON et al., 1995; DOGRUL et al., 2000; MCNEARNEY et al., 2000; BHAVE
et al.,, 2001; KARIM et al., 2001; NEUGEBAUER, 2001; WALKER et al., 2001a;

BEIRITH et al., 2002).
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Perifericamente, tem-se demonstrado um importante papel fisioldgico do
glutamato, através da inje¢do intraplantar desse transmissor, 0 que causa um
aumento da sensibilidade térmica e mecéanica em ratos e camundongos, e
formacao de edema associado com a nocicepgdo em camundongos (CARLTON
et al., 1995; JACKSON et al., 1995; BHAVE et al., 2001; BEIRITH et al., 2002). A
importancia clinica potencial dos niveis elevados de glutamato na periferia é
suportada pela descoberta de que os niveis de glutamato sédo notadamente
elevados no fluido sinovial das articulacbes do joelho de pacientes com artrite
(MCNEARNEY et al., 2000).

Outros estudos demonstram que os niveis de glutamato se elevam nos
tecidos periféricos durante a resposta inflamatéria (SLUKA e WESTLUND, 1992,
1993; KARIM et al., 2001), como também apés a injecao intraplantar de formalina
(OMOTE et al., 1998), capsaicina (SAKURADA et al., 1996; TEOH et al., 1996),
substancia P (JURANEK e LEMBECK, 1997) e a estimulagéo elétrica do:nervo
ciatico de ratos (DEGROOT et al., 2000). Essas evidéncias sugerem que as fibras
nociceptivas primarias aferentes sao uma fonte periférica de glutamato.

Analisados em conjunto, estes estudos sugerem um importante papel do
glutamato como mediador periférico da dor inflamatéria, e qué os inibidores da
sua liberagdo, de seus receptores ou segundos mensageiros intracelulares,
podem constituir um importante alvo terapéutico para o desenvolvimento de novos
analgésicos (KARIM et al., 2001; NEUGEBAUER, 2001).

Outra classe de receptores que sao expressos em axdnios cutaneos, co-
localizados com os receptores glutamatérgicos e que vém despertando o
interesse como alvo para o desenvolvimento de novas drogas, sédo os receptores

vaniléides (VR1), ativados pela capsaicina, prétons e outros compostos vanildides
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(CUNNINGHAM et al.,, 1994; CALIXTO et al.,, 2001; CARLTON et al., 2001;
JULIUS e BASBAUM, 2001; KARIM et al.,, 2001; WALKER et al., 2001b). A
capsaicina, principio ativo pungente da pimenta vermelha presente nas espécies
do género Capsicum, originarias da América Central e do Sul. A sua utilizagao
tanto na culinaria, como na medicina popular, é relatada desde 7000 a.C. (para
revisao ver SZALLASI e BLUMBERG, 1999b).

Na década de 50, JANCSO (1955) demonstrou que apés uma irritagéo
violenta inicial, a aplicacdo de capsaicina em humanos e animais causava
insensibilidade a um estimulo nocivo posterior. Este processo de
dessensibilizagdo permanecia por semanas ou meses apos a administracao
sistémica de capsaicina. Quando a capsaicina € administrada sistemicamente em
animais neonatos, ocorre uma .insensibilidade ainda mais duradoura,
acompanhadé pela destruicdo de um grupo particular-de neurénios aferentes
primarios de pequeno diametro (efeito neurotdxico), conhecidos posteriormente
como neurdnios sensiveis a capsaicina (JANCSO et al., 1977).

A capsaicina, aplicada iocalmente, causa pungéncia, réagﬁes nociceptivas
e inflamatérias resultantes da estimulagdo de fibras aferentes priméarias
responsaveis pela condugéao da informagéo nociceptiva para o SNC. Estudos com
preparagoes de fibras sensoriais in vitro e in vivo demonstraram que o efeito
excitatério da capsaicina é causado principalmente pelo aumento do influxo de
célcio (Ca?*), e em menor extensao de sédio (Na*) (MARSH et al., 1987; RANG et
al., 1987).

A busca de um receptor para capsaicina, através do uso de técnicas de
ligagdo especifica (binding), utilizando analogos da capsaicina, néo obteve

resultados satisfatérios. HERGENHAHN e colaboradores (1975), na busca de
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novos promotores de tumor semelhantes aos ésteres de forbol, isolaram a partir
da planta Euphorbia resinifera (Euphorbiaceae), um diterpeno extremamente
irritante, chamado de resiniferatoxina (RTX). Posteriormente, foi demostrado que
a RTX produzia agdes semelhantes a capsaicina em animais, tais como:
pungéncia, inflamagao neurogénica e diminuicdo da temperatura corporal
(SZALLASI e BLUMBERG, 1989). As evidéncias iniciais mostravam que a RTX
marcada radioativamente ligava-se em sitios especificos no GRD e em vérios
outros tecidos periféricos como nervo cidtico e vago, bexiga urinaria, uretra,
traquéia, bronquio e célon de rato, e que essa ligacao era deslocada pela
capsaicina (para reviséo ver SZALLASI e BLUMBERG, 1999).

A capsaicina possui em sua estrutura um grupamento homovanilil, e as
substancias capazes de ligarem-se a este receptor foram denominadas vaniléides
(SZALLASI e BLUMBERG, 1990). Evidéncias sobre a ‘existéncia de receptores
vanildides também foram obtidas pelo uso da capsazepina;, um ahtagonista
sintético seletivo e competitivo para os efeitos causados tanto pela capsaicina
como pela RTX (URBAN e DRAY, 1991). Com o emprego de técnicas
eletrofisiolégicas in vitro, foi possivel demonstrar que este antagonista bloqueia o
influxo de Ca®* causado pela capsaicina em neurdnios do GRD de rato, sugerindo
que o receptor vanildide poderia estar ligado a um canal idnico (OH et al., 1996).

A confirmacgao definitiva da existéncia de receptores vanildides foi obtida
com a clonagem do receptor vanildide tipo 1 (VR1) em ganglio sensorial de rato
(CATERINA et al., 1997). Uma alta expressao destes receptores foi evidenciada
nos neurdnios do GRD e no nervo trigeminal (CATERINA et al., 1997; TOMINAGA
et al, 1998). O VR1 foi detectado tanto nos terminais centrais de neurdnios

aferentes primarios (corno dorsal da medula espinhal e nucleo caudal do
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complexo trigeminal espinhal) como nas terminagdes periféricas (pele e cérnea)
de mais de 50 % nos neurbnios aferentes primarios (GUO et al.,, 1999).
Recentemente, CATERINA e colaboradores (2000) desenvolveram camundongos
nocautes para o receptor VR1. Estes camundongos apresentam respostas
normais para estimulos mecanicos nocivos, mas nao apresentam comportamento
de dor quando desafiados por vanildides, além de apresentarem pequena
sensibilidade térmica no local da inflamag&o. Desta forma, parece evidente que os
receptores VR1 sdo essenciais para o tipo de sensagao de dor causada por
vaniléides presente na hiperalgesia térmica (CATERINA et al., 2000).

A exposicdo prolongada ou a aplicagdo de altas concentragbes de
capsaicina causa dessensibilizagdo neuronal (HOLZER, 1991; SZOLCSANYI,
1993), fendmeno conhecido por depender de Ca®* (para revisdo ver SZALLASI e
BLUMBERG, 1999b). O fenbmeno de dessensibilizagdo contribui
significativamente para a analgesia produzida- apés exposicao a capsaicina ou
seus analogos. A estimulagdo de neurbnios sensiveis a capsaicina parece estar
relacionada com diversas patologias, incluindo neuralgias e neuropatias, entre
outras (para reviséo ver SZALLASI e BLUMBERG, 1999b). A capsaicina tem sido
utilizada topicamente como analgésico coadjuvante em varios estados de dor
neuropatica, como neuralgia pés-herpética, dor neuropatica causada pela diabete,
sindrome da dor p6s mastectomia, osteoartrite e artrite reumatéide (SZALLASI e
BLUMBERG, 1999b). As propriedades antinociceptivas da capsaicina
demonstradas recentemente ja haviam sido evidenciadas no século XIX, quando
esta era usada para tratar dor de dente. Outros usos incluem a rinite vasomotora,

notalgia, parestesia e outras (para revisao ver SZALLASI e BLUMBERG, 1999b).
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Nos ultimos anos, a capsaicina tornou-se um instrumento poderoso nas
pesquisas biomédicas. O interesse cientifico por este composto é motivado
principalmente pelo fato da capsaicina exercer uma agéo peculiar sobre uma
subpopulagdo de neurdnios sensoriais que transmitem a informag&o nociceptiva.
As evidéncias de um importante papel fisiologico desta Subpopulagéo de
neurbnios também tém contribuido para o aumento no interesse dos
pesquisadores nesta area.

A compreensdo das propriedades dos nociceptores e dos circuitos
intracelulares relacionados com os- varios neurotranémissores, receptores e
multiplos mecanismos intracelulares, podem seguramente fornecer alvos
promissores para o desenvol‘vimento de novas drogas analgésicas destinadas ao

“tratamento de diversos estados dolorosos sem terapia satisfatéria atualmente.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo foram:

1) Avaliar o efeito antinociceptivo do sesquiterpeno drimanial, administrado
através das vias sistémica, intraplantar, espinhal e supraespinhal, em modelos
de nocicepgao térmica e quimica em camundongos.

2) Inveé.tigar, através de técnicas farmacolégicas e neuroquimicas, 0s possiveis
mecanismos que possam estar contribuindo para o efeito antinociceptivo do

composto drimanial.

19



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados camundongos machos suigos (pesando entre 25 e 35 g) e
ratos machos Wistar (pesando entre 150 e 200 g), criados no Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina. Os animais foram mantidos em
ambiente com temperatura controlada (23 + 2 2C), em ciclo 12 h claro/12 h escuro
e oferecido agua e ragao ad libitum. Os animais permaneceram no laboratério
durante um periodo de adaptagdo de pelo menos 1 h antes dos testes
farmacoldgicos, realizados geralmente entre 8 e 17 h, a temperatura de 20 + 3 2C.

Os experimentos descritos foram conduzidos de acordo com as diretrizes
atuais de cuidado com os animais de laboratério e com as diretrizes éticas para
investigacao de dor experimental em animais conscientes (ZIMMERMANN, 1983).
O numero de animais e a intensidade do estimulo nocivo utilizado foram o minimo

necessario para demonstrar os efeitos do tratamento com as drogas.

3.2. Coleta e classificacio botanica da Drimys winteri

As cascas da Drimys winteri (Winteraceae) foram coletadas no municipio
de Bom Retiro-SC, e a classificagdo botanica da espécie foi realizada no
Departamento de Botanica da UFSC pela professora Leila da Graga Amaral. Um
exemplar da planta estd depositado e registrado sob o numero 26.313 no
Herbério FLOR, do Horto Botanico da Universidade Federal de Santa Catarina,

em Floriandpolis-SC (Figura 1).
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3.3. Isolamento e identificacao do composto drimanial

As cascas da D. winteri foram secas a uma temperatura entre 45 ~ 50 °C
durante 2 dias. O material seco (1,5 kg) foi triturado e macerado com CHCI; em
temperatura ambiente durante 7 dias. O solvente foi removido (a vacuo) para
obter o extrato CHCI; (27 g). O extrato foi exaustivamente fracionado em silica gel
CC, eluido com as misturas de n-hexano, acetato de etila e metanol em
polaridades crescentes. A fragéo eluida com hexano-acetato de etila 1:1, forneceu
0 composto drimaniél, conforme descrito anteriormente (MALHEIROS et al.,
2001). O drimanial foi identificado através de dados espectroscépicos
(ressonancia nuclear magnética de préton e ressonancia nuclear magnética de
carbono-13). Uma porgéo de material seco das cascas da planta, equivalente a
1,5 kg, rendeu 362 mg de drimanial, correspondendo a um rendimento de 0,024%
e seu grau de pureza foi > 98% (MALHEIROS et al., 2001). A estrutura molecular
do composto drimanial, isolado das cascas da D. winteri, est4 apresentado na

Figura 2.

PM= 426,5

Figura 2 — Estrutura molecular do composto drimanial isolado das cascas da Drimys
winteri.
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3.4. Injecao intratecal (i.t.)

A administracao de drogas através da via i.t. foi feita de acordo com o
método descrito por HYLDEN e WILCOX (1980), com algumas modificagGes. As
injecdes foram realizadas em animais conscientes a fim de eliminar a possivel
interferéncia de anestésicos. Uma agulha, conectada a uma microseringa (25 ul)
por intermédio de uma canula de polietileno, foi inserida através da pele e se
fixando entre as vértebras no espaco subdural dos segmentos espinhais L5-L6,

para a administracao de um volume de 5 ul das drogas ou veiculo.

3.5. Injecao intracerebroventricular (i.c.v.)

Para a administracdo de drogas através da via i.c.v., seguiu-se o método
descrito por LAURSEN e BELKNAP -(1986), com algumas modificagbes. Apés
serem levemente anestesiados com éter, os animais receberam inje¢éo contendo
5 ul da droga em andlise ou solugao salina (NaCl 0,9%, o controle) num dos
ventriculos laterais (coordenadas para localizagédo em relagdo ao bregma: 1 mm
lateral, 1 mm rostral, -3 mm vertical). As respostas nociceptivas foram avaliadas

apo6s 10 min.

3.6. Estudo da atividade antinociceptiva

Os experimentos a seguir foram realizados com a finalidade de investigar o
mecanismo de agdo envolvido na atividade antinociceptiva do composto
drimanial, em modelos de nocicep¢dao quimica e térmica, bem como na
hiperalgesia causada pela inje¢ao intratecal de glutamato em camundongos. A

possibilidade de seu efeito antinociceptivo estar associado a efeitos nao-
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especificos como relaxamento muscular, hipotermia ou sedagao dos animais

também foi avaliada.

3.6.1. Teste das contor¢cdes abdominais induzidas pelo acido acético

Preliminarmente foi verificado o efeito do composto drimanial no teste de
contorcbes abdominais em camundongos que, embora seja um modelo de
nocicepg¢ao simples e pouco especifico, permite avaliar a atividade analgésica de
varias substancias que atuam tanto no sistema nervoso central quanto periférico
(BENTLEY et al, 1981). A resposta nociceptiva foi induzida pela injegédo
intraperitoneal de &acido acético (0,6%) diluido em solugao salina (0,9%).
Basicamente, as contor¢des abdominais consistem na contragdo da musculatura
abdominal juntamente com a extensao de uma das patas posteriores, de acordo
com método descrito anteriormente  (COLLIER et al., 1968; BENTLEY- et al.,
1981). Grupos distintos de animais foram pré-tratados com o composto drimanial
por via intraperitoneal (2,3 - 23,0 ymol/kg) (1 — 10 mg/kg), 30 min antes da
injecao de &cido acético. O grupo controle recebeu o mesmo volume do veiculo
(10 ml/kg) utilizado para diluir o composto drimanial.

Apés a injecao de acido acético, os camundongos foram observados em
pares, colocados sob funis de vidro individuais e o numero de contor¢cdes
abdominais foi quantificado cumulativamente durante um periodo de 20 min. A
atividade analgésica foi determinada tomando-se como base a inibigdo do numero
das contorgées abdominais nos animais pré-tratados com o composto drimanial
comparado com o nimero de contor¢gdes abdominais dos animais controles (pré-

tratados com salina).
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3.6.2. Nocicepgao induzida pela formalina

Com o objetivo de avaliar o efeito antinociceptivo do drimanial, foi utilizado
o modelo da nocicepg¢ao induzida pela injecao intraplantar de formalina em
camundongos, que permite distinguir dois tipos de dor, uma de origem
neurogénica (estimulagao direta dos nociceptores) e outra de origem inflamatéria
(caracterizada pela liberagdo de mediadores inflamatdrios). O teste da formalina
permite evidenciar estas duas fases de sensibilidade dolorosa: a primeira, que
ocorre durante os primeiros 5 min apds a Injecéo de formalina (resposta fasica a
dor), e a segunda, que ocorré entre 15 e 30 min apés a injecado de formalina
(resposta tonica a dor).

O procedimento utilizado foi similar ao descrito anteriormente por
DUBUISSON e DENNIS (1977) e SHIBATA e colaboradores (1989), com algumas
modificagdes (VAZ et al., 1996). Os animais receberam 20 ul de formalina 2,5%
(0,92%. de formaldeido) sob a superficie plantar (intraplantar; i.pl.) da pata
posterior direita. Logo apds a injecdo de formalina, os animais foram colocados,
individualmente, sob campanulas transparentes (funis de vidro com 20 c¢cm de
diametro) ao lado de espelhos, para facilitar a observagéao. O tempo que o animal
permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada com formalina foi
quantificado cumulativamente durante 30 min e considerado como indicativo de
dor.

Para verificar a duragdo da atividade antinociceptiva do drimanial no
modelo da formalina e obter o tempo-ideal de tratamento para a realizagao dos
experimentos subsegqiientes, os animais foram tratados com drimanial através da
via ip. (23,0 wmol/kg) (10 mg/kg) e observados durante 6 h apés sua

administracao.
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Para avaliar a influéncia da via de administragao sobre o efeito
antinociceptivo do drimanial neste modelo, camundongos foram tratados com este
composto através das vias intraperitoneal (i.p., 7,0 — 70,3 ymol/kg) (3 — 30 mg/kg),
30 min antes da inje¢ao de formalina, intraplantar (i.pl., 2,0 — 23,0 nmol/pata, co-
administrado com a formalina), ou ainda i.t. (2,3 — 23,0 nmol/sitio) ou i.c.v. (0,7 —
7,0 nmol/sitio), 10 min antes da inje¢éo de formalina. Animais controle receberam
um Volume similar de veiculo utilizado para diluir o drimanial ou as drogas padréao
através das vias i.p. (10 ml/kg), intraplantar (20 ul/pata), i.t. oui.c.v. (5 ul/sitio).

Ao final do tempo de observagcédo, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e as patas posteriores cortadas na jung¢éo tibio-tarsal e

pesadas em balanga analitica para quantificagédo do edema de pata induzido pela

formalina. A diferenca entre o peso (em mg) da pata direita (injetada com -

formalina) e da pata esquerda (injetada com solugédo salina) foi considerada como
| indice de edema.

Em outra série de experimentos, também foi investigado o possivel efeito
antinociceptivo terapéutico do composto drimanial administrado ap6s a primeira
fase’ da resposta nociceptiva causada pela inje¢do de formalina. Com essa
finalidade, camundongos foram tratados intraplantarmente com formalina e apés 5
min receberam o tratamento com drimanial (23,0 umol/kg) (10 mg/kg) ou veiculo
(10 ml/kg), administrados por via i.p., e foram avaliados em relagao a segunda

fase da nocicepgao causada pela inje¢cao de formalina.
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3.6.3. Nocicepc¢ao induzida pela capsaicina

A fim de obter outras evidéncias sobre a atividade antinociceptiva do
composto drimanial na dor de origem neurogénica, camundongos tratados com
drimanial foram avaliados no modelo de nocicepgédo induzida pela injegao
intraplantar de capsaicina. O procedimento utilizado foi similar ao descrito por
SAKURADA e colaboradores (1992), com algumas modificagdes (CORREA et al.,
1996). Antes do teste, os animais foram colocados individualmente sob
campanulas transparentes (funis de vidro com 20 cm de diametro), que serviram
de camaras de bbservagéo. Grupos de animais foram tratados com drimanial por
via i.p. (7,0 - 70,3 umol/kg) (3 — 30 mg/kg), 30 min antes da inje¢do de capsaicina.
Decorrido o tempo necessdrio, 0s animais receberam uma injegdo intraplantar
:com um volume de 20 ul de uma. solugdo de capsaicina (1,6 pg/pata, dissolvida
em PBS). Os animais foram observados individualmente durante 5 min apés a

injecao de capsaicina. O tempo despendido pelos animais para lamber ou morder

a pata injetada com capsaicina foi quantificado cumulativamente com o auxilio de

um crondmetro e considerado como indicativo de nocicepgao.

3.6.4. Nocicepcao induzida pelo glutamato

Com a finalidade de se obter evidéncias mais diretas a respeito da
interagdao do composto drimanial com o sistema glutamatérgico, foi avaliada a
atividade antinociceptiva do composto drimanial (2,3-23,0 ymol/kg, i.p.) (1-10
mg/kg), administrado 30 min antes da inje¢ao intraplantar de glutamato.

Um volume de 20 pl de glutamato (30 ymol/pata) foi injetado na superficie
plantar da pata traseira direita de camundongos e os animais foram observados

durante um periodo de 15 min, de acordo com método descrito anteriormente
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(BEIRITH et al., 2002). Ap6s a injegao intraplantar de glutamato, os animais foram
colocados imediata e individualmente sob campéanulas transparentes (funis de
vidro com 20 cm de diametro), que serviram como camaras de observagao. O
tempo despendido pelos animais para lamber ou morder a pata injetada foi
guantificado cumulativamente com o auxilio de um cronédmetro e considerado

como indicativo de nocicepgao.

3.6.5. Nocicep¢ao induzida pelo forbol miristato acetato (PMA)

Para avaliaf a participagdo da proteina quinase C, na atividade
antinociceptiva do composto drimanial, camundongos foram tratados com
drimanial por via i.p. (7,0 — 70,3 umol/kg) (3 - 30 mg/kg), 30 min antes da injecéo
intraplantar de 20 ul de uma solugdo de PMA (30 ng/pata, um ativador de proteina
guinase C), de acordo com método descrito anteriormente (TANIGUCHI et al.,
1997). Apés a injegdo, os animais forém - colocados individualmente sob
campanulas transparentes (funis de vidro com 20 cm de diametro), que serviram
de camaras de observagdo. Os animais foram observados num periodo que se
inicia 15 min apds a injecao intraplantar de PMA (inicio da reacgéo nocicéptiva),
perdurando até 45 min apés a injecdo de PMA. O tempo despendido pelos
animais para lamber ou morder a pata injetada com PMA foi quantificado
cumulativamente com o auxilio de um crondbmetro e considerado como indicativo

de nocicepgao.

3.6.6. Hiperalgesia induzida pelo glutamato
Para testar a hipotese de que os aminoacidos excitatérios estariam

envolvidos na antinocicepcdo causada pelo composto drimanial, este foi
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administrado em camundongos através da via intraperitoneal e avaliado sobre as
respostas hiperalgésicas causadas pelo glutamato (100 nmol/sitio, i.t.)
administrado espinhalmente em camundongos. Os experimentos foram realizados
com descrito anteriormente (AANONSEN e WILCOX, 1987; BEIRITH et al., 1998;
FERREIRA et al., 1999). A resposta nociceptiva foi medida no aparelho de placa
quente (Ugo Basi_le, modelo DS-37), contendo uma area delimitada por um
cilindro de acrilico de 24 cm de diametro, onde o0 animal permanece durante o
experimento. O tempo entre a exposigéo a placa e a reagdo de Ylamber, agitar as
patas ou saltar foi registrado como laténcia ao estimulo térmico de 50 'J_r.'1 YQC,
como descrito no item anterior. A resposta hip'eralgésica maxima causada pela

injegéo intratecal de glutamato foi observada 5 min apds a injegdo. Um tempo

maximo de 30 s foi utilizado no teste da placa quente para evitar danos teciduais.

Diferentes grupos de animais foram tratados com drimanial (7,0 — 70,3 umol/kg,
i.p.) (3 - 30 mg/kg) 30 min antes da administragdo de glutamato. Os. grupos
controle foram tratados com solugéo salina (NaCl 0,9%) por via intraperitoneal. A
percentagem do efeito maximo (PEM) da hiperalgesia induzida pelo glutamato foi

calculado com a seguinte férmula:

laténcia pés-droga — laténcia preé-droga

PEM=
30 — laténcia pré-droga

3.6.7. Teste da placa quente
O teste da placa quente foi utilizado para avaliar a laténcia dos animais ao
estimulo térmico. O modelo foi descrito inicialmente por WOOLFE e

MACDONALD (1944) e posteriormente modificado por EDDY e LEIMBACK
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(1953). Neste experimento, o aparelho de placa quente (Ugo Basile, modelo DS-
37) foi mantido a 56 + 1 2C. Camundongos foram tratados com drimanial (70,3
umol/kg, i.p.) (30 mg/kg), morfina (26,6 umol/kg, s.c., utilizada como controle
positivo) (10 mg/kg) ou solugéo salina (NaCl 0,9%), 30 min antes, e colocados em
um cilindro de vidro com 24 cm de diametro sobre uma superficie aquecida. O
tempo (s) decorrido entre a colocagdo do animal na superficie aquecida e o
aparecimento de reagdes de balangar, morder ou lamber as patas foi registrado e
considerado como indice de laténcia. Um tempo méximo de 30 s foi utilizado para
prevenir possiveis danos teciduais. Cada animal foi avaliado 24 h antes do teste,
sendo desprezados aqueles que permaneceram por um periodo superior a 8 s na

placa aquecida sem reagir ao estimulo térmico. -

3.6.8. Teste de retirada da cauda (fail flick)

O teste de nocicepgao térmica induzida por um feixe luminoso (tail flick,
Albarsch, modelo Tail-Flick Analgesia Meter) foi utilizado para medir a Iéténcia
dos animais ao estimulo térmico, de acordo com o métodb descrito anteriormente
por D’AMOUR e SMITH (1941), com algumas modificagdes. Foi medido o tempo
de reacgao (s) que o animal leva para retirar a cauda exposta ao feixe luminoso (90
watts). Camundongos foram tratados com drimanial (70,3 umol/kg, i.p.) (30
mg/kg), morfina (26,6 ymol/kg, s.c., utilizada como controle positivo) (10 mg/kg)
ou solugéo salina (NaCl 0,9%), 30 min antes, e submetidos ao teste, respondendo
ao estimulo luminoso focalizado na cauda, retirando ou sacudindo-a e, dessa
forma, expondo imediatamente a fotocélula do aparelho. O tempo de reagéo foi
registrado, consecutivamente, no intervalo de 30 min apés os tratamentos e

considerado como periodo de laténcia. Um tempo méaximo de 20 s foi adotado
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para evitar possiveis danos teciduais. Os animais foram selecionados 24 h antes
dos experimentos conforme sua reatividade ao teste, sendo desprezados aqueles

gue permaneceram imoveis por mais de 8 s no aparelho.

3.6.9. Efeito sobre o desempenho motor (rota-rod)

Com o intuito de verificar possiveis efeitos relaxantes musculares nao
especificos ou sedativos produzidos pelo composto drimanial sobre o sistema
nervoso central, osr animais tiveram seu desempenho motor avaliado no teste do
rota-rod, conforme descrito anteriormente (DUNHAM e MIYA, 1957; ROSLAND et
al., 1990). O aparelho de rota-rod (Ugo Basile, Modelo 7600) consiste em um
cilindro com 2,5 cm de diametro, subdividido em seis compartimentos por discos
de 25 cm de diametro. O cilindro gira a uma velocidade constante de 22 rotagdes
por minuto. Os camundongos foram selecionados 24 h antes dos experimentos
conforme sua reatividade ao teste, sendo desprezados aqueles que nao
permaneceram 60 s no aparelho. No dia do experimento, os animais -foram

tratados com drimanial (70,3 umol/kg, i.p.) (30 mg/kg) ou com solucdo salina

(NaCl 0,9%), 30 min antes de serem submetidos ao teste. O resultado foi -

expresso como tempo (s) que os animais permaneceram sobre o rofa-rod. O

tempo maximo utilizado foi de 60 s.

3.6.10. Efeito sobre a mucosa gastrica

A ulceragao gastrica € um dos efeitos colaterais mais comuns provocados
pelo uso de drogas antiinflamatérias ndo esteroidais, sendo que a supresséao da
sintese de prostaglandinas é um componente chave do mecanismo de sua

formacé@o (VANE, 1971; ALLISON et al., 1992; WALLACE e TIGLEY, 1995). Sob
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este aspecto, procurou-se avaliar o efeito do composto drimanial sobre a mucosé
gastrica de ratos mantidos em jejum por 24 h. Apds este periodo, grupos de
animais foram tratados intraperitonealmente com drimanial (70,3 ymol/kg) (30
mg/kg), indometacina (83,8 pmol/kg) (30 mg/kg) ou veiculo (NaCl 0,9%). Quatro
horas apéds o tratamento, os animais foram sacrificados com uma dose excessiva
de éter e seu estdmago foi retirado e aberto através de uma incisdo abdominal ao
longo da pequena curvatura estomacal. O nimero e severidade das ulceras foram
observados a olho nu, anotadas e numeradas de acordo com uma escala
arbitraria de 0 a 6 pontos (Tabela 1) descrita por MAGISTRETTI e colaboradores
(1988). O indice de ulceragao (IU) de cada estdmago foi expresso através dos
pontos obtidos em cada experimento. -

Tabela 1. Escala para determinacao da severidade da tlcera formada.

=  Sem leséo :

= 1 — 3 lesGes pequenas (< 10 mm comprimento)
= 1-3lesdes grandeé (>10 mm comprimento)

1 — 3 lesdes profundas

= Mais de 3 lesdes pequenas

= Mais de 3 lesdes grandes

]

= Mais de 3 lesdes profundas '

Fonte: Tabela descrita por MAGISTRETTI e colaboradores (1988).

3.7. Estudo do mecanismo de agao

Os experimentos relacionados a seguir foram realizados para investigar,
através de técnicas farmacoldgicas e neuroquimicas, 0s possiveis mecanismos
adicionais que podem estar contribuindo para o efeito antinociceptivo do

drimanial.
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3.7.1. Participacao do sistema glutamatérgico na atividade antinociceptiva
do drimanial no modelo do comportamento relacionado a nocicepc¢ao
causada por aminoacidos excitatérios e substancia P em camundongos

A fim de obter informagdes adicionais sobre a possibilidade dos
aminodacidos excitatérios (AAE) e/ou da substancia P (SP) estarem envolvidos no
mecanismo antinociceptivo do composto drimanial, foi avaliada a atividade
antinociceptiva do drimanial (70,3 uymol/kg, i.p.) (30 mg/kg) ou morfina (13,3
umol/kg, s.c.) (6 mg/kg) sobre a nocicepgéo direcionada a regido dorso/caudal
causada pelos AAE e SP, quando administrados intratecalmente em
camundongos. As injecbes foram realizadas em animais conscientes, a fim de
eliminar a possivel interferéncia de anestésicos, de acordo com método descrito
por HYLDEN e WILCOX (1980). Uma agulha conectada a uma microseringa (25
ul) por intermédio de uma canula de -bo‘lietileno; foi inserida através da pele e se
fixando entre as vértebras no espagd»‘__subdurarl' dos s_eg’fnentos e":spinhais L5-L6,
~ para a administragdo de um volume dé 5 ul das drogas ou veiculo. A resposta
nociceptiva foi induzida por SP (0,1 nnmol/su’tio, i.t.) (SAKURADA et al., 1990),
trans-ACPD (agonista metabotrépico do grupo | e il, 50 nmol/sitio, i.t.) (BOXALL et
al., 1998), AMPA (agonista seletivo de receptores AMPA, 135 pmol/sitio, i.t.)
(BJORKMAN et al., 1994; BRAMBILLA et al., 1996), glutamato (175 nmol/sitio,
i.t.), cainato (110 pmol/sitio, i.t.) ou N-metil-D-aspartato (agonista seletivo de
receptores NMDA, 450 pmol/sitio, it) (URCA e RAIGORODSKY, 1988;
BJORKMAN et al., 1994). A injecao intratecal dos aminoacidos excitatérios e SP
causou uma reagdo comportamental de nocicepgao direcionada a regiao
dorso/caudal. A reagdo nociceptiva € definida como um unico movimento de

cabeca direcionada a parte posterior do corpo mordendo ou lambendo os
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membros posteriores (patas posteriores, cauda e abdémen), que resulta em
contato do focinho do animal com o 6rgao alvo. O tempo de reagdo nociceptiva
direcionada a regiao dorso/caudal foi avaliado em periodos apropriados para cada
droga, como descrito na literatura: glutamato (3 min); NMDA e substéancla P (5
min); AMPA (1 min); cainato (4 min) e frans-ACPD (15 min) (URCA e
RAIGORODSKY, 1988; SAKURADA et al., 1990; BJORKMAN et al., 1994;
BRAMBILLA et al., 1996; BOXALL et al, 1998). O tempo que o animal
permaneceu lambendo ou mordendo a.regiao posterior do corpo foi quantificado
cumulativamente com o auxilio de um crondmetro e considerado como indicativo

de nocicepg¢éo.

3.7.2. Participacao do sistema vaniléide na atividade antinociceptiva do

drimaniai no modelo da formaiina

Com a intencao de verificar se a atividade antinociceptiva do drimaniai

envolve a participagdo de receptores vaniléides, os camundongos foram pré-
tratados com capsazepina (um antagonista competitivo de receptores vaniléides,
25 umol/kg, s.c.) e apés 15 min foram tratados com drimanial (23,0 ymol/kg, i.p.)
(10 mg/kg), capsaicina (16,3 ymol/kg, s.c., utilizada como controle positivo) (5
mg/kg) ou solugdo salina (NaCl 0,9%, i.p.), de acordo com método‘descrito
anteriormente (DICKENSON e DRAY, 1991; PERKINS e CAMPBELL, 1992).
Decorridos 30 min apés a administragdo de drimanial ou capsaicina, 0s animais
foram analisados em relag@o a nocicepgao induzida pela inje¢édo intraplantar de
formalina (VAZ et al., 1996). Os grupos controle foram tratados somente com
drimaniai (23,0 umol/kg, i.p.) (10 mg/kg), capsaicina (16,3 zmol/kg, s.c.) (6 mg/kg),

capsazepina (25 yumol/kg, s.c.) (9,4 mg/kg) ou solugao salina (NaCl 0,9%, i.p.).
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3.7.3. Participacao do sistema vaniléide na variagao da temperatura corporal

causada pelo drimanial

Com o objetivo de verificar uma possivel alteracdo na temperatura corporal

de camundongos causada pelo composto drimanial, e se essa alteragédo envolve
a participacao de receptores vaniléides, camundongos foram pré-tratados (apds a
medida da temperatura basal) com capsazepina (um antagonista competitivo de
receptores vanildides, 25 ymol/kg, s.c.) (9,4 mg/kg) e ap6s 15 min foram tratados
com drimanial (23,0 ymol/kg, i.p.) (10 mg/kg), capsaicina (16,3 ymol/kg, s.c.,
utilizada como controle positivo) (5 mg/kg) ou.solugédo salina (NaCl 0,9%, i.p.).
Decorridos 30 min da administragdo de drimanial ou capsaicina, os animais foram
contidos manualmente e a sonda de um termdmetro (LUMISCOPE, Model 2018)
foi lubrificada e inserida (3 cm) na regido retal dos animais por um periodo de 10 —
20 s, necessarios para a estabilizagdo da medida da temperatura pelo termémetro

(MOGIL et al., 1998).

3.7.4. Efeito do tratamento neonatal de camundongos com capsaicina na

atividade antinociceptiva do drirhanial

O tratamento de animais com capsaicina no periodo neonatal ou mesmo na
fase adulta causa uma destruicdo de grande parte das fibras C sensiveis a
capsaicina, sendo este efeito o responsavel pela insensibilidade dos animais a
substancias irritantes e também a outros estimulos nocivos. Além disso, este
tratamento também causa deplegdo de SP nos terminais de fibras aferentes
primarias do corno dorsal da medula espinhal promovendo um efeito
antinociceptivo quando estes nestes animais sdo avaliados em modelos de

nocicepcado (GAMSE, 1982).

34



Com a finalidade de explorar a participacdo das fibras sensiveis a
capsaicina no efeito antinociceptivo do composto drimanial, camundongos recém
nascidos, anestesiados com éter, foram tratados com uma injegéo subcuténea de
capsaicina (163,7 ymol/kg, s.c.) (50 mg/kg) ou veiculo (10% etanol, 10% Tween-
80 e 80% salina) no segundo dia de vida, como descrito anteriormente por
MASSUYAMA e SHIMIZU (1997). O efeito antinociceptivo causado pela
administragdo intraperitoneal do drimanial (23,0 umol/kg, i.p.) (10 mg/kg) ou
capsaicina (16,3 ymol/kg, s.c., utilizada como controle positivo) (5 mg/kg), foi
analisado frente a nocicep¢ao induzida pela formalina, na sétima semana apés a
administragdo neonatal de capsaicina ou vel’culo (utilizado como controle

negativo) nos animais recém nascidos.

-3.7\.5. Participacdao do sistema opidide na atividade antinociceptiva do
drimanial no modelo da formalina

Para investigar uma possivel participagao do sistema opi6ide na atividade
antinociceptiva do drimanial, grupos de camundongos foram pré-tratados com
naloxona (um antégonista nao-seletivo de receptores opibides, 13,7 umol/kg, 1.p.)
(6 mg/kg) e ap6s 15 min foram tratados com drimanial (70,3 pmol/kg, i.p.) (30
mg/kg), morfina (13,3 yumol/kg, s.c., utilizada como controle positivo) (5 mg/kg) ou
solugdo salina (NaCl 0,9%, i.p.). Decorridos 30 min apés a administragdo de
drimanial ou morfina, os animais foram analisados em relagdo a nocicepgao
induzida pela inje¢do intraplantar de formalina (VAZ et al., 1996). Os grupos
controle foram tratados somente com drimanial (70,3 ymol/kg, i.p.) (30 mg/kg),
morfina (13,3 ymol/kg, s.c.) (5 mg/kg), naloxona (13,7 ymol/kg, s.c.) (56 mg/kg) ou

solucéo salina (NaCl 0,9%, i.p.).
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3.7.6. Participacao do sistema serotoninérgico na atividade antinociceptiva
do drimanial no modelo da formalina

Para avaliar a possivel participagdo da via serotoninérgica eferente no
efeito antihociceptivo causado pelo drimanial, os camundongos foram tratados
com cloridrato de p-clorofenilalanina (PCPA, um inibidor da sintese de serotonina,
399,8 wmol/kg, ip.) (100 mg/kg) durante 4 dias consecutivos, antes da
administragao de drimanial (70,3 ymol/kg, i.p.) (30 mg/kg), morfina (13,3 umol/kg,
s.c.) (5 mg/kg) ou solugdo salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.). Outro grupo de animais
foi tratado, durante 4 dias consecutivos, com-solugéo salina (NaCl 0,9%, i.p.),
antes da administragdo de drimanial (70,3 ymol/kg, i.p.) (30 mg/kg) ou morfina
(13,3 umol/kg, s.c.) (5 mg/kg). Decorridos 30 min da administracéo de drimanial
ou morfina, os animais foram avaliados em relagdo a nocicepc¢éo induzida pela
injecao intraplantar de formalina. Os grupos controle foram tratados somente com
drimanial (70,3 ymol/kg, i.p.) (30 mg/kg), morfina (13,3 umol/kg, s.c.) (6 mg/kg) ou

solugéo salina (NaCl 0,9%, i.p.) (SANTOS et al., 1995).

3.8. Efeito do drimanial sobre a ligacdo especifica (binding) de [°H]glutamato

Para caracterizar a existéncia de uma interagdo entre o composto drimanial
com os receptores glutamatérgicos, sua agcdo sobre sitios de ligagdo do
[*H]glutamato foi investigada. Camundongos foram mortos por decapitagio e
tiveram seus cértices cerebrais dissecados, pesados e homogeneizados em 20
volumes de uma solugao contendo sacarose (0,32 M), Tris/HCI (10 mM), pH 7,4 e
MgCl> 1 mM em um potter de vidro. O homogeneizado foi centrifugado a 1.000 g

durante 15 min. O sobrenadante (S1) dessa centrifugagéo foi separado e mantido
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em gelo. O precipitado, contendo a fragao nuclear e um pouco de mielina, foi
ressuspenso no mesmo volume de tampéo utilizado inicialmente e centrifugado
novamente a 1.000 g durante 15 min. O sobrenadante obtido dessa centrifugacéo
foi misturado a S1 e o0 segundo precipitado foi desprezado e a mistura
centrifugada a 27.000 g durante 15 min. O precipitado resultante foi ressuspenso
em 20 volumes de tampao Tris/HCI 1 mM (pH 7,4) e permaneceu no gelo por pelo
menos 30 min (até 1 h), para que ocorresse a lise das vesiculas que foram
formadas pela sacarose. Depois deste periodo, foi submetido a centrifugagéo a
27.000 g durante 15 min. O precipitado foi lavado e réssuspenso com tampéao
Tris/HCI 10 mM, pH 7,4 e centrifugado a 27.000 g durante 15 min (SOUZA e
RAMIREZ, 1991; BEIRITH et al., 1998), procedimento que foi repe‘tidd trés vezes.
O precipitado resultante da terceira lavagem foi ressuspenso em tampao Tris/HCI
10 mM (pH 7,4) de forma a obter uma concentragcéo proteica em torno-de 2,0 mg
de proteina por ml, a qual foi determinada em aliquotas dessa suspenséo pelo
método de LOWRY e colaboradores (1951).

Os ensaios de ligacdo especifica (binding) dé [3H]g|utaﬁ1ato foram
realizados em triplicata em um volume total de 0,5 ml contendo 0,1 mi de
membrana (0,2-0,3 mg de proteina final), tampao Tris-HCI 50 mM (pH 7,4) e 40
nM do ligante radioativo ([*H]glutamato, 46 Ci/mmol), na presenga e na auséncia
do composto drimanial (0,1 — 30 uM). A ligagdo inespecifica foi conduzida
similarmente, com excecdo de que 40 uM de glutamato nao-radioativo
(deslocador) foi acrescentado ao meio de incubagao. Ap6s 15 min de incubagéo a
30 °C as membranas foram centrifugadas a 12.000 g por 15 min para separar o
[*H]glutamato que ndo se ligou as membranas. O sobrenadante foi descartado e

as paredes dos tubos de eppendorf e as superficies do pellets foram
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cuidadosamente lavadas com &gua deionizada gelada. Apods adicionou-se
duodecil sulfato de sodio (SDS, 0,1%) para solubilizagao da proteinas, que foram
misturadas ao liquido de cintilagcdo para posterior determinagdo da radioatividade
em cintilador beta. A ligacdo especifica foi calculada como a diferenga entre os
valores da ligagao (binding) total (na auséncia de glutamato nao-radioativo) e a
inespecifica (na presenca de glutamato n&o-radioativo). Os resultados estédo

expressos como a média de trés experimentos independentes.

3.9. Drogas e solugdes utilizadas

As seguintes substancias foram utilizadas: &cido acético, formalina,
cloridrato de morfina (Merck, AG, Darmstadt, Alemanha); &cido L-glutamico,
cainato, substancia P, trans-ACPD, indometacina e cloridrato de p-
clorofenilalanina-metil-éster (PCPA) (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA); acido
oc-am‘ino—3-hidroxi-5~metiI-4-isoxazol-propiéniéo 2HO (AMPA) e N-metil-D-
aspartato (NMDA) (Tocris Cookson, Bristol, UK), cloridrato de naloxona,
capsazepina (Research Bichemicals {International, Natick, USA),' capsaicina
(Calbiochem, San Diego, USA). [*H]glutamato (46 Ci/mmol) adquirido da
Amersham International, UK. Os demais reagentes e sais utilizados foram de alto
grau de pureza analitica e procedéncia Merck.

O composto drimanial foi isolado das cascas da Drimys winteri pelo
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina, Brasil,
como descrito anteriormente (MALHEIROS et al., 2001).

Todas as drogas foram preparadas imediatamente antes do uso em
solucédo salina (NaCl 0,9%), com excegao da capsaicina, que foi preparada em

PBS e do composto drimanial, que foi preparado com tween 80 (LabSynth, Sao
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Paulo, Brasil). A capsaicina e a indometacina foram dissolvidas em etanol
absoluto e carbonato de sédio (0,5%). As concentragoes finais de etanol e de
tween, nao excederam 5% e 0,05%, respectivamente, de modo a nao influenciar
nos efeitos causados pelos compostos. Nos estudos neuroquimicos, as drogas

foram dissolvidas em agua de Milli Q. As demais drogas foram diluidas em salina.

3.10. Analise estatistica

Os resultados sdo apresentados como a média + erro padrido da média
(E.P.M., 95%), exceto os valores das Dlsy ou Cl g (do'se ou concentracdo das
drogas ou compostos que reduziram a resposta em 50% em relagdo ao grupo
controle), que sé&o épresentadas como médias acompanhadas de seus
respectivos limites de confianga, em nivel de 95%. A andlise estatistica dos
resultados foi realizada por meio de analise de variancia (ANOVA) ou teste t de
Student's, seguido pelo teste de muiltipla comparagao utilizando-se o método de
Dunnett ou Newman Kuels, quando apropriado. Valores de P menores que 0,05
(P < 0,05) foram considerados como .indicativos de significancia. Os -valorés das
Clso ou Dlso foram determinados, a partir de experimentos individuais, utilizando o

método de regressao linear através do programa “Graph Pad Prism®”.
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4. RESULTADOS

4.1. Estudo da atividade antinociceptiva

4.1.1. Nocicepedo induzida pelo acido acético

Os resultados apresentados na Figura 3 demonstram que o composto
drimanial (2,3 a 23,0 yumol/kg, i.p.) (1 a 10 mg/kg), administrado 30 min antes,
produziu inibicdo significativa e dependente da dose das contor¢gdes abdominais
induzidas pela injecdo de acido acético. O valor médio calculado para a Dlso €
seus respectivos limites de confianga foi de 11,0 (10,3 — 11,5) ymol/kg, com

inibicdo (média + EPM) de 92 + 3%.
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Figura 3 — Efeito do tratamento intraperitoneal (i.p.) com drimanial 30 min antes, sobre as
contorgbes abdominais induzidas pela injecdo de acido acético em camundongos. O
nimero total de contorgdes foi medido durante os primeiros 20 min depois da injegédo
intraperitoneal de acido acético. Cada grupo representa a média de 6 - 8 animais, e as
linhas verticais os EPM. Difere significativamente dos grupos-controle, **P<0,01.
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4.1.2. Nocicepgao induzida pela formalina

A fim de verificar a duragéo do efeito antinociceptivo do drimanial, quando
administrado através da via i.p., e para determinar o tempo ideal de tratamento
para a realizacdo dos experimentos subseqiientes, um grupo de camundongos
recebeu drimanial (23,0 umol/kg) (10 mg/kg) e foi avaliado no modelo da formalina
durante 6 h. Os resultados apresentados na Figura 4 mostram que a resposta
antinociceptiva maxima do drimanial ja foi observada a partir de 30 min ap6s sua

administragéo, sendo significativo até 2 h depois do tratamento.
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Figura 4 — Duragao do efeito antinociceptivo do drimanial (23,0 ymol/kg) (10 mg/kg),
quando administrado por via intraperitoneal (i.p.), em relagéo a primeira (A) e a segunda
fase (B) da nocicepgao induzida pela injegao intraplantar de formalina (2,5% em 20 ul) em
camundongos. Cada grupo representa a média de 6 — 8 animais e as linhas verticais os
E.P.M. Difere significativamente do grupo controle, **P<0,01.

Os resultados apresentados na Figura 5 mostram que o composto
drimanial causou inibicdo significativa e dependente da dose, tanto na fase
neurogénica (0 a 5 min) quanto na fase inflamatéria (15 a 30 min) da nocicepg¢ao
induzida pela formalina. Essa atividade antinociceptiva foi observada quando o
drimanial foi administrado por via i.p. (7,0 - 70,3 umol/kg) (3 — 30 mg/kg), 30 min

antes, ou i.pl., co-administrado com a formalina (2,3 - 23,0 nmol/pata). Os valores
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médios das Dlsos para a primeira fase, quando o drimanial foi administrado pelas
vias i.p. e i.pl., foram 65,9 (60,6 — 71,6) ymol/kg e 5,9 (4,2 — 8,4) umol/pata,
respectivamente. Para a segunda fase, os valores das Dlsos foram 46,5 (39,7 —
54,2) umolkg e 54 (4,9 — 5,9) umol/pata, respectivamente. As inibicbes
observadas, em relagéo as respostas controle, foram 54 + 2% e 58 + 4% na
primeira fase e 58 + 4% e 60 + 1%, respectivamente (ver Tabela 2).

Administrado por via i.t. (2,3 — 23,0 nmol/sitio) ou i.c.v. (0,7 — 7,0 nmol/sitio)
10 min antes, o drimanial também p;rodu__ziu inibicao significativa e dependente da
| .'ddse de arhbas as fases da‘ nocféepgéo |ndu21da Li)“é’i%i"-formalina (Figura 5). Os
valores médios das Dlsgs (nmol/sitio) para a atividade do drimanial, administrado
por via i.t., na primeira e segunda fase da nocicepgao induzida pela formalina
foram 18,7 (16,6 — 21,1) e 19,1 (17,3 - 21,1) nmol/sitio, respectivamehte. As
irjibigc")es observadas, em relagéo as respostas controle, foram 53 + 2% e 49 + 3%
nla primeira e segunda fase, respectivamente. Os vaiores médios das’ Dlsgs
(ﬁmol/s:’tio)' para a atividade do drimaﬁial, administrado pér via i.c.v., na primeira e
segunda fase da nocicepgéo induzida pela formalina foram‘ 0,9 (0,8 -1,0) e 4,1
(3,8 — 4,4) nmol/sitio, respectivamente. As Inibicdes observadas, em relacéo as
respostas controle, foram 53 + 3 e 73 + 7% na primeira e segunda fase,
respectivamente (Tabela 2).

Independente da via de administragcao, o drimanial ndo demonstrou efeito
significativo sobre o edema de pata associado a fase inflamatéria do teste da

formalina (resultados nao apresentados).
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Figura 5 — Efeito antinociceptivo causado pelo drimanial, quando administrado por via i.p.

(O, umol/kg, 30 min antes), i.pl. (®

, umol/pata, co-administrada), i.c.v. (&, nmol/sitio, 10

min antes) ou i.t. (O, nmol/sitio, 10 min antes) em relagéo a primeira (A) e a segunda (B)
fase da nocicepgao induzida pela injegdo intraplantar de formalina (2,5% em 20 ul) em
camundongos. Cada grupo representa a média de 6 — 12 animais e as linhas vertlcals os
E.P.M. Difere significativamente do grupo controle, *P<0,05 e **P<0,01.

Tabela 2 -~ Comparagéo dos valores médios das Dlss e mnbngoes maximas observadas
para a atividade antmocnceptlva do drimanial administrado pelas vias i.p., i.pl., i.c.v. ou i.t.,
na nocicepgdo neurogénica (0-5 min) e inflamatéria (15-30 min) induzida pela m;egao

intraplantar de formalina em camundongos.

15 — 30 min (Dlsg) *

Via de administragéo 0-5min (Dlso) ® 1(%)® IM (%)°
i.p. (umolkg) | 65,9 (60,6-71,6) 540420  465(39,7-54,2) 67,020
i.pl. (umol/pata) 5,9 (4,2-8,4) 580140 56 (4,9-63) 60,0+1,0
i.c.v. (nmoVsitio) 2,2(2,1-2,3) 530430  41(3844) 73,0+7,0
i.t. (nmoV/sitio) 18,7 (16,6-21,1) 530120 191 (17,3-21,1) 49,0+3,0

Cada grupo representa a media + E.P.M. de 6 a 10 animais. ® Disgs com seus respectivos
limites de confianga de 95%, ® inibicdes observadas.



O tratamento dos animais com drimanial (23,0 zmol/kg, i.p.) (10 mg/kg), 5
min apods a inje¢do de formalina, causou inibigdo mais eficaz da segunda fase da
nocicepgao induzida por esse agente, do que quando administrado 30 min antes
da injecdo de formalina. As inibicbes observadas, em relagdo as respostas
controle, foram 41 + 3% e 84 + 3% no tratamento antes e apds a injecéo de

formalina, respectivamente (Figura 6).
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Figura 6 — Efeito antinociceptivo do drimanial (23,0 ymol/kg, i.p.) administrado 30 e 10
min antes da primeira (A) e da segunda (B) fase da nocicepgao induzida pela injecéao
intraplantar de formalina (2,5% em 20 ul) em camundongos. Cada grupo representa a
média de 6 — 10 animais e as linhas verticais os E.P.M. Difere significativamente do grupo
controle, *P<0,05, **P<0,01 e n.s. (ndo significante). ## P<0,01 demonstra o nivel de
significancia entre o grupo com tratamento terapéutico com drimanial em relagdo ao
grupo com tratamento preventivo.
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4.1.3. Nocicepcao induzida pela capsaicina

Os dados apresentados na Figura 7 demonstram que o drimanial,
administrado através da via i.p. (7,0 - 70,3 umol/kg, 30 min antes) (3 — 30 mg/kg),
mostrou atividade antinociceptiva significativa e dependente da dose em
camundongos quando avaliado no modelo da nocicepgdo induzida pela
capsaicina (1,6 yg em 20 ul). O valor médio calculado para a Dlsg e seus
respectivos limites de confianga foi de 35,4 (29,3 - 42,9) umol/kg, com inibi¢ao

(média £ EPM) de 80 + 3% na maior dose testada.
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Figura 7 — Efeito antinociceptivo causado pelo drimanial, quando administrado

intraperitonealmente 30 min antes, em relagdo a nocicepgao induzida pela injecdo
intraplantar de capsaicina (1,6 ug em 20 ul) em camundongos. Cada grupo representa a
média de 6 — 10 animais e as linhas verticais os E.P.M. Difere significativamente do grupo
controle, *P<0,05 e **P<0,01.
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4.1.4. Nocicepgéao induzida pelo glutamato

Os resultados da figura 8 demonstram que o composto drimanial
administrado intraperitonealmente (2,3 — 23,0 ymol/kg, 30 min antes) (1 — 10
mg/kg), produziu inibicdo significativa e dependente da dose da nocicepgao
induzida pela inje¢éo intraplantar de glutamato (30 ymol/pata) em camundongos.
O valor médio calculado para a Dlsp e seus respectivos limites de confianca foi de

12,3 (10,1 - 15,0) yumol/kg, com inibigdo (média + EPM) de 75 + 3% na maior dose

testada.
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Figura 8 — Efeito do composto drimanial administrado por via intraperitoneal 30 min antes,
em relag@o a nocicepgao induzida pela injegéo intraplantar de glutamato (30 umol/pata)
em camundongos. Cada grupo representa a média de 6 — 10 animais e as linhas verticais
os E.P.M. Difere significativamente do grupo controle, **P<0,01.



4.1.}5‘. Nocicepcéao induzida pelo PMA

Os resultados apresentados na figura 9 demonstram que o composto
drimanial (7,0 a 70,3 ymol/kg, i.p.) (3 a 30 mg/kg), administrado 30 minutos antes,
produziu inibicdo significativa e de forma dependente da dose da nocicepgao
induzida pela inje¢ao intraplantar de forbol miristato acetato (PMA, 30 ng/pata) em
camundongos. O valor médio calculado para a Dlsp e seus respectivos limites de
confianga foi de 32,1 (27,9 - 36,8) umol/kg, com inibicdo (média + EPM) de 96 +

1% na maior dose testada.
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Figura 9 - Efeito do composto drimanial administrado por via intraperitoneal 30 min antes,
em relagao a nocicepg¢ao induzida pela inje¢ao intraplantar de forbol miristato acetato (30
ng/pata) em camundongos. Cada grupo representa a média de 6 — 10 animais e as linhas
verticais os E.P.M. Difere significativamente do grupo controle, *P<0,05 e **P<0,01.
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4.1.6. Hiperalgesia induzida pelo glutamato

O composto drimanial, quan.do administrado por via i.p. (2,3 — 23,0 umoi/kg,
30 min antes) (1 — 10 mg/kg), reduzfu, de maneira dependente da dose, a
hiperalgesia induzida pela injecao i.t. de glutamato (100 nmol/sitio) ( Figura 10). O
valor médio calculado para a Diso e seus respectivos limites de confianca foi de

9,3 (7,6 - 11,2) umol/kg, com inibicao (média + EPM) de 52 + 1%.

Glutamato (100 nmol/sitio, i.t.)

Veiculo (i.p.) Drimanial (umol/kg, i.p.)

PBS 23,0 PBS 2,3 7,0 23,0

LN

-20- J_
—_ _ 1
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w
n_ -

-60-
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Figura 10 - Efeito do composto drimanial, administrado por via intraperitoneal 30 min
antes, em relagcdo a hiperalgesia induzida pela inje¢cao intratecal de glutamato (100
nmol/sitio) em camundongos. Cada grupo representa a média de 6 — 8 animais e as
linhas verticais os E.P.M. Difere significativamente do grupo controle, *P<0,05 e **P<0,01.
PEM (%), representa a porcentagem do efeito maximo da hiperalgesia.
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4.1.7. Teste da placa quente e retirada da cauda

Os resultados da tabela 4 indicam que o tratamento dos animais com
drimanial (23,0 umol/kg, i.p.) (10 mg/kg), 30 min antes, ndo causou mudancgas
significativas no tempo de iaténcia da resposta dos animais quando avaliado no
testes da placa quente e no teste de retirada da cauda. J4 o tratamento dos
animais com morfina (26,6 ymol/kg, s.c.) (10 mg/kg), 30 min antes, causou

marcado efeito analgésico em ambos os testes.

Tabela 4 — Efeito do tratamento com morfina (s.c.) ou com o composto drimanial (i.p.) no
teste da placa quente e retirada da cauda em camundongos.

Tratamento Dose (umol/kg) Placa-quente (s) Retirada da cauda (s)
Controle B - | 3,1+05 | 8,6+0,9
Drimanial | 23,0 | | 4,2+0,6 10,3+1,2

Morfina 266 239415  194+0,6"

Cada grupo representa a média de 6 - 8 animais.
Difere significativamente em relagédo ao grupo controle, **P < 0,01

4.1.8. Efeito sobre o desempenho motor (rota-rod)

O tratamento de camundongos com drimanial (23,0 ymolkg, i.p.) (10
mg/kg), 30 min antes, ndo causou nenhum efeito significativo sobre o
desempenho motor ou sobre o tempo de permanéncia dos animais no aparelho
de rota-rod, quando comparado com o grupo controle (salina). O tempo de
permanéncia dos animais tratados com drimanial ou com solugéo salina foi de 53,

+1,7 e 54,8 + 1,6, respectivamente.
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4.1.9. Efeito sobre a mucosa gastrica

O tratamento dos animais com indometacina (83,8 umol/kg) (30 mg/kg, i.p.)
produziu intensas lesdes na mucosa gastrica dos animais (Tabela 3, Figura 11A),
4 h apdés a sua administragdo. No entanto, o tratamento dos animais com o
composto drimanial (30 mg/kg) ou com veiculo, ndo produziu lesbes na mucosa

géastrica dos animais (Tabela 3, Figura 11B).

Tabela 3 — Efeito da administragdo do drimanial ou indometacina sobre a mucosa
géstrica de ratos.

Amostra Dose (zmol/kg, i.p.) IU' média + EPM
Veiculo - - A 0
Indometacina (i.p.) 83,8 - 4,6610,88*" -

Drimanial (i.p.) 703 0

n' =4 - 6 animais.
Difere significativamente em relagéo ao grupo controle **P < 0,01
! indice de ulceragéo



: . ndomea 3nm kg, L.p.
A Indometacina (30 mglkg, 1.p.)

! _—-;.}‘l Vo™ 4
Drimanial (30 mg/kg, i.p.)

Figura 11 — Registro fotografico mostrando os efeitos da indometacina (A), na dose de
83,8 umol/kg (30 mg/kg, i.p.), ou drimanial (B), na dose de 70,3 umol/kg (30 mg/kg, i.p.),
sobre a mucosa géastrica de ratos.

51



4.2. Estudo do mecanismo de acéao

4.2.1. Participacao do sistema glutamatérgico na atividade antinociceptiva
do drimanial no modelo do comportamento relacionado a nocicepgéao
causada por aminoacidos excitatdrios e substancia P em camundongos

| O composto drimanial, administrado pela via intraperitoneal (70,3 zmol/kg)
(30 mg/kg), inibiu significativamente o’comportamento relacionado a nocicepgao
induzido pelo glutamato e o composto trans-ACPD em camundongos, com
inibigbes de 49 + 6% e 93 + 2%, respectivamente (Figura 12). No entanto, na
mesma dose, o composto drimanial nao apresentou nenhum efeito significativo
_sobre a nOcicepgéQ induzida pelo NMDA, AMPA, cainato ou substancia P (Figura
12). A morfina administrada pela via s_ubcuténea (13,3 umol/kg, 30 min antes) (5

mg/kg), inibiu significativamente a nocicepgéo'induzida pelo glutamato, cainato,

trans-ACPD e substancia P. As ‘inibig}("‘)es observadas foram 78 +2, 55 + 7,58 + 2

e 81 + 5%, respectivamente (Figura 12). Contudo, assim como o drimanial, a -

morfina nao apresentou efeito significativo sobre a nocicepgao induzida pelo

NMDA e AMPA em camundongos.
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Figura 12 — Efeito do drimanial e da morfina, administrados 30 min antes, sobre o
comportamento relacionado a nocicepgao causado:pela injecao intratecal de glutamato
(175 nmol/sitio), trans-ACPD (50 nmol/sitio), NMDA (0,4 nmol/sitio), AMPA (0,1
nmol/sitio), cainato (0,1 nmol/sitio) e substancia P (0,1 nmol/sitio) em camundongos.

Cada grupo representa a média de 6 ~ 10 animais e as llnhas verticais os E.P.M. Difere
significativamente do grupo controle, **P<0,01.
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Os resultados apresentados na Figura 13 demonstram que o composto
drimanial (7,0 — 70,3 ymol/kg, i.p.) (3 — 30 mg/kg), inibiu de forma dependente da
dose a nocicepgdo causada pela injegado intratecal de trans-ACPD (agonista
metabotrépico). O valor médio calculado para a Dlsp e seus respectivos limites de
confiancga foi de 23,2 (18,3 - 29,5) umol/kg, com inibigdo (média + EPM) de 93 *

2%, respectivamente.
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Figura 13 — Efeito dose-dependente do drimanial, 30 min antes, sobre o comportamento
relacionado a nocicepgdo causado pela injegdo intratecal de trans-ACPD (50 nmol/sitio)
em camundongos. Cada grupo representa a média de 6 — 10 animais e as linhas verticais
os E.P.M. Difere significativamente do grupo controle, **P<0,01.



4.2.2. Participacao do sistema vaniléide na atividade antinociceptiva do
drimanial no modelo da formalina
Os resultados apresentados na figura 14 demonstram que o pré-tratamento

dos animais com capsazepina (antagonista competitivo de receptores vaniléides,

25 pumolkg, s.c.) (9,4 mgkg) causou reversdo significativa do efeito

antinociceptivo causado pelo drimanial (23,0 ymol/kg, i.p.) (10 mg/kg) ou
capsaicina (16,3 umol/kg, s.c., utilizada como controle positivo) (5 mg/kg), quando

analisado na primeira fase da nocicep¢éo induzida pela formalina.

SN I
g // -*F-% 4:/

(16,3 pmol/kg, s.c.) (23,0 ymol/kg, i.p.)

Figura 14 — Influéncia do pre-tratamento de camundongos com capsazepina (25 ymol/kg,
s.c.) sobre o efeito antinociceptivo causado pelo drimanial (23,0 umol/kg, i.p.) ou
capsaicina (16,3 ymol/kg, s.c.) em relagdo a primeira fase da nocicepgéo induzida pela
injecéo intraplantar de formalina (2,5%). Cada grupo representa a média de 6 — 8 animais
e as linhas verticais os E.P.M. Difere significativamente do respectivo grupo controle,
**P<0,01, ## P< 0,01 e ### P<0,001.
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4.2.3. Participacédo do sistema vanildide na variacao da temperatura corporal

causada pelo drimanial

Conforme ilustrado na figura 15, o pré-tratamento dos animais com

capsazepina (um antagonista competitivo de receptores vanildides, 25 ymol/kg,
s.c.) causou reversao significativa da hipotermia corporal causada pela capsaicina
(16,3 umol/kg, s.c., utilizada como controle positivo) (5 mg/kg). No entanto, o pré-
tratamento com capsazepina nao alterou a hipotermia causada pelo drimanial
(28,0 umol/kg, i.p.) (10 mg/kg), quando analisado na medida da temperatura retal

de camundongos.

— Controle
Capsazepina
40+ ' (25 umolkg, s.c.)
; . | ns
38" * |

-

36+

* %

34+

N\\\3
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Controle Capsaicina Drimanial
(16,3 umolkg, s.c.) (23,0 y/mol/kg, i.p.)

Figura 15 — Influéncia do pré-tratamento de camundongos com capsazepina (25 ymol/kg,
s.c.) sobre a hipotermia corporal causada pelo drimanial (23,0 umol/kg, i.p.) ou capsaicina
(16,3 umol/kg, s.c.) em relagdo a medida da temperatura retal de camundongos. Cada
grupo representa a média de 6 — 8 animais e as linhas verticais os E.P.M. Difere
significativamente do respectivo grupo controle, * P<0,05, **P<0,01 e ### P<0,001.
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4.2.4. Efeito do tratamento neonatal de camundongos com capsaicina na

atividade antinociceptiva do drimanial

O tratamento neonatal de camundongos com capsaicina (163,7 ymol/kg,
s.c.) (50 mg/kg) causou uma reducdo significativa do efeito antinociceptivo
causado pelo drimanial (23,0 umol/kg, i.p.) (10 mg/kg) ou para a capsaicina (16,3
umol/kg, s.c., utilizada como controle positivo) (5 mg/kg), administrados 30 min

antes, quando analisado na primeira fase da nocicepg¢ao induzida pela formalina.

— Controle

Capsaicina-neonatal
(163,7 umol/kg, s.c.)

(23,0 ymol/kg,i.p.) (16,3 pmolkg, s.c.)

Figura 18 - Influéncia do tratamento neonatal de camundongos com capsaicina (163,7
umol/kg, s.c.), sobre o efeito antinociceptivo causado pelo drimanial ou pela capsaicina,
administrados 30 min antes, em relagdo a primeira fase da nocicepgao induzida pela
formalina. Cada grupo representa a média de 8 -10 animais e as barras verticais os
E.P.M. Difere significativamente do controle, **P<0,01, # P<0,05, ## P<0,01 e #i#
P<0,001.
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4.2.5. Participacdo do sistema opidide na atividade antinociceptiva do
drimaniai no modelo da formalina

O pré-tratamento dos animais com naloxona (antagonista nao seletivo de
receptores opidides, 13,7 umol/kg, i.p.) (6 mg/kg) causou reversdo completa do
efeito antinoclceptivo da morfina (agonista néo seletivo de receptores opidides,
13,3 umol/kg, s.c.) (5 mg/kg). No entanto, o pré-tratamento com naloxona nao
alterou a antinocicepgdo causada pelo drimaniai (70,3 ymol/kg, i.p.) (30 mg/kg),

quando analisado em relagéo a nocicepgéo induzida pela formalina (Figura 16).

Il controle
1 naloxona (13,7 ymol/kg, I.p.)
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Figura 16 — Influéncia do pré-tratamento de camundongos com naioxona (13,7 umol/kg,
i.p.) sobre o efeito antinociceptivo causado pelo drimanial (70,3 ymol/kg, i.p.) ou morfina
(13,3 ymol/kg, s.c.) em relagdo a primeira (A) e segunda fase (B) da nocicepg¢éo induzida
pela injecéo intraplantar de formalina (2,5% em 20 ul). Cada grupo representa a média de
6 — 8 animais e as linhas verticais os E.P.M. Difere significativamente do respectivo grupo
controle, **P<0,01.
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4.2.6. Participacdo do sistema serotoninérgico na atividade antinociceptiva
do drimanial no modelo da formaiina |

Os dados apresentados na figura 17 mostram que o tratamento dos
animais durante 4 dias consecutivos com p-clorofenilalanina (PCPA, inibidor da
sintese de serotonina, 399,8 ymol/kg, i.p.) (100 mg/_kg), causou significativa
reversdo do efeito antinociceptivo da morfina (13,3 ymol/kg, s.c.) (5 mQ/kg). No
entanto, o pré-tratamento com PCPA nao alterou a antinocicepgao causada pelo
drimanial (70,3 wmol/kg, i.p.) (30 mg/kg) quando analisado em relagdo a

nocicepgéao induzida pela formalina.
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Figura 17 - Influéncia do pré-tratamento de camundongos com PCPA (399,8 ymol/kg,
i.p.) sobre o efeito antinociceptivo causado pelo drimanial (70,3 umol/kg, i.p.) ou morfina
(13,3 umol/kg, s.c.) em relagéo & primeira (A) e segunda fase (B) da nocicepgéo induzida
pela injegéo intraplantar de formaiina (2,5% em 20 ul). Cada grupo representa a média de
6 — 10 animais e as linhas verticais os E.P.M. Difere significativamente do respectivo
grupo controle, *P<0,05 e **P<0,01.
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4.3. Efeito do drimanial sobre a ligagao especifica (binding) de [*Hlglutamato

Os resultados apresentados na figura 19 mostram que o drimanial (0,01 —
30,0 uM) produziu inibicdo significativa da ligagdo especifica (binding) do
[*Hlglutamato em membrana de cértex cerebral de camundongos. O valor médio
calculado para a Clsp e seus respectivos limites de confianga foi de 4,39 (2,66—
7,25) uM, com inibigdo (média + EPM) de 87 + 7% na concentragéo de 30 yM de

drimanial.
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Figura 19 — Efeito do drimanial sobre a ligagao especifica (binding) de [*H]glutamato em
membranas de cértex cerebral de camundongos. Cada simbolo representa a média de 3
experimentos independentes realizados em triplicata, e as linhas verticais, os E.P.M.
Difere significativamente do controle (C), **P<0,01.
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5. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que 0O sesquiterpeno
drimanial‘», isolado das cascas da planté brasileira Drimys winteri, apresentou
importante atividade antinociceptiva, quando administrado por via sistémica,
intraplantar, espinhal e supraespinhal em diferentes modelos de nocicepgdao em
camundongos. Além disso, o drimanial apresentou marcante atividade anti-
hiperalgésica quando avaliado na hiperalgésia induzida pela injeg&o intratecal de
glutamato. Os experimentos realizados com agonistas e antagonistas seletivos, e
com o auxilio da técnica de ligacdo especifica sugerem que a antinocicepg¢ao
causada pelo composto drimanial esta provavelmente relacionada com uma
interagao do sistema glutamatérgico, mais especificamente via interacdo com
receptores glutamatérgicos metabotropicos.

Os resultadoé do presente estudo também indicam que os receptores
vaniléides parecem contribuir para a atividade antinociceptiva dd sesquiterpeno
drimanial. Interessantes também sao os resultados do presente estudo que
indicam que o composto drimanial ndo apresentou atividade antinociceptiva
- quando avaliado em modelos de nocicepgao térmica, como o teste da placa-
~ quente ou da retirada da cauda. Além disso, sua atividade antinociceptiva nao foi
revertida pelo pré-tratamento dos animais com naioxona (antagonista opi6ide nao-
seletivo) ou com PCPA (inibidor da sintese de serotonina). Dessa forma, a
atividade antinociceptiva do composto drimanial ndo parece dépender de sua
interagdo direta ou indireta com os sistemas opidide e serotoninérgico. Estes
resultados ndo sé confirmam, mas também estendem os resultados anteriores
descritos em nosso laboratério (TRATSK etal., 1997; MENDES et al., 1998, 2000;

MALHEIROS et al., 2001), demonstrando que ambos os sesquiterpenos
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presentes nas cascas da D. winteri, o poligodial e o drimanial contribuem de
maneira importante para o uso desta planta na medicina popular.

Atualmente, o interesse para o uso clinico de novas substancias com
atividade analgésica utilizadas principalmente para o tratamento de varios tipos de
dor (inclusive a dor de origem neurogénica), vem aumentando significativamente.
Varios modelos de nocicepcao em animais de laboratério podem ser utilizados
para verificar a atividade analgésica de compostos. No entanto, de uma maneira
geral, esses modelos possuem caracteristicas préprias que devem ser
 consideradas, tais como sua simplicidade, reprodutibilidade e validade dos
resultados obtidos e principalmente, a possibilidade de serem correlacionados
com estudos clinicos.

Dentre os testes de nocicepgéo utilizados neste trabalhb, o teste das
contorgdes abdominais induzidas pela vinjegéo intraperitoneal de acido acético, é
um modelo considerado com pouca espeéificidade, mas de observagéo
ih‘equivoca', relativamente simples, fépido e atua indiretamente causandd a
liberagao de mediadores endégenoé da dor corho bradicinina, serotonina,
histamina, aminas simpatomiméticas e prostaglandinas. Esse efeito nociceptivo
pode ser facilmente prevenido por drogas antiinflamatérias néo esteroidais, bem
como por drogas semelhantes a morfina e outros analgésicos de agao central
(WHITTLE, 1964; CHAU, 1989; VANE e BOTTING, 1995; SANTOS et al., 1998).
Os resultados obtidos nesse modelo apresentam boa correlagdo com a poténcia
das drogas analgésicas em outros modelos pré-clinicos (SIEGMUND et al.,
1957a, b; TABER et al.,, 1964; BLUMBERG et al., 1965; BLANE, 1967). Utilizando
esse teste, foi possivel demonstrar que o drimanial, quando administrado por via

i.p., produziu uma inibigdo quase que completa e de forma dependente da dose
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das contorgbes abdominais provocadas pelo acido acético. Comparado com o
poligodial, o drimanial foi cerca de 3 vezes menos potente quando avaliado no
modelo de dor causado pelo acido acético. Porém o drimanial foi cerca de 5 e 12
vezes mais potente que o EH obtido das cascas da D. winteri e a asp'irina,
respectivamente neste modelo (VAZ et al., 1996; MENDES et al., 1998, 2000).

A atividade antinociceptiva do drimanial também foi confirmada pelo
emprego do modelo de nocicep¢ao induzida pela injegao intraplantar de formalina
em camundongos. Esse modelo de dor foi descrito por DUBUISSON e bENNIS
(1977) em ratos é gatos, e vem, desde entdo, sendo sistematicamente
empregado para o estudo de drogas analgésicas em roedores, especialmente em
camundongos (ROSLAND, 1991; TJOLSEN et al, 1992). Esse modelo de
nocicepcao consiste na injecédo intraplantar de solugéo de formaldeido na pata
posterior do animal, a qual desencadeia um processo doloroso através da
estimulagao direta dos nociceptores, sendo caracterizada por vigorosas lambidas,
mordidas -e batidas na pata injetada com o irritante. A nbcicepgéo causada pela
injegédo intraplantar de formalina apresenta duas fases distintas de nocicepgao,
que envolve diferentes mediadores quimicos (DUBUISSON e DENNIS, 1977,
HUNSKAAR et al., 1985; HUNSKAAR e HOLE, 1987; ROSLAND, 1991; CORREA
e CALIXTO, 1993; SANTOS e CALIXTO, 1997). Este modelo de nocicepgao é
considerado, atualmente, o modelo que mais se aproxima da dor clinica
(TUOLSEN e HOLE, 1997). A primeira fase da nocicepg¢ao, que inicia nos
primeiros 5 min (fase neurogénica), caracterizada pela estimulagdo direta dos
nociceptores presentes nas fibras aferentes do tipo C (DUBUISSON e DENNIS,

1977; HUNSKAAR et al., 1985) e, em parte, pelas fibras do tipo Ad (HEAPY et al.,

1987), estd associada a liberagdo de mediadores como o glutamato e a .
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substancia P. A segunda fase da dor causada pela formalina conhecida como
fase inflamatdria ocorre entre 15 a 30 min apos a injecdo de formalina e esta
relacionada com a liberagdo de mediadores pré-inflamatorios como a adenosina,
bradicinina, histamina, prostaglandinas e serotonina (HUNSKAAR e HOLE, 1987
SHIBATA et al., 1989; CORREA e CALIXTO, 1993; REEVE e DICKENSON,
1995).

Os resultados do presente estudo demonstram que, quando évaliado no
teste da formalina, o pré-tratamento (via i.p., i.c.v. e i.t.) ou co-injegao (i.pi.) com o
composto drimanial causou atividade antinociceptiva maxima em 30. min
(referencial para os demais pré-tratamentos), sendo significativo em até 2 h apés
sua administracdo, em relagdo a segunda fase da dor induzida pela formalina.
Quando comparado com o poligodial ou com drogas analgésicas utilizadas na
clinica como os AINES (aspirina e dipirona) e a«rlnorfina-, nesse mesmo modélo de
dor, o drimanial, administrado sistemicamente, foi cerca de 3 a 6 vezes mais -
potente que a aspirina e a dipirona, porém, foi cerca de 2 vezes menos potente
que o poligodial € 10 a 18 vezes menos potente que a morfina (VAZ et al., 1996;
BEIRITH et al.,, 1998; MENDES et al., 2000). Além disso, nas maiores doses
utilizadas, que apresentaram eficacia similar a dos AINES, o drimanial nao
apresentou efeitos colaterais como ulceragédo gastrica, um dos efeitos colaterais
mais comuns provocados por esta classe de drogas, caso em que a supresséo da
sintese de prostaglandinas é um componente chave (VANE, 1971; ALLISON et
al., 1992; WALLACE e TIGLEY, 1995; WALKER et al., 2001a).

Conforme resultados obtidos em relagdo ao edema de pata associado com
a segunda fase da dor induzida pela formalina, o drimanial, nas mesmas doses as

quais revelaram agdes antinociceptivas, néo foi capaz de interferir no edema de



pata associado a injecdo intraplantar de formalina. As evidéncias experimentais
demonstram que o edema de pata associado com a segunda fase da dor neste
modelo, resulta da liberagdo de vérios mediadores quimicos, como as cininas,

- 6xido nitrico e prostaglandina E; (YAMAMOTO e YAKSH, 1992; CODERRE e

MELZACK, 1992; CORREA e CALIXTO, 1993; MALMBERG e YAKSH, 1995;

CORREA et al., 1996), mas ndo de taquicininas (SANTOS e CALIXTO, 1997). E

interessante ressaltar que, a exemplo do drimanial, antagonistas de receptores
GluRh5 (como o MPEP), também inibem seletivamente a dor, mas néo o edema

de pata associado pela formalina (WALKER et al., 2001a, b). Tais observagbes
sugerem que, embora o glutamato apresente um papel importante na
sensibilizacdo dos neurdnios priméarios aferentes durante a dor inflamatéria, ele
éparentemente tem um papel menor na formagéo do edema.

Em ‘outra série de experimentos, demonstramos ‘que a administragdo do
~ drimanial, 5 min apés a inje¢do de formalina, causou uma pronunciada inibigao da
segunda fase da dor induzida por este agente, sendo significativamente mais
eficaz quando comparado com experimentos similares quando ‘o drimanial foi
administrado 30 min antes da injecdo de formalina. Esses resultados sdo
'inferessantes pelo fato de que o composto drimanial possui atividade
antinociceptiva ndo somente profilatica (redugdo da nocicepgédo pelo pré-
tratamento), mas também terapéutica (sendo efetivo também apds a nocicepgao
estar instalada). Os dados disponiveis na literatura tém demonstrado que
comportamentos nociceptivos persistentes induzidos pela formalina podem ser
prevenidos pelo pré-tratamento (por via intratecal) com lidocaina, sugerindo que a
nocicepgao na segunda fase do teste da formalina parece envolvef um aumento

da hiperexcitabilidade central gerada durante a primeira fase. Por outro lado, a
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injecao intratecal de lidocaina apds o aparecimento da primeira fase da dor
induzida pela formalina, ndo foi capaz de reduzir as respostas nociceptivas da
segunda fase desse modelo (YASHPAL et al., 1998).

Neste sentido, outra importante descoberta foi a demonstragdo de que
antagonistas GluR»5 e GIuR,1 sdo efetivos em reduzir a hipersensibilidade
nociceptiva em camundongos e ratos, quando o processo inflamatério ja esta
estabelecido. Esse fato é relevante, considerando a sua aplicabilidade clinica para
o tratamento da dor-neuropatica ou inflamatéria, como a artrite (CATERINA et al.,
1997; GOLD et al.,, 1998). No entanto, a administragdo de antagonistas
ionotrépicos NMDA (MK-801) e nao-NMDA (CNQX), 5§ min apés a injecdo da
formalina, falhou em reduzir a dor da segunda fase desse modelo (MALMBERG e
YAKSH, 1992; DAVIDSON et al., 1997).

No modelo da formalina, até o presente momento, os resultados
apresentados sao bastante relevantes e sugerem que o drimanial. pode
apresentar potencial interesse para o desenvolvimento de novas drogas para o
tratamento da dor inflamatdéria. Essa observagao baseia-se na sua versatilidade
-~ em inibir, ianto preventivamente quanto terapeuticamente, a dor induzida pela
formalina, além de apresentar significativa atividade antinociceptiva quando
administrado por diferentes vias.

Atualmente, estd bem estabelecido que dentre os diversos
neurotransmissores que estao envolvidos nos modelos de dor acima citados, os
aminoacidos excitatorios (glutamato e aspartato) e a substancia P apresentam
papel relevante no processo de sensibilizagdo do corno dorsal da medula
espinhal, uma vez que a estimulacdo das fibras aferentes primarias induz a

liberagéo desses transmissores nesse local (GO e YAKSH, 1987; SKILLING et al.,
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1988; SORKIN et al., 1992). Estudos recentes demonstram que a substancia P e
os aminodacidos excitatérios encontram-se co-localizados nas fibras aferentes
nociceptivas (BATTAGLIA e RUSTIONI, 1988; DEBIASI e RUSKTIONI, 1988), e
seus efeitos s@o revertidos pelo pré-tratamento ou co-injecdo de antagonistas da
substancia P e/ou de giutamato (DICKENSON e SULLIVAN, 1987a, b; CODERRE
e MELZACK, 1991; WOOLF e THOMPSON, 1991; MALMBERG e YAKSH, 1992;
MAO et al., 1992; REN et al, 1992; YAMAMOTO e YAKSH, 1992).
Perifericamente, tem-se demonstrado um papel fisioldgico importante do
giutamato. A injegdo Intraplantar desse transmissor causa um aumento da

sensibilidade térmica e mecénica em ratos e camundongos, e formacao do'edema

. associado com a nocicepgdo em camundongos (CARLTON et al., 1995;

JACKSON et al., 1995; BHAVE et al.,{ 2001; BEIRITH et al., 2002).

Diversos. trabalhos tém demonstrado que existe -uma intensa liberagéo de
. amino&cidos - excitatérios na medula espinhal, principalmente glutamato e
aspartato,. apés a injegdo Intraplantar de formalina (OMOTE et al., 1998;
MALMBERG e YAKSHM 1995; TEOH et al., 1996), capsaicina (SAKURADA et al.,
1996; TEOH et al., 1996; JURANEK e LEMBECK, 1997) ou substancia P
(JURANEK e LEMBECK, 1997). Outros estudos mostram que os aminoécidos
excitatérios promovem um comportamento nociceptivo quando injetados por via
intraplantar ou intratecal (AANONSEN e WILCOX, 1987; JACKSON et al., 1995;
SAKURADA et al.,, 1996; ZHOU et al.,, 1996, LIU et al.,, 1997). O giutamato
injetado intraplantarmente, em camundongos, induz um comportamento de
nocicep¢ao semelhante ao provocado pela formalina e pela capsaicina (BEIRITH
et al., 2002), enquanto que quando injetado intratecalmente causa hiperalgesia

térmica em ratos e camundongos (AANONSEN e WILCOX, 1987; FERREIRA et
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al., 1999). Levando-se em consideragcao estes relatos, avaliamos o efeito do
drimanial na nocicepgao induzida pela injecdo intraplantar de glutamato e na
hiperalgesia induzida pela inje¢do intratecal de glutamato, em camundongos.
Administrado através da via sistémica, o drimanial foi capaz de inibir de maneira
dependente da dose, tanto a nocicepgdo quanto a hiperalgesia causadas pelo
glutamato. Estes resultados fornecem indicios sobre a possibilidade de seu
mecanismo de ag¢éo estar relacionado, pelo menos em parte, com os aminoacidos
excitatorios.

A fim de obter informagbées adicionais sobre a possibilidade dos
aminoacidos excitatérios e/ou da substancia P estarem envolvidos no mecanismo
antinociceptivo do composto drimanial, a atividade antinociceptiva do drimanial foi
avaliada sobre o comportamento. nociceptivo causado pelos AAE e SP, quando

-administrados intratecalmente em camundongos. Como mostrado na literatura, a

‘injecd@o intratecal de SP (SAKURADA et al., 1990), trans-ACPD (BOXALL et al., : -

1998), AMPA (BJORKMAN et al., 1994; BRAMBILLA et al., 1996), glutamato,
cainato ou NMDA (URCA e RAIGORODSKY, 1988; BJORKMAN et al., 1994),
causa reacdo comportamental de nocicepgao dirigida a regido caudal. Esta
reagao nociceptiva é definida como um unico movimento de cabega direcionada a
parte posterior do corpo mordendo ou lambendo os membros posteriores (patas
posteriores, cauda e abddémen), que resulta em contato do focinho do animal com
o membro alvo. Utilizando este modelo, o composto drimanial, administrado

sistemicamente, inibiu marcadamente a resposta nociceptiva comportamental

induzida pela injegdo intratecal tanto do glutamato quanto do trans-ACPD

(agonista metabotrépico glutamatérgico). Por outro lado, o drimanial néo foi capaz

de inibir a resposta nociceptiva comportamental induzida pela injecéo intratecal de
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NMDA, AMPA, cainato ou por substancia P. Estes résultados sugerem que a agao
antinociceptiva sistémica produzida pelo drimanial depende, pelo menos em
parte, de uma interagdo com receptores metabotropicos glutamatérgicos
sensiveis ao agonista trans-ACPD. Por outro lado, a morfina também inibiu
significativamente a resposta nociceptiva comportamental induzida pela inje¢céo
intratecal de cainato ou substancia P, além da induzida pelo glutamato e trans-
ACPD.

Recentemente, tem se destacado a importancia dos GluR,s em neurdnios
sensoriais periféricos na modulagao da transmissdo nociceptiva (DOGRUL et al.,
2000; BHAVE et al., 2001; WALKER et al.,, 2001a). Trabalhos utilizando uma
combinagao de estudos anatdmicos, de farmacologia comportamental e de

eletrofisiologia tem demonstrado um papel particularmente importante para os
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GluRqs, principalmente dos subtipos 1 e 5, em modelos de dor cronica. A -

expressao do GluR,, 5 em neurdnios sensoriais foi sugerido ha poucos anos atras

(VALERIO et al., 1997; CRAWFORD et al., 1997). Naquele periodo, acreditava-se

que os GluRns expressos no ganglio da raiz dorsal (GRD) eram destinados a

terminais centrais na medula espinhal, onde funcionariam como autoreceptores,
como demonstrado em outras regides do cérebro (GEREAU e CONN, 1995;
MANZONI e BOCKAERT, 1995). Contudo, estudos utilizando microscopia

eletrbnica demonstraram que os receptores GluR,, 1 e GluR, 5 sao expressos

constitutivamente, em torno de 9% e 16%, respectivamente, em um subconjunto
de terminais de neurdnios predominantemente nociceptivos (axénios nao
mielinizados) presentes na jungdo dermo-epidérmica da pata posterior de

camundongos (BHAVE et al., 2001). Baseados na demonstracdo da expressao

periférica do grupo i de GluRs, varios experimentos realizados permitem



demonstrar claramente que a ativagao direta destes receptores, nesses terminais
periféricos leva a um aumento da sensibilidade ao estimulo térmico e mecéanico
(WALKER et al.,, 2001a; 2001b). Associado aos dados de que o glutamato,
liberado em resposta a inflamagao periférica, pode alterar o padrao da expressao
do GluR, 5 no GRD, foi possivel postular de que os GluRns podem ser
transportados e expressos nos terminais periféricos dos neurbnios sensoriais, e
desta forma mediar a hiperalgesia inflamatoéria. Resultados recentes indicam que
a ativagdo do GIuRm1 ou GluRy5 -nos terminais periféricos dos neurdnios
sensoriais produz aumento da sensibilidade nociceptiva em ratos e camundongos,
causando reacdes comportamentais relacionadas a dor além de aumentar de
forma dependente da dose a nocicepgao presente na segunda fase da formalina
(FISHER e CODERRE, 1996). Além disso, o grupo | de GluRys parece ser
ativado na dor inflamatéria e neuropatica, e antagonistaé dos GluR, 1 e 5
reduzem é hiperalgesia associada a inflamagao periférica e lesdo neuronal
(WALKER et al., 20014, b). -

Outros estudos com o uso de antagonistas glutamatérgicos metabotrépicos

demonstram que o pré-tratamento ou a co-injecao de antagonistas de receptores
GluRps do grupo | previne o desenvolvimento da dor comportamental espontanea

e a hipersensibilidade inflamatdria induzida pela injecéao intraplantar de formalina
e carragenina, respectivamente (JACKSON et al., 1995; FISHER e CODERRE,
1996; DAVIDSON et al., 1997; LAWAND et al.,, 1997, BHAVE et al., 2001;

WALKER et al., 2001a).
Dentre os receptores de glutamato, o grupo | dos GluRys podem constituir
alvo periférico importante (KARIM et al., 2001); tendo em vista que o uso de

antagonistas deste grupo de receptores, principalmente aos do subtipo GluRn5.
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Além de prevenir ou reduzir a hiperalgesia estabelecida com eficacia similar as
dos AINES e da morfina, estes antagonistas ndo causam efeitos colaterais
centrais como sedagao ou disturbio I‘ocométor, freqUentemente observados com
os antagonistas de receptores NMDA (ionotrépicos) e pelos analgésicos opidides
potentes como a morfina. Além disso, também nao provocam o aparecimento de
ulceragdo gastrica produzida por muitos dos AINES utilizados na clinica para o
tratamento da dor inflamatéria (VANE, 1971; ALLISON et al.,, 1992; CARTER,
1994, WALLACE e TIGLEY, 1995; WALKER et al., 2001a). Os nossos resultados
também demohstram que o composto drimanial, nas maiores doses utilizadas
para causar uma atividade antinociceptiva significante, ndo causou efeitos
¢
inespecificos, como a diminuicdo do.desempenho motor, avaliada no teste de
rota-rod. ..

Para investigar a existéncia de uma possivel interagdo entre o composto
drimanial e receptores glutamatérgicos, sua agdo sobre sitios de ligagao do
[*H]glutamato foi avaliada utilizando-se a técnica de ligagéo especifica (binding).
Esta técnica permite verificar, in vitro, se uma substancia (neurotransmissores,
mediadores, compostos e outros) colocada neste sistema pode competir com o
radioligante (ligante seletivo marcado radioativamente) pela ligagdo em sitios
especificos em receptores. Neste sentido, poderiamos confirmar se a atividade
antinociceptiva causada pelo drimanial poderia estar relacionada a uma interagao
com receptores glutamatérgicos, utilizando a técnica da ligagdo especifica do
[SH]qutamato em sitios de membranas de cértex cerebral de camundongos. De
fato, os nossos resultados demonstram que o drimanial causou uma inibigdo
significante e dependente da concentragdo sobre a ligagao especifica do

[*H]glutamato em sitos de membranas de cortex de camundongos. Tais
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resultados sugerem que os receptores glutamatérgicos parecem estar envolvidos
em seu mecanismo de agao.

A ativacao dos receptores dos AAEs levam a formagao ou ativagdo de
varios sistemas de mensageiros intracelulares. Os receptores NMDA e GluRs

ativam diferentes mensageiros e sinais intracelulares, porém tém sido
demonstrado que ambos ativam a'protel’na quinase C (PKC) (YASHPAL et al.,
2001). Recentes evidéncias sugerem que a PKC, ativada por forbol éster,
sensibiliza e regula as fungées dos nociceptores (NISHIZUKA, 1992; CESARE e
MCNAUGHTON, 1996). A estimulagio espinhal da PKC pelo forbol éster (PMA)
ou por um ativador seletivo produz aumento da nocicepgdo induzida pela
formalina em ratos, principalmente com relagdo a segunda fase deste teste
(MALMBERG et al., 1997), enquanto que os inibidores seletivos de PKC reduzem
esta resposta nociceptiva da formalina (CODERRE, 1992; YASHPAL et al., 1995).
Além disso, a aplicagdo intraplantar de PMA em ratos, evoca um comportamento
nociceptivb semelhante ao produzido pela formalina e pela capsaicina
(TANIGUCHI, et al., 1997). Neste sentido, verificou-se no presente estudo que o
composto drimanial inibiu significativamente e de forma dependente da dose a
nocicépgéo induzida pelo PMA em camundongos, sugerindo que a inibicdo de

vias sensiveis a PKC parece estar implicado na sua atividade antinociceptiva.

Outra classe de receptores que sdo expressos em axdnios cutaneos, co- -

localizados com o receptor GluR,s e que vém despertando o interesse como alvo
para o desenvolvimento de novas drogas, sdo os receptores vanildides (VR1),
ativados pela capsaicina, prétons e outros compostos vaniléides (CALIXTO etal.,
2001; JULIUS e BASBAUM, 2001; KARIM et al., 2001; WALKER et al., 2001b).

Recentemente, o receptor para capsaicina foi clonado e caracterizado como
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sendo um canal catidnico ndo-seletivo, que permite o influxo de cations, levando a
despolarizagdo da membrana (BEVAN e SZOLCSANYI, 1990; CATERINA et al.,
1997, 2000), propiciando a geragcdo de um potencial de agdo (BEVAN e
DOCHERTY, 1993), o qual propaga-se at¢é o SNC através dos neurfnios
sensiveis a capsaicina, resultando numa sensacgéo de ardéncia ou dor (HOLZER,
1991).

A capsaicina ativa uma distinta subpopulagdo de neurdnios primarios
sensoriais, com corpos celulares na raiz dorsal, ganglios nodosos e trigerﬁinal.
Esses neurdnios transmitem a informag&o nociceptiva para o SNC, enquanto que
suas terminagdes periféricés sdo sitios de liberacdo de neuropeptideos pré-
inflamatdérios. A susceptibilidade & capsaicina distingue estes neurénios de outros
neuronios aferentes primarios (HOLZER, 1991; SZALLASI e BLUMBERG, 1996).

Em 1992, SAKURADA e colaboradores demonstraram .que a injegéo
intraplantar de capsaicina na pata posterior de camundongos causa dor intensa,
caracterizada por mordidas e lambidas na pata injetada, sendo relacionada com a
dor de origem neurogénica (SAKURADA et al.,, 1993; SANTOS e CALIXTO,
1997). Assim como a formalina, a nocicepgao causada pela capsaicina representa
um modelo experimental interessante para o estudo de drogas antinociceptivas
que atuam na dor de origem neurogénica (SAKURADA et al., 1992; 1993) e
permite evidenciar a participagao de varios mediadores quimicos liberados pela
estimulagcao de ambas as substancias irritantes (formalina e capsaicina) tais como
AAE, substancia P, cininas, CGRP, PGE; e NO, que participam do processo
doloroso (CODERRE e MELZACK, 1992; SAKURADA et al., 1992; CORREA et

al., 1996; SANTOS e CALIXTO, 1997; WU et al., 1998).
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O composto drimanial, avaliado ﬁ'ente a este modelo, causou potente efeito
antinociceptivo quando administrado sistemicamente, sendo cerca de 6 vezes
mais potente que a dipirona, porém, foi cerca de 9 a 14 vezes menos potente que
o poligodial e a morfina, respectivamente (VAZ et al., 1996; BEIRITH et al., 1998;
MENDES et al., 2000).

Além de causar uma irritagao inicial violenta, a aplicacéo de capsaicina em
humanos e animais (JANCSO, 1955; SZALLASI e BLUMBERG, 1999b) causa
insensibilidade a estimulo nocivo posterior. Este processo de dessensibilizagao
permanece por semanas ou meses apos a administragéo sistémica de capsaicina.
Quando esta administragao sistémica € realizada em animais neonatos, observa-
se uma insensibilidade ainda mais duradoura, acompanhada pela destruicéo de
um grupo particular de neurdnios aferentes primarios de pequeno diametro. (efeito
neurotéxico), conhecidos como neurdnios sensiveis a capsaicina (JANC‘SC') et al.,
1977). A degeneragao causada pela capsaicina representa uma perda em-torno
de 84% da populagdo de fibras C nao-mielinizadas e de 25% de fibras Ad
mielinizadas desses neurbnios (HOLZER, 1991). Além disso, este tratamento
causa deplecéo de neuropeptideos como SP e CGRP nos terminais de fibras
aferentes primarias do corno dorsal, diminuindo a sensibilidade a estimulos
nocivos, resultando em um significativo efeito antinociceptivo nestes animais,
quando avaliados posteriormente em modelos de nocicepgao térmica e quimica
(GAMSE, 1982; BUCK e BURKS, 1986; HOLZER, 1991). De fato, tem-se
demonstrado que a degenerag¢ao de fibras C produzida pelo tratamento neonatal
de camundongos com capsaicina causa uma redugéo significativa da primeira

fase da nocicepgéo induzida pela formalina (FERREIRA et al., 1999).
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Da mesma forma, a administragédo sistémica aguda de capsaicina produz
antinocicepgdo em varios modelos nociceptivos quimicos, térmicos e mecanicos
(HAYES e TYERS, 1980; HAYES et al., 1984; CAMPBELL et al., 1989;
DICKENSON et al., 1990a). No entanto, o mecanismo responséavel por este efeito
ainda permanece obscuro. Estudos recentes indicam que os terminais sensoriais
nervosos existentes na medula espinhal sdo importantes para a agéo
antinociceptiva produzida pela capsaicina ou outros compostos que podem estar
interagindo com este sistema (DICKENSON et al., 1990a, b; JULIUS e
BASBAUM, 2001).

Os resultados obtidos demonstram uma redugéo da eficacia antinociceptiva
do drimanial em animais tratados no periodo neonatal com capsaicina, sugerindo
que seu efeito antinociceptivo envolva a participagédo das fibras C.:Estes
resultados séo relevantes e tém sido sustentados pela-literatura, uma vez que
compostos vanildides, assim como a prépria capsaicina, apresentam atividade
antinociceptiva em uma variedade de testes (BRAND et al., 1987; DYKSTRA et
al., 1987; COHEN e PERL, 1988; SIETSEMA et al., 1988; JANUSZ et a., 1993),
sendo considerados como candidatos a uma nova classe de agentes
antinociceptivos (HAYES e TYERS, 1980; HAYES et al., 1984; CAMPBELL ét al.,
1989; DRAY et al., 1990).

Varias evidéncias indicam que a relagédo estrutura-atividade requerida dos
analogos da capsaicina para promover excitagdo ou inibigéq neuronal, s&o
diferentes (para revisdao ver. SZALLAS| e BLUMBERG, 1999). Os primeiros
estudos que sugeriram tal separagdo, foram descritos por SZOLCSANYI e
JANCSO-GABOR (1975), demonstrando que andlogos da capsaicina que

possuem cadeias longas, apresentam atividade analgésica e dessensibilizante,
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sem causar pungéncia. BRAND e colaboradores (1987) estenderam este estudo e
produziram o composto olvanil, relativamente nao-pungente, mas com
significativa atividade analgésica (BRAND et al., 1987). Terapeuticamente, parece
importante que analogos da capsaicina que apresentem acéo antinociceptiva e
ndo apresentem pungéncia numa variedade de situagdes dolorosas,
especialmente nas condi¢gbes persistentes de dor (DRAY e DICKENSON, 1991).
Estudos recentes tém demonstrado que o efeito antinociceptivo sistémico
causado pela capsaicina ocorre devido a uma interagdo especifica com os
receptores vanildides presentes na medula espinhal. Estes resultados foram
obtidos com uso da capsazepina, um antagonista sintético seletivo e competitivo
para os efeitos causados pela capsaicina ou seus analogos (DICKENSON e
DRAY, 1991; URBAN e DRAY, 1991; OHKUBO e SHIBATA, 1997). Dessa forma,
utilizamos este antagonista para obter informacbes adicionais sobre o possivel
~ envolvimento dos receptores vanildides na atividade antinociceptiva do drimanial.
Os resultados do presente estudo demonstram claramente que o pré-tratamento
dos animais com capsazepina foi capaz de reverter, de forma significativa, a
atividade antinociceptiva produzida pelo drimanial ou pela capsaicina frente a
nocicep¢ao induzida pela formalina. Estes resultados trazem informacgdes
adicionais sugerindo que o composto drimanial pode atuar semelhantemente a
capsaicina, através de uma interagdo com os receptores vanildides (VR1).
Recentemente, tem sido demonstrado que varios terpendides, pungentes
ou nao-pungentes, contendo grupamento funcional 1,4-dialdeido «,B-insaturado
(3-formil, 3-butanal) foram isolados de diversas fontes naturais, incluindo plantas,

algas, esponjas, moluscos, insetos e fungos (JONASSOHN e STERNER, 1997).

Alguns destes compostos tém a habilidade de interagir com receptores vaniléides
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(para revisao ver: STERNER e SZALLASI, 1999; SZALLASI e BLUMBERG,
1999b; SZALLASI e DI MARZO, 2000; CALIXTO et al., 2001) e dessa forma
-podem constituir protétipos para o desenvolvimento de novas drogas terapéuticas
(STERNER e SZALLASI, 1999). O composto poligodival, presente nas cascas da
D. winteri, apesar de nao apresentar uma estrutura quimica semelhante a
capsaicina, é bastante semelhante aos dialdeidos presentes na natureza e suas
varias agcdes parecem ser idénticas as apresentadas pelos vanildides. SZALLASI
e colaboradores (1996), demonstraram uma importante correlacdo entre a
pungéncia apresentada pelo poligodial com sua habilidade para inibir a ligacédo
especifica de [PHJRTX em membranas do corno da medula espinhal de ratos,
reforcando assim a hipétese de que o poligodial poderia estar atuando através da
ativacdo do receptor vanildide. Neste sentido, outros estudos devem ser
realizados, a fim de obtér dados mais conclusivos sobre a interacdo do composto
drimanial com receptores vanildides.

Além do efeito antinociceptivo, a administracdo sistémica de capsaicina
causa uma rapida reducdo (em torno de 6 °C) da temperatura retal de
camundongos (JANCSO, 1955; JANCSO-GABOR et al., 1970; CATERINA et al.,
2000). A reducgéo da temperatura produzida pela capsaicina tem sido atribuida a
um efeito central termo-regulatério em varios espécimes animais (HORI, 1984).
Este efeito é resultado de sua agdo em neurdnios termo-regulatérios
hipotalamicos, causando vasodilatagcdo cutanea e hipersalivacdo nestes animais
(JANCSO-GABOR et al., 1970; SZOLCSANYl e JANCSO-GABOR, 1975;
SASAMURA e KURAISHI, 1999; CATERINA et al., 2000). Esse decréscimo na
temperatura ndo foi observado em animais nocautes para os receptores

vaniléides, sugerindo que esse receptor é necessarios para o efeito hipotérmico
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de compostos vanildides (CATERINA et al., 2000). Neste sentido, através da
medida da temperatura retal de camundongos, foi verificado que o composto
drimanial administrado sistemicamente produziu pequena, mas significativa,
hipotermia medida em torno de 2 °C. Os experimentos também confirmam que a
capséicina produz uma profunda queda da temperatura corpérea em torno de 6
°C e que esta resposta é antagonizada pelo pré-tratamento dos animais com
capsazepina. Estes resultados séo interessantes pelo fato de demonstrarem que
o composto drimanial, nas doses que produz marcada agao antinociceptiva
quando comparada com a capsaicina, nao produz respostas indesejaveis, como a
reducao da temperatura corporal de camundongos.

Analisando estes dados em conjunto, a Figura 20 ilustra de forma
esquematica, nossa proposta de que quando nociceptores sd0 expostos aos
produtos formados de uma leséo tecidual ou nos processos inflamatdrios, sua
excitabilidade é alterada através de uma variedade de vias sinalizadoras
intracelulares. A figura realgca o papel dos receptores metabotrépicos (GIuRy,1 e 5)
e vaniléides (VR1) como alvos de uma cascata modulatéria. As respostas dos
VR1, por agédo do calor, podem ser potencializadas por uma interagdo com
prétons extracelularés ou metabdlitos lipidicos endégenos, como a anandamida. A
atividade do VR1, também pode ser aumentada por agentes como o fator de
crescimento do nervo (NGF), bradicinina ou glutamato, entre outros, os quais se

ligam em seus respectivos receptores na superficie celular (TrkA, BK;» ou
GluRm1 e 5, respectivamente) estimulando diferentes tipos de fosfolipase C (PLC-
vy ou PLC-B). Em decorréncia desta ativagdo, ocorre a hidrdlise de lipidios da
membrana plasmatica e subseqiiente estimulagao das isoformas da PKC, como a

PKC-¢. Essas vias tém sido propostas para explicar a potencializagdo apés
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estimulagdo do VR1. Outra possibilidade aventada mais recentemente é que, em

conseqiiéncia da inflamagao, ocorre também a liberagdo de neurotransmissores

como o glutamato que, uma vez liberado, podem ativar receptores ionotrépicos

(NMDA, AMPA e cainato) e metabotrépicos (GluRm1 e 5). As respostas mediadas

pelos GluRpy,s podem ser observadas mediante sua atividade em inumeros canais

idnicos presentes neste neurdnio, e em parte, devido a ativagcao das suas vias de
sinalizagéo intracelulares.

Em sintese, os resultados do presente estudo demonstram evidéncias
consistentes que indicam que o sesquiterpeno drimanial, administrado pelas vias
sistémica, intraplantar, espinhal ou supraespinhal produz inibi¢ao significativa e de
forma dependente da dose na nocicepgao induzida pela formalina, capsaicina,
forbol éster, glutamato e frans-ACPD em camundongos. Além disso, o drimanial
apresentou marcante atividade anti-hiperalgésica quando avaliado na hiperalgesia
induzida pela inje¢do intratecal de glutamato. Os experimentos realizados com
agonistas e antagonistas seletivos e com o auxilio da técnica de ligacao
especifica sugerem que a antinocicepgao causada pelo composto drimanial
provavelmente estd relacionada com wuma interacdo com receptores
glutamatérgicos metabotrépicos. Os resultados do presente estudo também
indicam que os receptores vanildides parecem contribuir para a atividade
antinociceptiva do sesquiterpeno drimanial. Além disso, os resultados do presente
estudo indicam que o composto drimanial n&o apresentou atividade
antinociceptiva quando avaliado em modelos de nocicepgao térmica, como o teste
da placa-quente e o da retirada da cauda. O pré-tratamento dos animais com
naloxona ou com PCPA nao interferiu com a atividade antinociceptiva do

composto drimanial, sugerindo que seu mecanismo de agéo nao parece depender
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- 80
de uma interagéo direta ou indireta com os sistemas opidide e serotoninérgico.
Finalmente estes resultados nao sé confirmam, mas também estendem os
resultados anteriores descritos em nosso laboratério (TRATSK et al.,, 1997;
MENDES et al., 1998, 2000; MALHEIROS et al., 2001), demonstrando que ambos
0s sesquiterpenos presentes nas cascas da D. winteri, o poligodial e o drimanial,

contribuem de maneira importante para o uso desta planta na medicina popular.
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Figura 20 — Representagéo esquematica da proposta dos possiveis mecanismos envolvidos na atividade antinociceptiva do composto drimanial.
Nociceptores, quando expostos aos produtos de uma lesao e inflamagéo, tém sua excitabilidade alterada por uma variedade de vias sinalizadoras
intracelulares, sendo que receptores GIuRm 1 e 5 e VR1 s&o alvos dessa cascata modulatéria. As respostas dos VR1 podem ser aumentadas por
agentes como NGF, bradicinina ou glutamato. As suas agdes em seus receptores estimulam diferentes vias de sinalizagdo da fosfolipase C e a
subsequente estimulacdo das isoformas da PKC. Ambas ag¢bes tém sido propostas para potencializar a fungéo do VR1. A liberagdo de glutamato
pode levar a ativacdo de GluRm1 e 5, e assim modular a atividade de inimeros canais idnicos presentes neste neurdnio. Opidides e/ou serotonina
podem interagir com receptores acoplados a proteina G, produzindo analgesia. (+) ativagao, (-) inativagéo.

I8



6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AANONSEN, L.M.; WILCOX, G.L. Nociceptive action of excitatory amino acids in
the mouse: effects of spinally administered opioids, phencyclidine and sigma
agonists. J. Pharmacol. Exp. Ther., v. 243, p. 9-19, 1987.

AANONSEN, L.M.; WILCOX, G.L. Nociceptive action of excitatory amino acids in
the mouse: effects of spinally administered opioids, phencyclidine and sigma
agonists. J. Pharmacol. Exp. Ther., v. 243, p. 9-19, 1987.

ALLISON, M.C.; HOWATSON, A.G.; TORRANCE, C.J. Gastrintestinal damage
associated with use of non-steroidal anti-inflammatory drugs. New England
Journal Of Medicine., v. 327, p. 749-754, 1992.

ANDRE, E.; MALHEIROS, A.; CECHINEL-FILHO, V.; YUNES, R.A.; CALIXTO,
’ J.B. Mechanisms underlying the relaxation caused by the sesquiterpene
polygodial in vessels from rabbit and guinea-pig. Eur. J. Pharmacol., v. 386,
p. 47-53, 1999.

APPEL, H.; DOHR, R. Terpenos dei canelo chileno III. Scientia., v. 25, p. 135-
142, 1958.

APPEL, ‘H.; BROOKS, C.J.W.; OVERTON, KH. The constitution and
stereochemistry of drimenol, a novel bicyclic sesquiterpenoid. J. Chem. Soc.,
v. 673, p. 3322-3332, 1959.

BASBAUM A.E.; JESSEL, T.M. The perception of pain. In: KANDEL, E.R,;
SCHWARTZ, J.H.; JESSELL, T.M. Principies of Neural Science. 4 ed.
McGraw-Hill: New York, p. 472-791, 2000.

BATTAGLIA, G.; RUSTIONI, A. Coexistence of glutamate and substance P in
dorsal root ganglion neurons of the rat and monkey. J. Comp. Neuron., v.
277, p. 302-312, 1988.

BEIRITH, A.; SANTOS, A.R.S.; RODRIGUES, A.L.S.; CRECZYNSKI-PASA, T.B.;
CALIXTO, J.B. Spinal and supraspinal antinociceptive action of dipyrone on
formalin, capsaicin and glutamate tests. Study of the mechanism of action.
Eur. J. Pharmacol., v. 345, p. 233-245, 1998.

BEIRITH, A., SANTOS, A.R.S.; CALIXTO, J.B. Mechanisms underlying the
nociception and paw oedema caused by injection of glutamate into the mouse
paw. Brain Res., v. 924, p. 219-228, 2002.

BENTLEY, G.A.; NEWTON, S.H.; STARR, J. Evidence for an action of morphine
and enkephalin on sensory nerve endings in the mouse peritoneum. Br. J.
_Pharmacol., v. 73, p. 325-333, 1981.

BESSON, J.M. The neurobiology of pain. Lancet., v. 353, p. 1610-1615, 1999.

BEVAN, S.; SZOLCSANYI, J. Sensory neuron-specific actions of capsaicin:
mechanism and applications. Trends Pharmacol. Sci., 11, 330-333, 1990.

82



BEVAN, S.; DOCHERTY, R.J. Cellular mechanisms of the action of capsaicin. In:
Capsaicin in the study of pain. (ed. Wood, J.N.), Academic Press, San
Diego, CA, p. 27-44, 1993.

BHAVE, G.; KARIM, F.; CARLTON, S.M.; GEREAU, R.W. Peripheral group |
metabotropic glutamate receptors modulate nociception in mice. Nat
Neurosci., v. 4, p. 417-423, 2001.

BJORKMAN, R.; HALLMAN, K.M.; HEDNER, J.; HEDNER, T.; HENNING, M.
Acetaminophen blocks spinal hyperalgesia induced by NMDA and substance
P. Pain., v. 57, p. 259-264, 1994.

BLANE, G.F. Blockade of bradykinin induced nociception in the rat as a test for
analgesic drugs with particular reference to morphine antagonists. Br. J.
Pharmacol., v. 19, p. 367-373, 1967.

BLUMBERG, H.; WOLF, P.S.; DAYTON, H.B. Use of the writhing test for
evaluating analgesic activity of narcotic antagonists. Proc. Spc. Exp. Biol.
Med., v. 118, p. 763-766, 1965.

BORRIS, R.P. Natural products: perspectives from a major pharmaceutical
company. J. Ethnopharmacol., v. 51, p. 29-38, 1996.

BOXALL, S.J.; BERTHELE, A.; TOLLE, T.R.; ZIEGLGANSBERGER, W.; URBAN,
L. mGIuR activation reveals a tonic NMDA component in inflammatory
hyperalgesia. Neuroreport., v. 9,1 p. 201-1203, 1998.

BRAMBILLA, A.; PRUDENTINO, A.; GRIPPA, N.; BORSINI, F. Pharmacological
characterization of AMPA-induced biting behaviour in mice. Eur. J.
Pharmacol., v. 305, p. 115-117, 1996.

BRAND, L.; BERMAN, E.; SCHWEN, R.; LOOMANS, M.; JANUSZ, J.; BOHNE,
R.; MADDIN, C.; GARDNER, J.; LAHANN, T.; FARMER, R.; et al. NE-19550:
a novel, orally active anti-inflammatory analgesic. Drugs Exp. Clin. Res., v.
13, p. 259-265, 1987.

BROMAN, J.; ADAHL, F. Evidence for vesicular storage of glutamate in primary
afferent terminais. Neuroreport., v. 5, p. 1801-1804, 1994.

BROMM, B.; LORENZ, J. Neurophysiological evaluation of pain. Electroenceph.
Clin. Neurophysiol., v. 107, p. 227-253, 1998.

BROWN, G.D. Drimenol, a sesquiterpene from Drymis winteri. Phytochemistry.,
v. 35, p. 975-977, 1994.

CALIXTO, J.B. Desenvolvimento de medicamentos: Ensaios pré-clinicos.
Médicos, (Set/Out.): p. 22-25, 1998. :

CALIXTO, J.B. Efficacy, safety, quality, control, marketing and regulatory
guidelines for herbal medicines (phytotherapeutic agents). Braz. J. Med. Biol.
Res., v. 33, p. 179-189, 2000.

83



CALIXTO, J.B.; BEIRITH, A.; FERREIRA, J.; SANTOS, A.R.S.; CECHINEL

FILHO, V.; YUNES, R.A. Naturally-occuring antinociceptive substances from

plants. A review. Phytother. Res., v. 14, p. 1-18, 2000.

CALIXTO, J.B.; SCHEIDT, C.; OTUKI, M.F.; SANTOS, A.R.S. Blological activity of
plant extracts: novel analgesic drugs. Expert Opin. Emerging Drugs., v. 6, p.
261-279, 2001.

CAMPBELL, E.A.; DRAY, A.; PERKINS, M.N. Comparison of capsaicin and olvanil
as antinociceptive agents In vivo and in vitro. Br. J. Pharmacol., v. 98, p. 907,
1989.

CARLTON, S.M.; HARGETT, G.L., COGGESHALL, R.E. Localization and
activation of glutamate receptors in unmyelinated axons of rat glabrous skin.
Neurosci Lett., v. 197, p. 25-28, 1995.

CARLTON, S.M.; ZHOU, S.; COGGESHALL, R.E. Evidence for the interaction of
glutamate and NK1 receptors in the periphery. Brain Res., v. 790, p. 160-169,
1998.

CARLTON, S.M.; HARGETT, G.L.; COGGESHALL, R.E. Localization of
metabotropic glutamate receptors 2/3 on primary afferent axons in the rat.
Neuroscience., v. 105, p. 957-69, 2001.

CARTER, A.J. Many agents that antagonize the NMDA receptor-channel complex
in vivo aiso cause disturbances of motor coordination. J Pharmacol Exp
Ther., v. 269, p. 573-580, 1994.

CATERINA, M.J.; SCHUMACHER, M.A.; TOMINAGA, M.; ROSEN, T.A.; LEVINE,
J.D.; JULIUS, D. The capsaicin receptor: A heat-activated ion channel in the
pain pathway. Nature., v. 389, p. 816-824, 1997.

CATERINA, M.J.; LEFFLER, A.; MALMBERG, A.B.; MARTIN, W.J.; TRAFTON, J.;
PETERSEN-ZEITZ, K.R.; KOLTZENBURG, M.; BASBAUM, A.l.; JULIUS, D.
Impaired nociception and pain sensation in mice lacking the capsaicin
receptor. Science., v. 288, p. 306-313, 2000.

CECHINEL FILHO, V.; SCHLEMPER, V.; SANTOS, A.R.S.; PINHEIRO, T.R;
MENDES, G.L.; YUNES, R.A.; CALIXTO, J.B.; DELLE MONACHE, F.
Isolation and identification of active compounds from Drimys winteri barks. J.
Ethnopharmacol., v. 62, p. 223-227, 1998.

CESARE, P.; MCNAUGHTON, P. A novel heat-activated current in nociceptive
neurons and its sensitization by bradykinin. Proc. Natl. Acad. Sci., v. 93, p.
15435-15439, 1996.

CESARE, P.; MCNAUGHTON, P. Peripheral pain mechanisms. Curr. Opin.
Neurobiol., v. 7, p. 493-499, 1997.

CHANG, J. Medicinal Herbs: Drugs or Dietary Supplements?. Bioch. Pharmacol.,
v. 59, p.211-219, 2000.

84



CHAU, T.T. Analgesic testing in animal models. Pharmacol. Meth. Control.
Inflamm., p. 195-212, 1989.

CHERNY, N.l. Opiod analgesics. Drugs., v. 51, p. 713-737, 1996.

CHIZH, B.A.; DICKENSON, A.H.; WNENDT, S. The race to control pain: more
participants, more targets. Tips., v. 20, p. 354-357, 1999.

CLARK, A.M. Natural products as a resource for new drugs. Pharmac. Res., v.
13, p. 1133-1141, 1996.

CLAPHAM, D.E.; NEER, E.J. G protein By subunits. Ann. Rev. of Pharmacol.
Toxicol., v. 37, p. 167-203, 1997.

CODERRE, T.J.; MELZACK, R. Central neural mediators of secundary
hyperalgesia following heat injury in rats: neuropeptides and excitatory amino
acids. Neuronsci. Lett., v. 131, p. 71-74, 1991.

CODERRE, T.J. Contribution of protein kinase C to persistent nociception
following tissue injury in rats. Neurosci. Lett., v. 140, p. 181-184, 1992.

CODERRE, T.J.; MELZACK, R. The contribution of excitatory amino acids to
central sensitization and persistent nociception after formalin-induced tissue
injury. J. Neurosc., v. 12, p. 3665-3670, 1992.

COGGESHALL, R.E.; CARLSTON, SM Ultrastuctural analysis of NMDA, AMPA
and kainate receptors on unmyelinated and myelinated axons in the periphery.
J. Comp. Neurol., v. 391, p. 78-86, 1998.

COGGESHALL, R.E.; CARLSTON, S.M. Evidence for an inflammation-induced
change in the local glutamatergic regulation of postganglionic sympathetic
efferents. Paln., v. 83, p. 163-168, 1998.

COHEN, R.H.; PERL, E.R. Chemical factors in the sensitization of cutaneous
nociceptors. Prog. Brain Res., v. 74, p. 201-206, 1988.

COLLIER, H.O.J.; DINNEEN, L.C.; JOHNSON, C.A.; SCHNEIDER, C. The
abdominal constriction response and its suppression by analgesic drugs in the
mouse. Br. J. Pharmacol. Chemother., v. 32, p. 295-310, 1968.

CONN, P.J.; PIN, J.P. Pharmacology and functions of metabotropic glutamate
receptors. Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol., v. 37, p. 205-237, 1997.

CORDELL, G.A. Changing strategies in natural products chemistry.
Phytochemistry., v. 40, p. 1585-1612, 1995.

CORREA, M.P. Dicionario das plantas tteis do Brasil e das exéticas
cultivadas. Rio de Janeiro: Imprensa Nacional, v. 2, p.112-113, 1984.

CORREA, C.R.; CALIXTO, J.B. Evidence for participation of By and B, kinin
receptors in formalin-induced nociceptive response in mouse. Br. J.
Pharmacol., v. 110, p. 193-198, 1993.

- 85



CORREA, C.R.; KYLE, D.J.; CHAKRAVARTY, S.; CALIXTO, J.B. Antinociceptive
profile of pseudopeptide B, bradykinin receptor antagonist NPC 18688 in mice.
Br. J. Pharmacol., v. 117, p. 552-558, 1996.

CORTES, M.M.; OYARZUN, M.L. Tadeonal and isotadeonal from Drimys winteri.
Fitoterapia., v. 52, p. 33-35, 1981.

CRAGG, G.M.; NEWMAN, D.J.; SNADER, K.M. National products in drug
discovery and development. J. Nat. Prod., v. 60, p. 52-60, 1997.

CRAWFORD, J.H.; WOOTTON, J.F.; SEABROOK, G.R.; SCOTT, R.H. Activation
of Ca®*-dependent currents in dorsal root ganglion neurons by metabotropic
glutamate receptors and cyclic ADP-ribose precursors. J. Neurophysiol., v
77, p. 2573-2584, 1997.

CRUZ, A.; SILVA, M. Further terpenoids and phenolics of Drimys winteri.
Phytochemistry., v. 12, p. 2549-2550, 1973.

CUNNINGHAM, M.D.; FERKANY, J.W.; ENNA, S.J. Excitatory amino acid
receptors: a gallery of new targets for pharmacological intervention. Life Sci.,
v. 54, p. 135-148, 1994.

DAMAJ, M.I;; GLASSCO, W.; ACETO, M.D.; MARTIN, B.R. Antinociceptive and
Pharmacologlcal Effects of Metanlcotlne a Selective Nicotinic Agonist. J.
Pharmacol. Exp. Ther. v. 291, p. 390-398, 1999.

D’AMOUR, F.E.; SMITH, J. A method for determing loss of pain sensation. J.
Pharmacol. Exp. Ther., v. 72, p. 74-79, 1941.

DAVIDSON, E.M.; COGGESHALL, R.E.; CARLTON, S.M. Peripheral NMDA and
non-NMDA glutamate receptors contribute to nociceptive behaviors in the rat
formalin test. Neuroreport., v. 8, p. 941-946, 1997.

- DEBIASI, S.; RUKSTIONI, A. Glutamate and substance P coexist in primary
? ,,  afferent terminais in the superficial laminae of spinal cord. Proc. Natl. Acad.
= Sci., v. 85, p. 7820-7824, 1988.

DEGROOT, J.; ZHOU, S.; CARLTON, S.M. Peripheral glutamate release in the
hindpaw following low and high intensity sciatic stimulation. Neuroreport., V.
28, p. 497-502, 2000.

DE SMET, P.G.A.M. The role of plant-derived drugs and herbal medicines in
healthcare. Drugs., v. 54, p. 801-840, 1997.

DICKENSON, A.H.; SULLIVAN, A.F. Evidence for a role of the NMDA receptor in
the frequency dependent potentiation of deep rat dorsal horn nociceptive
neurons following C fibre stimulation. Neuropharmacol., v. 26, p. 1235-1238,
1987a.

DICKENSON, A.H.; SULLIVAN, A.F. Subcutaneous formalin-induced activity of
dorsal horn neurons in the rat: differential response to an intrathecal opiate
administered pre or post-formalin. Pain., v. 30, p. 349-360, 1987b.

86



DICKENSON, A.; ASHWOOD, N.; SULLIVAN, A.F.; JAMES, |; DRAY, A.
Antinociception produced by capsaicin: spinal or peripheral mechanism? Eur.
J. Pharmacol., v. 187, p. 225-233, 1990a.

DICKENSON, A.; HUGHES, C.; RUEFF, A.; DRAY, A. A spinal mechanism of
action is involved in the antinociception produced by the capsaicin analogue
NE 19550 (olvanil). Pain., v. 43, p 353-362, 1990b.

DICKENSON, A.H.; DRAY, A. Selective antagonism of capsaicin by capsazepine:
evidence for a spinal receptor site in capsaicin-induced antinociception. Br. J.
Pharmacol., v. 104, p. 1045-1049, 1991.

DJOUHRI, L.; BLEAZARD, L.; LAWSON, S.N. Association of somatic action
potencial shape with sensory receptive properties in guinea-pig dorsal root
ganglion neurones. J. Physiol., v. 513, p. 857-872, 1998.

DOGRUL, A.; OSSIPOV, M.H.; LAI, J.; MALAN, T.P. JR; PORRECA, F. Peripheral
and spinal antihyperalgesic activity of SIB-1757, a metabotropic glutamate
receptor (MGLUR(5)) antagonist, in experimental neuropathic pain in rats.
Neurosci. Lett., v. 292, p. 115-118, 2000.

DRAY, A.; BETTANEY, J.; RUEFF, A.; WALPOLE, C.; WRIGGLESWORTH, R.
NE-19550 and NE-21610, antinociceptive capsaicin analogues: studies on
nociceptive fibres of the neonatal rat tail in vitro. Eur. J. Pharmacol., v. 181, p.
289-293, 1990.

DRAY, A.; DICKENSON, A. Systemic capsaicin and olvanil reduce the acute
algogenic and the late inflammatory phase following formalin injection into
rodent paw. Pain., v. 47, p. 79-83, 1991.

DRAY, A. Inflamatory mediators of pain. Br. J. Anaesth., v. 75, p. 125-131, 1995.

DRAY, A.; PERKINS, M. Kinins and pain. In: FARMER, S.G. The handbook of
immunopharmacology: The kinin system. Academic Press: London, p. 157-
172, 1997.

DRIEDGER, P.E.; BLUMBERG, P.M. Different biological targets for resiniferatoxin
and phorbol 12-myristate 13-acetate. Cancer Res., v. 40, p. 1400-1404, 1980.

DUBUISSON, D.; DENNIS, S.G. The formalin test: a quantitative study of the
analgesic effects of morphine, meperidine, and brain stem stimulation in rats
and cats. Pain., v. 4, p. 161-174, 1977.

DUNHAM, N.W.; MIYA, T.S. A note on a Simple Apparatus for Detecting
Neurobiological Deficit in Rats and Mice. J. Am. Pharm. Assoc., v. 46, p.
208-209, 1957.

DYKSTRA, D.D.; SIDI, A.A.;; ANDERSON, L.C. The effect of nifedipine on
cystoscopy-induced autonomic hyperreflexia in patients with high spinal cord
injuries. J. Urol., v. 138, p. 1155-1157, 1987.

87



EDDY, N.B.; LEIMBACK, D. Synthetic analgesics II. Dithienylbutenyl and
dithienylbutylamines. J. Pharmacol. Exp. Ther., v. 107, p. 385-393, 1953.

EL SAYAH, M.; CECHINEL FILHO, V.; YUNES, R.A.; CALIXTO, J.B. Action of the

extract of Drimys winteri on contraction induced by inflammatory mediators,
compound 48/80 and ovalbumin of the gunnea—plg trachea in vitro. Gen
Pharmacol., v. 28, p. 699-704, 1997.

EL SAYAH, M.; CECHINEL FILHO, V.; YUNES, R.A.; PINHEIRO, T.R.; CALIXTO,
J.B. Action of polygodial, a sesquiterpene isolated from Drimys winteri, in the
guinea-pig ileum and trachea 'in vitro’. Eur J Pharmacol., v. 344, p. 215-221,
1998.

EL SAYAH, M.; FILHO, V.C.; YUNES, R.A.; MALHEIROS, A.; CALIXTO, J.B.
Action of polygodial on ago-nist-induced contractions of the rat portal vein in
vitro. J. Cardiovasc. Pharmacol., v. 35, p.670-675, 2000.

FARNSWORTH, N.R.; AKERELLE, O.; BINGEL, A.S.; SOERJARTO, D.D.; GUO,
Z. Medicinal plants in therapy. Bull. Who., v. 63, p. 965-981, 1985.

FERREIRA, J.; SANTOS, A.R.S.; CALIXTO, J.B. The role of systemic, spinal and
supraspinal L-arginine-nitric oxide-cGMP pathway in thermal hyperalgesia
caused by intrathecal injection of glutamate in mice. Neuropharmacology., v.
38, p. 835-842, 1999.

FISHER, K., CODERRE, T.J. The contribution of metabotropic glutamate
receptors (mGluRs) to formalin-induced nociception. Paln., v. 68, p. 255-263,
1996.

FUNDYTUS, M.E.; YASHPAL, K.; CHABOT, J.G.; OSBORNE, M.G.; LEFEBVRE,
C.D.; DRAY, A.; HENRY, J.L.; CODERRE, T.J. Knockdown of spinal
metabotropic glutamate receptor 1 (mGIuR(1)) alleviates pain and restores
opioid efficacy after nerve injury in rats. Br. J. Pharmacol., v. 132, p. 354-367,
2001.

FURST, S. Transmitters involved in antanCIceptlon in the spinal cord. Brain Res.
Bull., v. 48, p. 129-141, 1999.

GAMSE, R. Capsaicin and nociception in the rat and mouse. Possible role of
substance P. Naunyn Schmiedebergs Arch. Pharmacol., v. 320, p. 205-216,
- 1982.

GEREAU, R.W.; CONN, P.J. Multiple presynaptic metabotropic glutamate
receptors modulate excitatory and inhibitory synaptic transmission in
hippocampal area CA1. J. Neurosci., v. 15, p. 6879-6889, 1995.

GETHER, U.; KOBILKA, B.K. G protein-coupled receptors. J. Blol. Chem., v. 273,
p. 17979-17982, 1998.

GO, V.LW,; YAKSH, T.L. Release of subtance P from the cat spinal cord. J.
PhysioL, v. 391, p. 141-167, 1987.

88



89

GOLD, M.S,; LEVINE, J.D.; CORREA, A.M. Modulation of TTX-R INa by PKC and
PKA and their role in PGE2-induced sensitization of rat sensory neurons in
vitro. J. Neurosci., v. 18, p. 10345-10355, 1998.

GRAVES, G. Medicinal Plants. Randon House, London, p. 116-118, 1996.

GREENAMYRE, J.T.; YOUNG, A.B. PENNY, J.B. Quantitative autoradiographic
distribution of L-[°H]glutamate-binding sites in the rat central nervous system.
J. Neurosc., v. 4, p. 2133-2144, 1984.

GRUBB, B.D. Peripheral and central mechanisms of pain. Br. J. Anaesth. v. 81,
p. 8-11, 1998.

GRUNWALD, J. The european phytomedicines market: figures, trends, analysis.
Herbal Gram., v. 34, p. 60-65, 1995.

GRUNWALD, J. BUTTEL, K. The european phytotherapeutics market: figures,
trends, analysis. Drugs Made in Germany., v. 39, p. 6-11, 1996.

GUO, A,; VULCHANOVA, L.; WANG, J.; LI, X.; ELDE, R. Immunocytochemical
localization of the vanilloid receptor 1 (VR1): Relationship to neuropeptides,
the P2X3 purinoceptor and IB4 binding sites. Eur. J. Neurosci., v. 11, p.946-
958, 1999.

GUPTA, M. 270 Plantas Medicinales Iberoamericanas. Convenio Andres Bello,
Colombia, p. 574-576, 1995.

HAYES, A.G.; TYERS, M.B. Effects of capsaicin on nociceptive heat, pressure
and chemical thresholds and on substance P levels in the rat. Brain Res., v.
189, p. 561-564, 1980.

HAYES, A.G.; OXFORD, A.; REYNOLDS, M.; SHINGLER, A.H.; SKINGLE, M.;
SMITH, C.; TYERS, M.B. The effects of a series of capsaicin analogues on
nociception and body temperature in the rat. Life Sci., v. 34, p. 1241-1248,
1984.

HAWES, B.E.; GRAZIANO, M.P.; LAMBERT, D.G. Cellular actions of nociceptin:
transduction mechanism. Peptides, v. 21, p. 961-967, 2000.

HEAPY, C.G.; JAMIESON, A.; RUSSELL, N.J.W. Afferent C-fibers and AS activity
in models of inflammation. Br. J. Pharmacol., v. 90, p. 164, 1987.

HERGENHAHN, M.; ADOLF, W.; HECKER, E. Resiniferatoxin and other esters of
novel polyfunctional diterpenes from Euphorbia resinifera and unispina.
Tetrahedron Lett., v. 19, p. 1595-1598, 1975.

HOLZER, P. Capsaicin: cellular targets mechanisms of action and selectivity for
thin sensory neurons. Pharmacol. Rev., v. 43, p. 144-201, 1991.

HORI, T. Capsaicin and central control of thermoregulation. Pharmacol. Ther., v.
26, p. 389-416, 1984.



HOUGHTON, PJ.; MANBY, J. Medicinal plants of theMapuche. J.
Ethnopharmacol., v. 13, p. 89-103, 1985.

HUNSKAAR, S.; FASMER, O.B.; HOLE, K. Formalin test in mice, a useful
technique for evaluating mild analgesia. J. Neuroscl. Menth., v. 14, p. 69-76,
1985.

HUNSKAAR, S.; HOLE, K. The formalin test in mice: dissociation between
inflammatory and non-inflammatory pain. Pain., v. 30, p. 103-114, 1987.

HUNTER, T. Cell signaling: protein-serine kinase receptors. Curr. Biol., v. 1, p.
15-16, 1991. :

HUNTER, T. Signaling — 2000 and beyond. Cell., v. 100, p. 113-127, 2000.

HYLDEN, J.L.; WILCOX, G.L. Intrathecal morphine In mice: a new technique. Eur
J Pharmacol., v. 67, p. 313-316, 1980.

JACK, D.B. One hundred years of aspirin. Lancet., v. 350, p. 437-439, 1997.

JACKSON, D.L.; GRAFF, C.B.; RICHARDSON, J.D.;, HARGREAVES, K.M.
Glutamate participates in the peripheral modulation of thermal hyperalgesia in
rats. Eur. J. Pharmacol., v. 284, p. 321-325, 1995.

JANCSO, N. Stoffanreicherung in Retikuloendothelial und in der Nlere.
Budapest, Aladérmiai Kiadd, Speicherung, 1955.

JANCSO-GABOR, A.; SZOLCSANYI, J.; JANCSO, N. Stimulation and
desensitization of the hypothalamic heat-sensitive structures by capsaicin in
rats. J. Physlol., v. 208, p. 449-459, 1970.

JANCSO, G.; KIRALY, E.; JANCSO-GABOR, A. Pharmacologically induced
selective degeneration of chemosensitive primary sensory neurones. Nature.,
v. 270, p. 741-743, 1977.

JANSEN, K.L.; FAULL, R.L. DRAGUNOW, N.; WALDVOGEL, H. Autoradiographic
localisation of NMDA, quisqualate and kainic acid receptors in human spinal
cord. Neuroscl. Lett., v. 108, p. 53-57, 1990.

JANUSZ, J.M.; BUCKWALTER, B.L.; YOUNG, P.A.; LAHANN, T.R.; FARMER,
R.W.; KASTING, G.B.; LOOMANS, M.E.; KERCKAERT, G.A.; MADDIN, C.S.;
BERMAN, E.F.; et al. Vanilloids. 1. Analogs of capsaicin with antinociceptive
and antiinflammatory activity. J. Med. Chem., v.36, p. 2595-2604, 1993.

JONASSOHN, M.; STERNER, O. Terpenoid unsaturated 1,4-dialdehydes,
occurrence and biological activities. Trends Org. Chem., v. 6, p. 23-43, 1997.

JULIUS, D.; BASBAUM A. |. Molecular mechanisms of nocivception. Nature., v.
413, p. 203-210, 2001.

JURANEK, |.; LEMBECK, F. Afferent C-fibres release substance P and glutamate.
Can. J. Physlol. Pharmacol., v. 75, p. 661-664, 1997.

90



KARIM, F.; WANG, C.C,; GEREAU, R.W. Metabotropic glutamate receptor
subtypes 1 .and 5 are activators of extracellular signal-regulated kinase

signaling required for inflammatory pain in mice. J. NeuroscL, v. 21, p. 3771- -

3779, 2001.

KARLSTEN, R.; GORDH, T. How do drugs relieve neurogenic pain?. Drugs &
Aging., v.11, p. 398-412, 1997.

LAURSEN, S.E.; BELKNAP, J.K. Intracerebroventricular injections in mice: Some
methodological refirements. J. Pharmacol. Methods., v. 16, p. 355-357,
1986.

LAWAND, N.B.; WILLIS, W.D.; WESTLUND, K.N. Excitatory amino acid receptor
involvement in peripheral nociceptive transmission in rats. Eur. J.
Pharmacol., v. 324, p. 169-177, 1997.

LICHTENSTEIN, D.R.; SYNGAL, S.; WOLFE, M.M. Nonsteroidal antiinfammatory
drugs and the gastrointestinal tract. The double-edged sword., Arthritis
Rheum. V. 38, p. 5-18, 1995.

LIU, H.; MANTYH, P.W.; BASBAUM, A.l. NMDA-receptor rugulation of substance
P release from primary afferent nociceptors. Nature., v. 386, p. 721-724,
1997.

LOESER, J.D.; MELZACK, R. Pain: an overview. Lancet., v. 353, p. 1607-1609,
1999.

LORENZI, H. Arvores brasileiras: Manual de identificacdo e cultivo de plantas
arbéreas nativas do Brasil. 3 ed. Sdo Paulo: Nova Odessa, v. 1, p. 352, 2000.

LOWRY, O.H.; ROSEBROUGH, N.J.; FARR, A.L.; RANDALL, R.J. Protein
measurement with the Folin phenol reagent. J. Biol. Chem., v. 193, p. 265-
275, 1951.

MAGISTRETTI, M.J.; CONTI, M.; CRISTONI, A. Antiuicer activity of an
anthocyanidin from Vaccinium myrtillus. Arzneim., v. 38, p. 686-690, 1988.

MALHEIROS, A.; CECHINEL FILHO, V.; SCHMITT, C.B.; SANTOS, AR.S,;
SCHEIDT, C.; CALIXTO, J.B.; MONACHE, F.D.; YUNES, RA. A
sesquiterpene drimane with antinociceptive activity from Drimys winteri bark.
Phytochemistry., v. 57, p. 103-107, 2001.

MALMBERG, A.B.; YAKSH, T.L. Hyperalgesia mediated by spinal glutamate or
substance P receptor blocked by spinal cycloxigenase inhibition. Science., v.
257, p. 1276-1279, 1992.

MALMBERG, A.B.; YAKSH, T.L. The effect of morphine on formalin-evoked
behavior and spinal release of excitatory amino acids and prostaglandin E,
using microdialisys in conscious rats. Br. J. Pharmacol., v. 114, p. 1069-
1075, 1995.

91



MALMBERG, A.B.; HEDNER, T.; FALLGREN, B.; CALCUTT, N.A. The effect of
alpha-trinositol (D-myo-inositol 1,2,6-trisphosphate) on formalin-evoked spinal
amino acid and prostaglandinh E2 levels. Brain Res., v. 747, p. 160-164,
1997.

MANZONI, O.; BOCKAERT, J. Metabotropic glutamate receptors inhibiting
excitatory synapses in the CA1 area of rat hippocampus. Eur. J. Neurosci., v.
7, p. 2518-2523, 1995.

MAO, J.; PRICE, D.D.; MAYER, D.J.; LU, J.; HAYES, R.L. Intrathecal MK-801 and
local nerve anesthesia synergistically reduce nociceptive behaviors in rats with
experimental peripheral mononeuropathy. Brain Res., v. 576, p. 254-262,
1992.

MARSH, S.J.; STANSFELD, C.E; BROWN, D.A.; DAVEY,R.; MCCARTHY, D.
The mechanism of action of capsaicin on sensory C-type neurons and their
axons in vitro. Neuroscience., v. 23, p. 275-289, 1987.

MASUYAMA, T.; SHIMIZU, T. Antinociceptive involvement of substance P in the
spinal cord of mice: dose effects of substance P on the behavior elicited by
intrathecally administered NMDA. Brain Res., v. 759, p. 241-246, 1997.

MCNEARNEY, T.; SPEEGLE, D.; LAWAND, N.; LISSE, J.; WESTLUND, K.N.
Excitatory amino acid profiles of synovial fluid from patients with arthritis. J.
Rheumatol., v. 27, p. 739-745, 2000.

MELZACK, R.; WALL, P.D. Pain mechanisms: a new theory. Pain clinic., v. 7, p.
52-72, 1994.

MENDELSOHN, T.; BALICK, M. The value of undiscovered pharmaceuticals in
tropical forests. Econ. Bot., v. 49, p. 223-228, 1995.

MENDES, G.L.; SANTOS, A.R.S.; CAMPOS, M.M.; TRATSK, K.S.; YUNES, R.A;;
CECHINEL FILHO, V.; CALIXTO, J.B. Anti-hyperalgesic properties of the
extract and of the main sesquiterpene polygodial isolated from the barks of
Drimys winteri (Winteraceae). Life Sci., v. 63, p. 369-381, 1998.

MENDES, G.L.; SANTOS, A.R.S.; MALHEIROS, A.; CECHINEL FILHO, V;
YUNES, R.A.; CALIXTO, J.B. Assessment of mechanisms involved in
antinociception caused by sesquiterpene polygodial. J. Pharmacol. Exp.
Ther., v. 292, p.164-172, 2000.

MENSE, S. Nociception from skeletal muscle in relation to clinical muscle pain.
Pain., v. 54, p. 241-289, 1993.

MERSKEY, H. Pain terms: a list with definitions and notes on usage.
Recommended by the IASP subcommitee on Taxonomy. Pain., v. 6, p. 249-
252, 1979.

MERSKEY, H.; BOGDUK, N. Classification of chronic pain: description of
chronic pain syndromes and definitions of pain terms. IASP Press: Seattle,
1994.

92



MILLAN, M.J. The induction of pain: an integrative review. Prog. Neurobiol., v.
57, p. 1-164, 1999.

MOGIL, J.S.; SHIN, Y.H.; MCCLESKEY, E.W.; KIM, S.C.; NAH, S.Y. Ginsenoside
Rf, a trace component of ginseng root, produces antinociception in mice.
Brain Res., v. 792, p. 218-228, 1998.

MONAGHAN, D.T.; COTMAN, C.W. Distribution of N-methyl-D-aspartate-sensitive
L-[*H]glutamate-binding sites in rat brain. J. Neurosc., v. 5, p. 2909-2919,
1985.

MORTON, J.F. Atlas of medicinal plants in middle America-Bahamas to Yucatan.
1 st. ed., Springfield: Charles C. Thomas (ed), p. 457-463, 1981.

NEUGEBAUER, V. Peripheral metabotropic glutamate receptors: fight the pain
where it hurts. Trends Neurosci., v. 24, p. 550-552, 2001.

NISHIZUKA, Y. Intracellular signaling by hydrolysis of phospholipids and activation
of protein kinase C. Science., v. 258, p. 607-614, 1992.

OH, U.; HWANG, S.W.; KIM, D. Capsaicin activates a nonselective cation channel
in cultured neonatal rat dorsal root ganglion neurons. J. Neurosc., v. 16, p.
1659-1667, 1996.

OHKUBO, T.; SHIBATA, M. The selective capsaicin antagonist capsazepine
abolishes the antinociceptive action of eugenol and guaiacol. J. Dent. Res., v.
76, p. 848-851, 1997.

OMOTE, K.; KAWAMATA, T.; KAWAMATA, M.; NAMIKI, A. Formalin-induced
release of excitatory amino acids in the skin of the rat hindpaw. Brain Res., v.
787, p. 161-164, 1998.

PERKINS, M.N.; CAMPBELL, E.A. Capsazepine reversal of the antinociceptive
action of capsaicin in vivo. Br. J. Pharmacol., v.107, p. 329-333, 1992.

PIN, J.P.; DUVOISIN, R. Review: neurotransmitter receptors: I. The metabotropic
glutamate receptors: structure and function. Neuropharmacol., v. 34, p. 1-26,
1995.

PLEUVRY, B.J.; LAURETTI, G.R. Biochemical aspects of chronic pain and its
relationship to tratment. Pharmacol. Ther., v. 71, p. 313-324, 1996.

RAIGORODSKY, G.; URCA, G. Spinal antinociceptive effects of excitatory amino
acids antagonists: quisqualate modulates the action of N-methyl-D-aspartate.
Eur. J. Pharmacol., v. 182, p. 37-47, 1990.

RAJA, S.N; MEYER, R.A.; RINGKAMP, M.; CAMPBELL, J.N. in Textbook of
pain. (eds Wall, P.D. e Melzack, R.), p. 11-57, (Churchill Livingstone,
Edinburgh, 1999). ‘

RANG, H.P.; BEVAN, S.J.; FORBES, A.; WOOD, J.N. The action of capsaicin on
the membrane of sensory neurones. [UPHAR Satellite Symposium, Tools

93



for tachykinin and neuropeptide research, 29-30 August, Salamander Bay
1987, Abstr. Book p.29, 1987.

REEVE, A.J.; DICKENSON, A.H. The roles of spinal adenosine receptors in the
control of acute and more persistent nociceptive response of dorsal horn
neurons in the anaesthetized rat. Br. J. Pharmacol., v. 116, p. 2221-2228,
1995.

REN, K.; HYLDEN, J.L.K.; WILLIAMS, G.M.; RUDA, M.A.; DUBNER, R. The
effects of a non-competitive NMDA receptor antagonist, MK-801, on
behavioral hyperalgesia a dorsal horn neuronal activity in rats with unilateral
inflammation. Pain., v. 50, p. 331-344, 1992.

RICCIERI, T.M.N. Bibliografia de plantas medicinais. Jardim Botanico do Rio de
‘Janeiro, v. 1, p. 224, 1981.

'ROSLAND, J.H.; TUOLSEN, A.; MAEHLE, B.; HOLE, K. The formalin test in mice:
effect of formalin concentration. Pain., v. 42, p. 235-242, 1990.

ROSLAND, J.H. The formalin test in mice: the influence of ambient temperature.
Pain., v. 45, p. 211-216, 1991.

RUSSO, C.M.; BROSE, W.G. Chronic pain. Ann. Rev. Med., v. 49, p. 123-133,
1998.

SAKURADA, T.; MANOME, Y.; TAN-NO, K.; SAKURADA, S.; KISARA, K. The
effects of substance P analogues on the scratching, biting and licking
response induced by intrathecal injection 6f N-methyl-D-aspartate in mice. Br.
J. Pharmacol., v. 101, p. 307-310, 1990.

SAKURADA, T.; KATSUMATA, K.; TAN-NO, K.; SAKURADA, S.; KISARA, K. The
capsaicin test in mice for evaluating tachykinin antagonists in the spinal cord.
Neuropharmacol., v. 31, p. 1279-1285, 1992.

. SAKURADA, T.; KATSUMATA, K;; YOGO, H.; TAN-NO, K.; SAKURADA, S,
KISARA, K. Antinociception induced by CP 96,345, a non-peptide NK-1
receptor antagonist, in the mouse formalin and capsaicin tests. Neurosc.
Lett., v. 151, p. 142-145, 1993.

SAKURADA, A.; SUGIYAMA, C.; SAKURADA, K.; TANNO, S.; KISARA, A
ABIKO, Y. Involvement of nitric oxide in spinally mediated capsaicin- and
glutamate-induced behavioral response in the mouse. Neurochem. Int., v. 3,
p. 271-278, 1996.

SANTOS, A.R.; FILHO, V.C.; YUNES, R.A,; CALIXTO J,B. Analysis of the
mechanisms underlying the antinociceptive effect of the extracts of plants from
the genus Phyllanthus. Gen. Pharmacol., v. 26, p. 1499-1506, 1995.

SANTOS, A.R.S.; CALIXTO, J.B. Further evidence for the involvement of
tachykinin receptor subtypes in formalin and capsaicin models of pain in mice.
Neuropeptides., v. 31, p. 381-389, 1997.

94



SANTOS, A.R.S.; VEDANA, E.M.; DE FREITAS, G.A. Antinociceptive effect of
meloxicam, in neurogenic and inflammatory nociceptive models in mice.
Inflamm. Res., v. 47, p. 302-307, 1998.

SASAMURA, T.; KURAISHI, Y. Perpheral and central actions of capsaicin and
VR1 receptor. Jpn. J. Pharmacol., v. 80, p. 275-280, 1999.

SCHOEPP, D.D.; JANE, D.E.; MONN, J.A. Pharmacological agents acting at
subtypes of metabotropic glutamate receptors. Neuropharmacol., v. 38, p.
1431-1476, 1999.

SHAW, P.J.; INCE, P.G.; JOHNSON, M. PERRY, E.K’CANDY, J. The quantitative
autoradiographic distribution of [PHJMK-801 binding sites in the normal human
splnal cord. Brain Res., v. 539, 164-168, 1991.

SHERRINGTON, C.S. The Integrative action of the nervous system. New York:
Scribner, 1906. '

SHIBATA, M.; OHKUDO, T.; TAKAHASHI, H.; INOKI, R. Modifled formalin test
characteristic biphasic pain response. Pain., v. 38, p. 347-352, 1989.

SHIGEMOTO, R.; NAKANISHI, S.; MIZUNO, N. Distribution of the mRNA for a
metabotropic glutamate receptor (mGIuR1) in the central nervous system: an
in situ hybridization study in adult and developing rat. J. Comp. Neurol., v.
322, p. 121-135, 1992.

SIEGMUND, E.A.; CADMUS, R.A,; LU, G. A method for evaluating both non-
narcotic analgesics. Proc. Soc. Exp. Biol. Med., v. 95, p. 729-731, 1957a.

SIEGMUND, E.A.; CADMUS, R.A.; LU, G. Screening analgesics, including aspirin-
type compound, based upon the antagonism of chemically induced “writhing”
in mice”. J. Pharmacol:Exp. Ther., v. 119, p. 184-193, 1957b.

SIETSEMA, W.K.; BERMAN, E.F.,; FARMER, R.W.; MADDIN, C.S. The

antinociceptive effect and pharmacokinetics of olvanil following oral and

subcutaneous dosing in the mouse. Life Sci., v. 43, p. 1385-1391, 1988.

SIMOES, C.M.O.; MENTZ, L.A.; SCHENKEL, E.P.; IRGANG, B.E.; STEHMANN,
J.R. Plantas da medicina popular no Rio Grande do Sul. Porto Alegre: ed. Da
UFRGS, p. 46-47, 1986.

”~

SKILLING, S.R.; SMULLIN, D.H.; BEITZ, A.J.; LARSON, A.A. Extracellular amino
acid concentrations in the dorsal spinal cord of freely moving rats following
veratridinine and nociceptive stimulation. J. Neurochem., v. 51, p. 127-132,
1988. .

SLUKA, K.A.; WESTLUND, K.N. An experimental arthritis in rats: dorsal horn
aspartate and glutamate increases. Neurosc. Lett., v. 145, p. 141-144, 1992,

SLUKA, K.A.; WESTLUND, K.N. An experimental arthritis model in rats: the
effects of NMDA and non-NMDA antagonists on aspartate and glutamate
release in the dorsal horn. Neurosc. Lett., v. 149, p. 99-102, 1993.

95



SOMERVILLE, C. The twentieth century trajectory of plant biology. Cell., v. 100, p.
13-25, 2000.

SORKIN, L.S.; WESTLUND, K.N.; SLUKA, K.A;; DOUGHERTY, P.M.; WILLIS,
W.D. Neural changes in acute arthritis in monkeys. IV. Time course of amino
acid release into the lumbar dorsal horn. Brain Res. Rev., v. 17, p. 39-50,
1992.

SORKIN, L.S.; MCADOO, D.J. Amino acids and serotonin are released into the
lumbar spinal cord of the anesthetized cat following intradermal capsaicin
injections. Brain Res., v. 607, p. 89-98, 1998.

SOUZA, D.O.; RAMIREZ, G. Effects of guanine nucleotides on kainic acid binding
and on adenylate cyclase in chick optic tectum and cerebellum. J Mol.
Neurosci., v. 3, p. 39-45, 1991.

STERNER, O.; SZALLASI, A. Novel natural vanilloid receptor agonist: new
therapeutic targets for drug development Trends. Pharmacol. Sci., v. 20, p.
459-465, 1999.

SZALLASI, A; BLUMBERG, P.M. Resiniferatoxin, a phorbol-related diterpene,
acts as na ultrapotent analog of capsaicin, the irritant constituent in red
pepper. Neuroscience., v. 30, p. 515-520, 1989.

SZALLASI, A.; BLUMBERG, P.M. Specific binding of resiniferetoxin, na ultrapotent
capsaicin analog, by dorsal root ganglion membranes. Brain Res., v. 524, p.
106-111, 1990.

SZALLAS! A.; BLUMBERG, P.M. Vanilloid receptors: new insights enhance
potential as a therapeutic target. Pain., v. 68, p. 195-208, 1996.

SZALLASI, A.; JONASSOHN, M.; ACS, G.; BIRO, T.; ACS, P.; BLUMBERG, P.M;
STERNER, O. The stimulation of capsaicin-sensitive neurones in a vanilloid
receptor-mediated fashion by pungent terpenoids possessing an unsaturated
1,4-dialdehyde moiety. Br. J. Pharmacol., v. 119, p. 283-290, 1996.

SZALLASI, A.; BLUMBERG, P.M. Resiniferatoxin, a phorbol-related diterpene,
acts as na ultrapotent analog of capsaicin, the irritant constituent in red
pepper. Neuroscience., v. 30, p. 515-520, 1999a.

SZALLASI, A.; BLUMBERG, P.M. Vanilloid (capsaicin) receptors and
mechanisms. Pharmacol Rev., v. 51, p. 159-211, 1999b.

SZALLASI, A.; DI MARZO, V. New perspectives on enigmatic vanilloid receptors.
Trends. Neurosc., v. 23, p. 491-497, 2000.

SZOLCSANYI, J.; JANCSO-GABOR, A. Sensory effects of capsaicin congeners I.
Relationship between chemical structure and pain-producing potency of
pungent agents. Arzneimittelforschung., v. 25, p.1877-1881, 1975.

96



SZOLCSANY], J. Actions of capsaicin on sensory receptors. In: Capsaicin in

the study of pain. (ed. Wood, J.N.), Academic Press, San Diego, CA, p. 1-26,

1993.

TABER, R.l.; GREENHOUSE, D.D.; IRWIN, S. Inhibiton of phenylquinone-induced
writhing by narcotic antagonists. Nature., v. 204, p. 189-190, 1964.

TABER, R.l. Predictive value of analgesic assays in mice and rats. In: Narcotic
antagonists, Advances in Biochemical Psychopharmacology. Raven
Press., New York, v. 8, p. 191-211, 1974,

TANIGUCHI, K; SHINJO, K.; MIZUTANI, M.; SHIMADA, K.; ISHIKAWA, T,
MENNITI, F.S.; NAGAHISA, A. Antinociceptive activity of CP-101,606, an
NMDA receptor NR2B subunit antagonist. Br. J. Pharmacol., v. 122, p. 809-
812, 1997.

TEOH, H.; MALCANGIO, M.; FOWLER, L.G.; BOWERY, N.G. Evidence for
release of glutamic acid, aspartic acid and substance P but not y-aminobutyric
acid from primary afferent fibres in rat spinal cord. Eur. J. Pharmacol., v. 302,
p. 27-36, 1996.

TJSLSEN, A.; BERGE, O.G.; HUNSKAAR, S.; ROLAND, J.H.; HOLE, K. The
formalin test: an evaluating of the method. Pain., v. 51, p. 5-17, 1992.

TJSLSEN, A.; HOLE, K. Animal models of analgesia. in: The pharmacology of
pain (ed. Dickenson, A. and Besson, j.m.), pp 1-20, Springer, Berlim, 1997.

TOMINAGA, M.; CATERINA, M.J.; MALMBERG, A.B.; ROSEN, T.A.; GILBERT,
H.; SKINNER, K.; RAUMANN, B.E.; BASBAUM, A.l; JULIUS, D. The cloned
capsaicin receptor integrates multiple pain-producing stimuli. Neuron., v. 21,
p. 531-543, 1998.

TRATSK, K.S.; CAMPOS, M.M.; VAZ, Z.R.; CECHINEL FILHO, V.; SCHLEMPER,
V.; YUNES, R.A.; CALIXTO, J.B. Anti-allergic effects and oedema inhibition
caused by the extract of Drimys winteri. Inflamm. Res., v. 46, p. 509-514,

1997.

ULLRICH, A.; SCHLESSINGER, J. Signal transduction by receptors with tyrosine
kinase activity. Cell., v. 61, p. 203-212, 1990.

UEDA, M.; KURAISHI, Y.; SUGIMOTO, K.; SATOH, M. Evidence that glutamate is
release from capsaicin-sensitive primary afferent fibers in rats: study with on-
line continuos monitoring of glutamate. Neurosc. Res., v. 20, p. 231-237,
1994.

URBAN, L.; DRAY, A. Capsazepine, a novel capsaicin. antagonist, selectively
antagonizes the effects of capsaicin in the mouse spinal corn in vitro.
Neurosci. Lett., v. 134, p. 9-11, 1991. y

URBAN, M.O.; GEBHART, G.F. Central mechanisms in pain. Med. Clin. North.
Am. v. 83, p. 585-596, 1999.

97



URCA, G.; RAIGORODSKY, G. Behavioral classification of excitatory amino acid
receptors in mouse spinal cord. Eur. J. Pharmacol., v. 153, p. 211-220, 1988.

VALERIO, A.; RIZZONELLI, P.; PATERLINI, M.; MORETTO, G.; KNOPFEL, T;
KUHN, R.; MEMO, M.; SPANO, P. mGIluR5 metabotropic glutamate receptor
distribution in rat and human spinal cord: a developmental study. Neurosci
Res., v. 28, p. 49-57, 1997.

VANE, J.R.Inhibition of prostaglandin synthesis as a mechanism of action for
aspirin-like drugs. Nat. New. Biol., v. 231, p. 232-235, 1971.

VANE, J.R.; BOTTING, R.M. New insights into the mode of action of anti-
inflammatory drugs. Inflamm. Res., v. 44, p. 1-10, 1995.

VAZ, Z.R.; CECHINEL-FILHO, V.; YUNES, R.A.; CALIXTO, J.B. Antinociceptive
action of 2-(4-Bromobenzoyl)-3-Methyl-4,6-Dimethoxy Benzofuran, a novel
Xanthoxyline derivative on chemical and thermal models of nociception in
mice. J. Phamacol. Exp. Ther., v. 278, p. 304-312, 1996.

WALKER, K., BOWES, M.; PANESAR, M., DAVIS, A.; GENTRY, C,;
KESINGLAND, A.; GASPARINI, F.; SPOOREN, W.; STOEHR, N.; PAGANO,
A.;; FLOR, P.J.; VRANESIC, |.; LINGENHOEHL, K.; JOHNSON, E.C,;
VARNEY, M.; URBAN, L.; KUHN, R. Metabotropic glutamate receptor subtype
5 (mGlu5) and nociceptive function. I. Selective blockade of mGlu5 receptors
in models of acute, persistent and chronic pain. Neuropharmacol., v. 40, p. 1-
9, 2001a.

WALKER, K.; REEVE, A.; BOWES, M.; WINTER, J.; WOTHERSPOON, G,
DAVIS, A.; SCHMID, P.; GASPARINI, F.; KUHN, R.; URBAN, L. Related
Articles. mGIu5 receptors and nociceptive function Il. mGiu5 receptors
functionally expressed on peripheral sensory neurones mediate inflammatory
hyperaigesia. Neuropharmacol., v. 40, p. 10-19, 2001b.

WALLACE, J.L.; TIGLEY, AW. Review article: new insights into prostaglandins
and mucosal defence. Aliment. Pharmacol. Ther., v. 9, p. 227-235, 1995.

WESTLUND, K.N.; CARLTON, S.M.; ZHANG, D.; WILLIS, W.D. Glutamate-
Immunoreactive terminals synapse on primate spinothalamic tract cells. J.
Comp. Neurol., v. 322, p. 519-527, 1992.

WHITTLE, B.A. Release of a kinin by intraperitoneal injection of chemical agents
In mice. Int. J. Neuropharmacol., v. 3, p. 369-378, 1964.

WILKIE, T.M. G protein signaling: Satisfying the basic necessities of life. Curr.
Biol., v. 10, p. 853-856, 2000.

WOOD, P.L. Animal models in analgesic testing. In: Analgesics;
Neurochemical, Behavioral, and Clinical perspectives. Raven Press., New
York, p. 175-194, 1984.

WOOD, J.N.; DOCHERTY, R. Chemical activators of sensory neurons. Ann. Rev.
Physiol., v. 59, p. 457-482, 1997.

98



WOOLF, C.J.; THOMPSON, S.W.N. The induction and maintenance of central
sensitization is dependent on N-methyl-D-aspartate acid receptor activation
implications for post-injury pain hypersensitivity states. Pain., v. 44, p. 293-
299, 1991.

WOOLFE, G.; MACDONALD, A.D. The evaluation of the analgesic action of
pethidine hydrochioride (Demerol). J. Pharmacol. Exp. Ther., v. 80, p. 300-
307, 1944.

WU, J.; LIN, Q.; MCADOO, D.J.; WILLIS, W.D. Nitric oxide contributes to central
sensitization following intradermal injection of capsaicin. Neuroreport., v. 9, p.
589-592, 1998.

YAMAMOTO, T.; UAKSH, T.L. Spinal pharmacology of thermal hyperalgesia
induced by incomplete ligation of sciatic nerve: excitatory amino acids. Pain.,
v. 49, p. 121-128, 1992.

YASHPAL, K.; PITCHER, G.M.; PARENT, A.; QUIRION, R.; CODERRE, T.J.
Noxious thermal and chemical stimulation induce increases in *H-phorbol
12,13-dibutyrate binding in spinal cord dorsal horn as well as persistent pain
and hyperalgesia, wich is reduced by inhibition of protein kinase C. J.
Neurosc., v. 15, p. 3263-3272, 1995.

YASHPAL, K.; MASON, P.; MCKENNA, J.E.; SHARMA, S.K.; HENRY, J.L;
CODERRE, T.J. Comparison of the effects of treatment with intrathecal
lidocaine given before and after formalin on both nociception and Fos
expression in the spinal cord dorsal horn. Anesthesiology., v. 88, p. 157-164,
1998.

YASHPAL, K.; FISHER, K.; CHABOT, J.G.; CODERRE, T.J. Differential effects of
NMDA and group | mGIuR antagonists on both nociception and spinal cord
protein kinase C translocation in the formalin test and a model of neuropathic
pain in rats. Pain., v. 94, p. 17-29, 2001.

ZIMMERMANN, M. Ethical guidelines for investigations of experimental pain in
conscious animais. Pain., v. 16, p. 109-110, 1983.

ZHOU, S.; BONASERA, L.; CARLTON, S.M. Peripheral administration of NMDA,
AMPA or KA resuits in pain behaviors in rats. Neuroreport., v. 7, p. 895-900,
1996.

99



100

7. ANEXOS



PERGAMON

Phytochemistry 57 (2001) 103-107

PHYTOCHEMISTRY

www elsevier.com/locate/phytochem

A sesquiterpene drimane with antinociceptive activity from
Drimys winteri bark

Angela Malheiros ®, Valdir Cechinel Filho ®, Clarisse B. Schmitt 2, Adair R.S. Santos®,
Cristiano Scheidt®, Jodo B. Calixto®, Franco Delle Monache 4, Rosendo A. Yunes ®*

#Departamento de Quimica, Campus Universitario, Trindade, Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), 88040-900, Florianépolis, SC, Brazil
®Nicleo de Investigagdes Quimico-Farmacéuticas (NIQFAR)|CCS, Universidade do Vale do Itajai {UNIVALI), 88302-202, Itajai, SC, Brazil
°Departamento de Farmacologia, Campus Universitario, Trindade, Universidade Federal de Santa Catarina ( UFSC ), 88040-900, Florianépolis, SC, Brazil
9dCentro Chimica Recettori, CNR, Universita Cattolica Del Sacro Cuore, Largo F. Vito 1, 00168, Rome, Italy

Recetved 8 March 2000; received in revised form 20 November 2000

Abstract

Along with three known drimanes, polygodial, 1-p-(p-methoxycinnamoyl) polygodial and mukaadial, the sesquiterpene drimane
named drimanial was isolated from the bark of Drimys winteri (Winteraceae). Its structure was elucidated based on spectroscopic
evidence. Drimanial exhibited antinociceptive action against acetic acid induced pain, being about 3-fold less active than poly-

godial. © 2001 Elsevier Science Ltd. All rights reserved.

Keywords: Drimys winteri; Winteraceae; Antinociception; Sesquiterpene drimane; Drimanial

1. Introduction

Drimys winteri (J.R. Forst and G. Forst) is a plant
used in the folk medicine of many countries, including
Brazil, to treat several ailments, such as inflammatory and
dolorous processes (Houghton and Manby, 1985). Phy-
tochemical studies have demonstrated that this plant
contains mainly sesquiterpenes of the drimane type (Cruz
and Silva, 1973; Sierra et al., 1986; Brown, 1994; Cechinel
Filho et al., 1998), and flavonoids (Cruz and Silva, 1973;
Williams and Harvey, 1982; Reyes et al., 1990; Torres et
al., 1992; Cechinel Filho et al, 1998). These drimanes
have attracted particular interest because of their anti-

feedant, plant growth regulation, cytotoxic, antimicrobial - - --

and insecticidal properties (Jansen and Groot, 1991).

In previous studies, we showed that the hydroalcoholic
extract obtained from D. winteri bark exhibits anti-asth-
matic, anti-allergic, anti-inflammatory and antinociceptive
effects (El Sayah et al., 1997; Tratsk et al., 1997; Mendes
et al., 1998). These effects were related, at least partially,

* Corresponding author. Tel.: +55-48-331-9219; fax: + 55-48-331-
9711.
E-mail address: ryunes@gmc.ufsc.br (R.A. Yunes).

to the presence of polygodial (1), a sesquiterpene dri-
mane, which is the main component of the plant (Cechi-
nel Filtho et al., 1998; El Sayah et al., 1998; Mendes et al.,
1998; Andre et al., 1999; Mendes et al., 2000; El Sayah et
al., 2000)

In the present study, we have investigated other com-
ponents present in the D. winzeri bark and isolated a new
compound named drimanial (2), together with polygodial
(1), 1-B-(p-methoxycinnamoyl) polygodial (3) and
mukaadial (4). The preliminary antinociceptive effect of
drimanial was analyzed against acetic acid induced pain
in mice.

2. Results and discussion

Drimanial 2 (C;5H30s) displays a 'H NMR spectrum
with signals for two aldehydes (§ 9.36, s and § 9.78, 4,

- J=3.3 Hz), one olefinic proton (5 7.04), three methyl

singlets (§ 1.06, 1.17 and 1.23) and a p-methoxycinn-
amoyl residue (§ 3.86, s, OMe; § 7.64 and 6.99, 4,
J=28.9 Hz, 2 H each; 8 7.60 and 6.25, d, J=16 Hz). The
complete assignment of 'H, '3C NMR parameters for 2
are reported in Table 1 and are the result of one and two
bond HETCOR experiments (Table 2). Comparison of

0031-9422/01/$ - see front matter @ 2001 Elsevier Science Ltd. All rights reserved.
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the '3C NMR spectral data with those of 1-B-(p-meth-
oxycinnamoyl) polygodial 3, C,sH3,0s (Table 1), there
was an additional oxygen present in drimanial in posi-
tion 5. The paramagnetic shift of the signals due to C-4,

C-6 and C-10 (a effect), and the diamagnetic shift
observed for the signals to C-3, C-7 and C-9 (fBeffect)
support this assignment. The correctness of the assigned
structure for drimanial (2) and of the NMR spectral
parameters was further supported by the long-range
connectivity reported in Table 2. In particular, in the long
range NMR spectrum, the resonance at § 78.1 assigned to
C-S shows a cross peak with Me-13; conversely, in the

Table t
NMR spectral data for compounds 2 and 3 in acetone-d¢®
2 3
Position 'H B¢C 13C
I 535dd 77.6 81.5
2 1.82m 25.0 249
3 204,127 m 35.1 39.8
4 389 333
5 78.1 49.0
6 2.93 dr; 2.52 dddd 32.6 27.5
7 704 g9 150.7 153.5
8 141.4 140.7
9 373 brs 56.3 60.2
10 47.4 428
11 9.78 d 201.2 200.3
12 9.36 s 193.2 193.2
13 1.06 s 27.7 327
14 1235 256 222
15 1.7 s 13.5 10.9
1y 166.4 166.4
2 6.35d 116.7 116.6
3 7.604d 145.2 145.3
4 . 1279 1279
59 7.64 d 130.8 1309
6, 8 699d 115.2 115.2
7 162.5 162.5
Ome 3.86s 55.6 55.7
OH 3.80 s

J( ): 1=2s 11.6 ar d -9; J, 20.0, 16—7! 5.5 and l.s; J“_q, 3-3;
.’2'-3’, 16.0; Jy.ﬁ‘, Ja'_y, 8.9.

Table 2
Long-range connectivities for compound 2

CcHe H-C?
C-3 1.06 (MeH-13) H-1

166.4 (C-1%), 56.3 (C-9),
47.4 (C-10), 13.5 (Mc-15)
150.7(C-7), 141.4 (C-8)
47.4 (C-10), 78.1 (C-5)

c4 1.06 (MeH-13) Hy-6
123 (MeH-14)

(o 1.06 (MeH-13) H-11 141.4 (C-8)
C-10  L17(McH-15)  H-12 56.3 (C-9)
C-7  7T64(H-S/H9) MeH-13  78.1(C-5), 38.9 (C-9)
35.1(C-3)
C-4 699 (H-6/H-8) MeH-14  78.1(C-5), 38.9 (C-4)
35.1(C-3)
MeH-15  T8.1(C-5), 77.6 (CV)

56.3 (C-9). 47.4 (C-10)

3 Long range HETCOR.
b Selective INEPT experiments.
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Fig. 1. DIF NOE compound 2.

Table 3

Antinociceptive action of polygodial 1, drimanial 2 and 1-8-(p-meth-
oxycinnamoyl) polygodial 3 isolated from Drimys winteri bark against
acetic acid induced abdominal constriction in mice

Compound My, (umel/kg, Lp)e M1 (%)®

Polygodial 1¢ 3.6 (2.6-5.0) 9043

Drimanial 2 11.0 (10.3-11.5) 9243
1-B-(p-methoxycinnamoyl) 16.0 (12.0-21.0) 9343
polygodial 3¢

Aspirin® 133.1 (73.0-243.3) 8342

Acetaminophen? 125.0 (104.0-250.0) 88:+1

3 With their respective 95% confidence limits.
b Maximal inhibition, MI.

¢ Data from Cechinel Filho et al., 1998.

4 Data from Vazet al., 1996.

INEPT experiments, the selective irradiation of each
methyl signal (5 1.23, 8 1.17 and § 1.06) gave a response,
inter alia, to the quaternary oxygenated carbon. Finally,
the difference NOE spectra (Fig. 1) indicated that H-9, H-
t, Me-13 and OH-5 are on the same side of the molecule,
establishing the stereochemistry of 2 (Vichnewski et al.,
1986).

Polygodial 1 and mukaadial 4 were identified by com-
parison of the spectral data with that reported in the lit-
erature (Brown, 1994; Mashimbye et al., 1999). However,
mukaadial is reported for the first time in this genus. No
reports were found on the '*C NMR for 1-B-(p-methoxy

cinnamoyl) polygodial 3 (Ferreto et al., 1988). Thus, the-

13C NMR spectral data for 3 are presented in Table 1 in
this paper.

The in vivo pharmacological studies revealed that
drimanial (2) produced a dose-related and almost com-
plete inhibition of abdominal constrictions elicited by ace-
tic acid. At the IDsp level, drimanial exhibited the same
potency as 1-B-(p-methoxycinnamoyl) polygodial but it
was about 3-fold less potent than polygodial in antagoniz-
ing acetic acid-induce nociception. However, drimanial
was about 11- to 12-fold more potent than the positive
control drugs aspirin and acetaminophen (Table 3).

n conclusion, resuits of the current study and those
previously reported by our group indicated that a mix-
ture of at least 3 sesquiterpenes, identified as being
polygodial, 1-B-(p-methoxycinnamoyl) polygodial and
drimanial, seem to be the main constituents present in
the bark of the plant Drymis winteri, being responsible
for the remarkable antinociceptive, anti-inflammatory
and anti-allergic actions reported by the crude extract of
this plant (Tratsk et al.,, 1997, Mendes et al., 1998,
2000). Considering the relatively higher concentrations
of polygodial and to a lesser extenct, drimanial in the
bark of D. winteri, it can be suggested that the 2
sesquiterpenes are the most relevant active compounds
and responsible for the major pharmacological action of
the plant.

3. Experimental
3.1. General experimental procedures

Optical rotations were recorded on a polarimeter
Schmidt + Haensch Polartronic E Eloptron. IR spectra
were recorded on FTIR 16 PC Perkin-Elmer aparatus
(KBr film). 'H (300 MHz) and '3C (75.5 MHz) NMR
were determined on a Varian Gemini 300 Spectrometer
in acetone-dg with TMS as internal standard. MS were
recorded on a Shimadzu-14 spectrometer in the electron
impact mode (EI-MS) at 70 eV. Elemental analysis was
determined in elemental CHN Perkin-Elmer 2400. CC:
silica gel 60 (230400 mesh); TLC: silica gel plates Fys,
(0.25 mm in thickness).

3.2. Plant material

Drimys winteri (Winteraceae) was collected in Bom
Retiro (State of Santa Catarina, Brazil) in January 1994
and identified by Professor Leila da Graga Amaral
(Department of Botany, Universidade Federal de Santa
Catarina). A voucher specimen was deposited in the
Herbarium Flor (UFSC) under number 26313.

3.3. Isolation

- - Air-dried powdered bark (1.5 kg) was extracted at

room temperature with CHCl; for 7 days. Solvent was
removed (in vacuo) to obtain the CHCI; extract (27 g).
The extract was roughly fractionated by silica gel CC,
eluting with n-hexane, EtOAc, MeOH mixtures of
increasing polarity. Extended purification of the frac-
tion eluted with hexane-EtOAc 9:1 yielded polygodial 1
(2.53 g). In a similar manner, the fraction eluted with
hexane-EtOAc 8:2 gave mukaadial 4 (17 mg), hexane-
EtOAc 6:3 gave 1-8-(p-methoxycinnamoyl) polygodial 3
(25 mg), and that cluted with hexane-EtOAc 1:1 affor-
ded drimanial 2 (362 mg).
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3.4. Acetic acid-induced abdominal constriction

Non-fasted male Swiss mice (25-35 g), housed at
22+2°C under a 12-h light/12 h-dark cycle and with
access to food and water ad libitum, were acclimatised to
the laboratory for at least 1 h before testing and were used
throughout the experiments. The abdominal constrictions
resulting from intraperitoneal injection of acetic acid
(0.6%), consisting of a contraction of the abdominal
muscle together with a stretching of hind limbs, was car-
ried out according to the procedure described previously
(Vaz et al. 1996; Mendes et al., 1998). Animals (6 to 8
per group) were treated with different doses of drima-
nial (2.3-23.5 pmol/kg, i.p.) or with vehicle (Tween 80
plus 0.9% NaCl solution) used to dilute the sesqui-
terpene (10 ml/kg, ip.), 30 min prior to injection of
acetic acid. Antinociceptive activity was expressed as the
reduction in the number of abdominal constrictions, i.e.
the difference between the control animals (vehicle pre-
treated mice) and the mice pre-treated with drimanial.

3.5. Statistical analysis

Results are presented as mean+S.E.M., except the
IDse values (i.e. the dose of drugs reducing the noci-
ceptive response by 50% relative to control value),
which are reported as geometric means accompanied by
their respective 95% confidence limits. The 1Dsq values
were determined by linear regression from individual
experiments using hinear regression Graph Pad software
(Graph Pad Software, San Diego, CA). The statistical
significance between groups was performed by ANOVA
followed by Dunnett’s multiple comparison test. P
~values less than 0.05 (P <0.05) were considered as indi-
cative of significance.

3.6. Drimanial 2

Amorphous powder. Mp 95-97°, [a]¥ + 43.2° (CHCl3;
¢ 0.926), IR vgae cm~l; 3482, 2928, 2854, 2732, 1710,
1682, 1632 and 1602. '"H NMR (300 MHz, acetone-dg)
and 13C NMR (75.5 MHz, acetone-ds) in Table 1. IEMS:
m/z (rel. int.) 426 [M *](1.2), 398 (0.5), 380 (0.5), 202 (7.6),
178 (25), 161 (100), 145 (12), 133 (13.6), 118 (7.6), 91 (6.5),

77 (7.6). Elemental analysis results, found: C, 70.25; H, "~

7.15. C,5H3006 requires: C, 70.40; H, 7.09%.

3.6.1. 1-B-(p-Methoxycinnamoyl) polygodial 3

'H NMR (300 MHz, acetone-dg) 8 9.71 (1H, 4, J=3.3
Hz, H-11), 9.35 (1H, s, H-12), 7.65 (2H, d, J=9.0Hz, H-
5, H-9"), 7.60 (1H, d, J=16.0 Hz, H-3"), 7.22 (1H, ¢, H-
T, 71.00 (2H, d, J=9.0 Hz, H-6’ and H-8'), 6.37 (1H, d,
J=16.0 Hz, H-2), 4.88 (1H, dd, /=11.0 and 4.0 Hz, H-
1), 3.83 (3H, s, OMe), 3.30, (1H, br s, H-9), 2.52 2H, m,
H-6), 2.05 (H-3a, partially overlapped by the solvent)
1.80 (2H, m, H-2), 1.56 (2H, m, H-5), 1.28 (1H, m, H-3b)

1.09 (3H, s, Me 13), 1.03 (3H, s, Me 14),0.98 (3H, 5, Me
15). 3C NMR (75.5 MHz, acetone-ds) in Table 1.
IEMS: m/z (rel. int.) 410 [M*] (2), 328 (25), 178 (40),
161 (100), 43 (70). Elemental analysis results, found: C,
73.02; H, 7.46. Calc. for C,5H4¢Os: C, 73.14; H, 7.37%.
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The plant-derived secondary metabolites have, over the years, greatly con-
tributed to our current understanding of the important mechanisms related
to the process of pain transmission and treatment. Furthermore, they have
permitted us to characterise receptor types and identify endogenous ligands
involved in the mechanism of nociception. In this review, we discuss the
recent advances that have occurred regarding plant-derived substances in the
process of development of new analgesic drugs. Plants such as Papaver som-
niferum, Cannabis sativa and those of the Capsicum and Salix species, have
greatly accounted for the development of clinically relevant drugs which are
useful for the management of pain disorders. The recent advances in our
understanding of the mechanisms of action of the above plant-derived sub-
stances, together with use of molecular biology technigues, have greatly
accelerated attempts to identify promising targets for the discovery of new,
safe and efficient analgesic drugs. Despite the great progress which has
occurred in the elucidation of pain transmission and despite decades of use,
leaving aside its known undesirable sides effects, morphine continues to be
one of the most used drugs in clinical practice for the treatment of pain disor-
ders. Thus, safer and more efficacious analgesic drugs are urgently needed. A
search through the literature reveals that many potentlally active antinocice-
ptive plant-derived compounds have been identified. However, studies aim-
ing to investigate their cellular and molecular mechanisms of action and well-
controlled clinical trials to prove their efficacy in humans are still lacking.
Nevertheless, natural or synthetic substances that bind to vanilloid or cannab-
inoid receptors, or even those that are capable of modulating the endog-
enous ligands which bind to these receptors, are expected to soon appear to
assist in the treatment of several pain disorders, including those of neuro-
pathic or neurogenic origin.

Keywords: analgesia, herbal drugs, medicinal plants, natural compounds, nociception
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1. Introduction

Natural products, including those derived from plants, have over the years largely
contributed to the development of modern therapeutic drugs. Certainly, modern
therapy and much of our current understanding regarding the complex cellular and
molecular mechanisms of drug action at receptors, enzymnes, ionic channels, as well
as the discovery of new relevant targets for drug development, could not have been
achieved without the important role played by natural products, especially those
derived from higher plants. To date, many important drugs on the market have been
obtained directly or indirectly from natural sources, for example: morphine, pilo-
carpine, digitalis, quinine, artemisinin, atropine, scopolamine and captopril; many
drugs used in the treatment of cancer, such as vinblastine, vincristine and paclitaxel;
and also many antibiotics and immunosuppressor agents [1-7]. The worldwide mar-

2001 © Ashley Publications ttd ISSN 1462-2416 1


http://www.asMey-pub.eom

Biological activity of plant extracts

ket of the above mentioned group of drugs reaches several bil-
lion US dollars. It is estimated that about 40% of all
medicines on the market today have been derived directly or
indirectly from natural sources, 25% being from piants, 13%
from microorganisms and 3% from animals (1,8-12]. However,
so far the relevance of natural products, particularly the plant-
derived substances as a source of new drugs, remains poarly
explored. It is estimated that about 250,000 plant species exist
worldwide but only a small number of them have been the
subject of any sort of scientific investigation. About 140,000
secondary metabolites, mainly derived from higher plants,
have been isolated and chemically identified (3}. Despite this
progress, the majority of naturally-occurring substances con-
tinue to remain largely unexplored from the point of view of
their pharmacological activity.

In this review article, recent advances regarding the contri-
bution of higher plants in the process of development of new
drugs for the relief of pain disorders are highlighted.

2. Examples of plants that have contributed
to the development of modern analgesic
drugs and to our understanding of the molec-
ular mechanisms of pain transmission

2.1 Papaver somniferum

There is compelling evidence indicating that Papaver somni-
ferizm Papaveraceae (popularly known as apium pappy or
keshi) has been used as an analgesic since 3000 BC (for review
see 113-15]). Despite the growing use of Papavermmm‘femmas a
painkiler, it was only in 1905 that the German scientist
Sertiiner first isolated the main analgesic constituent from this
plant, the alkaloid morphine. Besides morphine, the opium
latex contains many other alkaloids, including codeine, the-
balie, papaverine etc. {13,14,16,17]. However, the mechanism of
analgesic. action of . the. alkaloid morphine was largely
unknown until the last century when the existence of the
endogenous peptide opioids, such us B-endorphin, met-
enkephalin and dynorphin, was first reported {14,17-19]. Later,
several groups dramatically extended our understanding con-
cerning the mechanism underlying the analgesic action of
opioid drugs by discovering three classical mammalian opioid
receptors named j, & and K. Recently, the genes encoding
these receptars were cloned and were found to be members of
seven transmembrane G-protein coupled receptors (15,17-21].
Despite the intense interest in finding safe, efficacious and
non-addictive new analgesic drugs that are free of undesirable
side effects, morphine and its analogues continue to be some
of the most used drugs in clinical practice today.

2.2 Salix species

About 500 spectes of plants belonging to the genus Sa/ix (Sal-
icaceae), popularly known as willow, exist in many parts of the
world. These plants have been used since remote times in tra-
ditional medicine as antipyretics and in the management of
rheumnatism. However, only in 1838 did Leroux first isolate

from the willow barks the main active principle known as sal-
icin. Salicylic acid was later used as an external antiseptic and
antipyretc, and as a treatment for rheumatism and gout.
Other constltuents, such as the phenolic glycosides salicortin,
fragilin and tremulacin have also been isolated from the wil-
low species {221. However, the real milestone in the discovery
of modern non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs)
was the synthesis made by Dreser in 1899 (23] of the acetylsal-
icylic add, named aspirin, derived from salicylic acid (24-26].
To date, the NSAIDs continue to be extensively used in ther-
apy for the management of inflammatory and nociceptive dis-
orders, including rheumatism, osteoarthritis (OA), headache,
acute and chronic pain, dental surgery etc. Vane {27], who dis-
covered that the mechanism by which aspirin exerts its ant-
inflammatory and antinociceptive effects derives from its abil-
ity to inhibit the enzyme cyclooxygenase {COX), which is
responsible for the formation of prostanoid from arachidonic
acid pathway, remarkably increased our understanding of the
mechanism of action of NSAIDs and also the interest of the
pharmaceutical companies.in developing safer and more effi-
cacious NSAIDs. In the early 1990s, several groups of investi-
gators reported the existence of a new COX enzyme named
COX-2 (28-30). While COX-1 is present in a constitutive form,
COX-2 enzyme is normally, but not exclusively, expressed in
an inducible manner in certain inflammatory and pain disor-
ders. The discovery of COX-2 enzymes permitted a great
advance in our understanding of the mechanism hy which
some NSAIDs exert their effects. In addition, it was also
reported that at least part of the therapeutic effect of salicylic
acid and aspirin was a consequence of their ability to inhibit
COX-2 induction. Furthermore, new selective and less toxic
NSAIDs known as COX-2 inhibitors (e.g., rofecoxib and
celecoxib) have been developed and recently launched on the
market to treat inflammatory and pain disorders.

Extracts of the bark of Salix (willow) species have also been
used for fever, mild rheumatic complaints and pain, including
mild headache (2531.32). The extract is available in various
forms (hydroalcoholic or aqueous extracts, dried or as tinc-
tures or solutions). The principal active ingredient is salicin,
which is the prodrug of various salicylate derivatives {2533. It
has been reported recently that willow bark extract (standard-
ised to yield 240 mg of salicin) was able to induce a moderate
analgesic effect in patients with OA when compared with pla-

- cebo, in-a-double-blind, randomised controlled- trial (34}. Fur-

thermore, Chrubasik et al. (35] showed that the willow bark
extract was also effective in the management of musculoskele-
tal pain, including low back pain, in a randomised double-
blind study. In addition, these authors demonstrated that wii-
low bark extract induces low incidence of adverse events, sug-
gesting that the extract may he an effective alternative,
especially in patients who cannot tolerate NSAIDs (35).

2.3 Cannabis sativa

Preparations from the herb Cannabis sativa (Moraceae) have
been used as a natural therapeutic remedy since antiquity in
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the treatment of various ailments. The use of marijuana for
medical purposes can be traced back 5000 years (3637). The
Cannabis plant contains a complex mixture of substances that
includes at least 60 different cannabinoids, some of which
have been shown to present several pharmacological activities
such as antinociceptive actions, anti-emetic and anticonvul-
sive actions, hypothermia, hyperactivity, lowering of intraocu-
lar pressure and immunossupressive actions [38-42]. The earlier
phytochemical studies revealed that the active principle of
Cannabis was an unidentified mixture of isomers of tetrahy-
drocannabinols (THC) (431. In 1964, a pure compound was
isolated from C. sativa, called (-)-A%trans THC. It has also
been reported that another constituent cannabidiol isolated
from C. sativa exerts important ant-inflammatory activity
{for review see 139]).

Pharmacological and biochemical studies have suggested
that THC and other active cannabinoids might act at specific
receptor sites. To date, two cannabinoid receptors have been
cloned, CB, and CB, [45.45]; and they were found to belong to
the seven transmembrane G-protein coupled receptors. CB,
receptors are expressed in neurones of both the central and
peripheral nervous system, whereas CB, receptors are found
centrally and peripheraily in non-neuronal tissues, mainly in
immune cells. CB, receptors are found both on C-fibres and
on longer diameter AP/AS-fibres and are co-localised with
substance P and calcitonin gene-related peptide and to a lesser
extent with somatostatin (for recent review see [46}).

However, the relevance of cannabinoids in controlling most
physiological processes and also the medical interest in C.
sativa or in its active principle, THC, has occurred with the
disenvery of endocannahinnids fie, anandamide and palmi-
toylethanolamine, among others) isolated in the early 1990s
(for review see [39-42,46.47)), all of which are derivatives of poly-
unsaturated fatty acids (39,40,42). Both anandamide and paimi-
toylethanolamine activate the two known cannabinoid
receptor subtypes identified so far, the CB, and CB, receptors.
It is believed that the endogenous cannabinoids act as neuro-
transmitfers Which aré capable of controlling neuronal excita-
bility [46.41.48.49).

Cannabis preparations have been described in Indian folk-
lore medicine as a remedy for inflammation, chronic pain and
asthma [50). However, clinical data indicating whether mari-
juana has analgesic properties is weak, as a result of the
restricted availability of the plant. According to Noyes et al.
{51], orally administered THC was analgesic in patients suffer-
ing from advanced cancer who had pain associated with their
disease but the treatment was accompanied by some undesira-
ble side effects, such as sedation and mental clouding. How-
ever, THC was able to induce a significant reduction of the
chronic relapsing pain in patients with famitiai Mediterranean
fever {s2]. There is a wide range of possibilities for the use of
cannabinoids in pain treatment but until adequate and well-
controlled double-blind clinical trials can be conducted, the
therapeutic exploltadon of cannabinolds will remain no more
than a promising area (for review see [41,53)).

Calixto, Scheidt, Otuki & Santos

Animal studies show that the most important constituents
present in the C. sativa THC and some synthetic dertvatives
possess interesting pharmacological properties according to
experiments carried out in several models of nociception.
Cannabinoid CB, receptor agonists produce antinociception
in several animal models of acute pain when injected either
peripherally or directly into the spinal cord or into the brain
areas. The antinociception caused by THC is selectively pre-
vented by CB, but not CB,, selective receptor antagonists
{54,55]. Similar antinociceptive action has been reported from
the use of the crude extract of the plant {54]. Several central
sites for the antinociceptive action of THC have been pro-
posed, including the periaqueductal grey, the amygdala and
the rostral ventrolateral medula [56]. It has also been demon-
strated that endngennus cannahinnids are tonirally released
and might modulate the nociceptive threshold at the level of
the rostral ventrolateral medulla [57). Besides the central site of
action for cannabinoids, Calignano et al. [58,59] have proposed
that cannabinoid agonists produce antinociception through
an action at the peripheral level. It has been reported that the
level of anandamide increases significantly in inflammatory
pain in the peraqueductal grey area in the brain 58], There-
fore, it is believed that one of the most relevant physiological
roles of the endocannabinoid systemn is related to its ability to
suppress tonic pain.

Definitive evidence that endogenous cannabinoids exert a
critical role in controlling pain transmission derives from the
recent demonstration that the generation of CB,; receptor
knockout mice failed to produce antinociception by adminis-
tration of CB, agonist, although the basal nociceptive thresh-
old was nor alrered 18], Bridges aral (81} and Fov er 2l 152}
have reported that synthetic cannabinoid CB, agonists were
capable of attenuating the hyperalgesia and allodynia in the
rat model of neuropathic pain, further suggesting the thera-
peutic potential of CB, receptor agonist in the management of
pain disorders. Thalamic cannabinoid CB, receptor upregula-
tion has recently been reported in a model of chronic neuro-
pathic pain {63,64]. A recent and very interesting study reported
by Wilson and Nicoll {65] has provided evidence indicating
that endocannabinoids can be formed at postsynaptic neu-
rones following physiological stimulus. They also reported
that the cannabinoids can diffuse back from the stimulated
cell and then act as receptors on presynaptic neurones. Thus,
it has been proposed that endocannabinoids, acting via CB,
receptors at presynaptic levels in both in excitatory and inhib-
itory neurones in certain brain regions, might control the
release of neurotransmitters [66-69]. However, as CB, receptors
are widely distributed in the brain areas and since the natural
and synthetic cannabinoids have many pharmacological
effects apart from their antinociceptive action (for example,
they cause nausea, vomiting and appetite stimulation, besides
interference with memory, cognition, co-ordination, mood
etc.), the use of CB, selective agonist for the management of
pain and migrainc could be associated with the appearaiice o
some of the undesirable side effects [37].
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As discussed in the next section, a large amount of evidence
now"suggests that anandamide and its analogue methananda-
mide are able to activate the vanilloid receptors, including the
human vanifloid receptors expressed in human embryonic
kidney (HEK293) cells (70-73). Recently, Tognetto et al (74]
have reported that anandamide is able to excite dorsal gan-
glion neurones via activation of vanilloid receptors. Further-
mnre, cannahinnids acring via CR, receptors have heen found
to inhibit capsaicin-induced calcium response in rat dorsal
root ganglion neurones {75]. Thus, at least part of the antinoc-
iceptive action of anandamide could be assoclated with its
ability to activate vanilloid receptors.

2.4 Capsicum species

The plants from the genus Capsicum have been widely used
for medicinal purposes and as a food since ancient times.
There is evidence for the use of the Capsicum species as far
back as 7000 BC in Mexica and it is certainiy one of the old-
est cultivated plants in the world (76]. The Capsicum species
belong to the family of Solanaceae and_they originated in
Central and South America. They are distributed throughout
the world but only five species are widely cuitivated: C.
annuum, C. frutescens, C. chinense, C. pendulum and C. pubes-
cens [76], The main active and pungent constituent present in
the - Capsiciun species was first isolated by Thresh (77] who
called it ‘capsaicin. Its chemical structure was determined by
Nelson {78} as the trans-8-methyl-N-vanillyl-6-nonenamide.
Capsaicin represents the main constituent of the total pun-
gent acid amides present in the Capsicum species [79]. Capsai-
cin induces the excitation of nociceptive phase, characterised
hy a hurning/pungent sensation, an effect which is followed
by a longer-lasting analgesic and anti-inflammatory phas'eﬂlso-
83). It has been reported that capsaicin specifically excites C
and A fibres and causes, in turn, increases in calcium influx
and the release of several inflammatory mediators, such as
tachykinins, calcitonin-gene related peptide, somastotatin and
glutamate. In addition, capsaicin is able to block the intra-
axonal transport of macromolecules, mainly the neural
growth factor {76}.

Capsaicin is a commercially-available medicinal formula-
tion and s used for the management of post-herpetic neural-
gia, painful diabetic neuropathy, post-mastectomy pain
syndrome and OA and rheumatoid arthritis (RA) (for review
see [76)). In addition, capsaicin has also been used in clinical
medicine to treat destrusor hyper-reflexia of spinal origin,
bladder hypersensitivity, vasomotor rhinitis, notalgia paraes-
thetica etc. [76].

For decades, the presence of a vanillyl-like moiety was
believed to be an essential requirement for capsaicin-like
activity (80-83]. This was the main reason why capsaicin and its
ultrapotent analogue, resiniferatoxin, which was originally
isolated from the cactus-like plant Euphorbia resinifera, were
collectively termed ‘vanilloids’ and the receptor at which they
interacted was named the ‘vanilloid (capsaicin) receptor
(7683.841. Compelling evidence now suggests that vanilloid

receptors represent an attractive therapeutic target. To date,
one vanilloid receptor, VR1, has been cloned in rat and
human dorsal root ganglion and in human embryonic kidney
{HEK293) cells (8588} and this receptor is found expressed at
high level in dorsal root ganglion neusrones. However, the het-
erogeneity of vanilloid-induced biological responses predicts
the existence of VRI1 isoforms, additional receptor subtypes,
ar hnth (for teview see (76.83,8420,00). There is now evidence
indicating the presence of VRI in several brain regions, such
as the cerebral cortex, limbic system, striaturn, hypothalamus,
substantia nigra, locus coeruleus and cerebellum [ot}.

The vanilloid receptors are permeable to divalent cations,
mainly sodium and calcium, and are activated by capsaicin,
heat or protons i85} (for review see (76.83.92]). Mice lacking vanil-
loid receptors (knockout mice) are badly respensive to both
thermal and chemical noxious stimuli. The VRI knockout
mice show reduced hypersensitivity in the setting in of inflam-
mation. However, several kinds of pain sensation remain
unchanged in VRI knockout mice and VR1 seems not to be
involved in the control of neuropathic pain [9394}. Interestingly,
Kamei er al. {95} have reported that, by using antivanilloid VR1
receptor serum, thermal allodynia and the hyperalgesia
observed in diabetic mice are associated with the sensitisadon of
VRI receptor in primary neurones in the spinal cord. Further-
more, the acute inflammation elicited by carrageenan induces
bidirectional axonal transport of mRNA to the VRI1 receptors
along the primary afferents, suggesting the increase of VRI
receptors during inflammatory hyperalgesia [96]. In addition,
VRI receptors are believed to play a relevant role in the process
of thermal hyperalgesia associated with inflammatory processes
and fissue damage (94]. Recently, Yiangou ef a/. (87 have demon-
strated the increased immunoreactivity of the high density of
VRI receptors in the nerve fibres of colonic tissues of patients
with inflammatory bowel diseases. Such findings strongly sug-
gest that the discovery of new drugs that could selectively inter-
act with VR receptors and that are devoid of pungent activity
might have potential therapeutic value in the treatment of
inflammatory hyperalgesia.

There is an increasing amount of evidence suggesting a
cross-talk between vanilloid and cannabinoid receptors. Thus,
some vanilloid agonists including olvanil, AM404, arvanil
and the proposed endogenous cannabinoid ligand anandam-
ide, are capable of binding at VR1 and CB, receptors and

" inhibiting~the ‘anandamide membrane transporter. Further-

more, it has been shown that VR1 coexists with CB, receptors
and also with the endogenous ligand anadamide, both in the
brain nucleus and in certain sensory neurones (91} {for review
see 46,83]). Thus, evidence now suggests that anandamide acts
as an endogenous VR1 receptor ligand. Therefore, it is tempt-
ing to speculate that at least part of the antinociceptive and
anti-inflammatory properties reported for some vanilloid ago-
nists might be associated with their ability to interact with the
endocannabinoid pathway.

It has been recently reported that many pungent and non-
pungent terpenoids possessing an ¢.,3-unsaturated 1.4-d{alde-
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hyde (3-formyl-3-butenal) fimetinnality have heen ohtained
from natural sources. the majority have been isolated from
higher plants and fungi but some have also been derived from
algae, liverworts, arthropods, sponges and motluscs. Some of
such compounds have the ability to interact with vanilloid
receptors (for review see [76.83,84.90]) and consequently might
present a relevant target for the development of new useful
therapeutic drugs, ncluding new analgesics for the manage-
ment of pain disorders (for review see {84]). It is well known
that the vanilloid agonists can produce excitatory effects char-
acterised by nociception and neurogenic inflammation, fol-
lowed by a desensitisation. However, some agonists of VR1
receptor, for instance olvanil, presents analgesic action but
fails to produce initial pain. In contrast, piperine has pungent
action but does not cause desensitisation {for review see {83}).
Therefore, it is expected that the development of vanilloid
agonist without the pungent action of capsaicin, or modula-
tors of endogenous vanilloids, might represent a relevant strat-
egy for development of new therapeutically relevant pain
killers. Recently, Lee ef al 98] have shown that some thiourea
derivatives bind with very high affinities at the vanilloid
receptor (K, ~ 11 - 19 nM) and exhibit an extremely potent
antinociceptive activity (EDsy = 0.5 - 1 pg/kg). These com-
pounds are about 300 - 600 times more potent but exhibit
less pungent activity when compared with the naturally-
occurring vanilloid agonist capsaicin. Such compounds repre-
sent a new and very interesting strategy for the development
of useful new therapeutic analgesics.

2.5 Panax ginseng
The ginseng raar has heen used as a herhal medicine for 2
thousand years in China, Korea and Japan for the manage-
ment of a wide variety of ailments [99.160]. Ginseng has been
used to alleviate certain types of pain, such as toothache,
abdominal pain, chest pain or neuralgia, in traditional folk
medicine [99-101] (see Table 1). Seven major species of ginseng
are distributed in East Asia, Central Asia and North America
i99). Most studies of ginseng {Araliaceae) have utilised consiit-
uents from three common species. Panax ginseng {Astan gin-
seng), Panax quinguefolius (American ginseng) and Panarx
_Jjapanicus (Japanese ginseng) (100}

Several classes of active naturally-occurring constituents are
found in most ginseng species, such as the ginsenosides,

polysaccharides, peptides, polyacetylenic alcohols and fatty ..

acids (99-101}. More than 30 triterpene ginsenosides derivatives
containing sugars have been isolated from the ginseng saponin
fraction (fnr review cee {!0.0,'). Howsver, there is a wide varia-
tion (2 - 20%) in the ginsenoside content among the different
species of ginseng [99}. 1

Evidence now suggests that ginsenosides Rb and Rc (see
Table 1) produce a sedative effect, whereas Rg ginsenosides
show stimulatory actions on the CINS {99,100]. Ginsenosides
and ginseng saponins are the main active molecules so far iso-
tated from £ ghiveig. Furthermore, there is evidence indicat-

ing that ginsenosides and their total ginseng saponins are
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involved in pain mndulation as well as in opinid-mediared
antinociception and tolerance {102). Given systemnically, Rc,
Rd, Re and Rf ginsenosides, but not Rbl and Rgl ginseno-
sides, induce antinociception according to assessment by the
writhing and formalin tests but these compounds are desti-
tuted of analgesic effect according to the tail-flick and hot
plate models of nociception [103,104). The ginseng antinocicep-
tive effects are not bilocked by the opioid receptor antagonist
naloxone and seem to be unrelated with non-specific motor
dysfunction {104]. The antinociception caused by Rf in the
absence of other obvious behavioural alterations suggests that
this ginsenoside might be useful as a novel analgesic [103]. Fur-

thermore, Sampson et al. {105] have show that the methanolic

-extract of P ginseng root caused concentration dependent

inhibition of bradykinin (B, receptor) and neurokinin (NK,)
receptor binding. Such results suggest that at least part of the
antinociception caused by ginseng could be related to Bz and

NK, receptor binding.

2.6 Feverfew L .

Tanacetum parthenium Schultz-Bip (Asteraceae) is a plant
commonly known as ‘feverfew and is a popular herbal rem-
edy used in the treatment of migraine, vertigo. fever, tooth-
arthritis 1106-1081.  Previous
phytochemical investigations of several species of plants
belonging to the genus Tanacetum, namely T. parthenium, T.
serotinum, T. vuigare, T. macrophyllum and T corymbosum,
have permitted the isolation and chemical characterisation of
several sesquiterpene lactones, such as the eudesmanolide, ger-
macranolide and guaianolide type, besides flavonoids, tanrnins

ache and athers

have revealed that the antinociceptive action is probably asso-
ciated with the presence of some of the sesquiterpene lactones,
parthenolide, 3B-hydroxyl parthenolide, canin and artecanin,
which form an G-methylene butyrolactone moiety {112}. Par-
thenolide is considered to be the most important biclogically-
active constituent present in the feverfew extract [112]. Parthe-
nolide has recendy been found to be a potent Inhibitor of
transcription factor NF-xB activation and the inducible nitric
axide synthase (iNOS) 1107.112115,

Apart from these actions, feverfew extracts have also been
found to be capable of inhibiting platelet aggregation and
prostaglandin, thromboxane and leukotriene production,

-through inhibition of the enzyme phospholipase A; [108-111}.

The migraine prophylactic effects of feverfew have been con-
firmed by three independent, randomised double-blind, pla-
rehn-contralled  studies {116.118]. In addition, prophylactic

effects of feverfew have also been claimed with regard to a

. number of forms of arthritis [119-121]. However, another dou-

ble-blind, placebo-controlled study has failed to confirm the
beneficial use claimed for this plant [122}. Jain and Kulkarni
{112} have reported that feverfew extract and its main active
constituent, the sesquiterpene lactone parthenolide, produce
antinociception and inhibition of oedema formation accord-

ing to assessment against acetic acid-induced writhing in mice
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Table 1. Phamacological properties of some plant-derived compounds.

Plant Compound Activity Reference
Panax ginseng Ginsenosides: Re, Rd, Reand Rfinduce  Mogil et a/. (103]
(Rc. Rd. Re and Rf) antinociception in the Shin et al. (104}

writhing and formalin
ey
R10’>/\/
R1

Re: Glc-2Gic  Are(f) - *Gfe
Rd: Glk-%Gl¢ Gfc

rR2

%ﬁ

HO
T
OR1
R1 R2
Re: Rha -%Gic  Gic
Rt Gle-Glk H
Grape berry red Resveratrol Decreases hyperalgesia Gentili et al. 11761
wine — induced by carrageenan in - Martinez & Moreno [181]
HO _(% OH the rat paw. Inhibited the  Matsuda et a/. (182)
N\ 7/ /T COX-2 and INOS induction
: N, in LPS-activated
on macrophages.
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Tabie 1. Phamacological properties of some plant-derived compounds.

Plant Compound Activity Reference

Aconitum sp. Produce antinociception in -~ Ameri (123}
several models of pain by  Gutser et al. [124]
activation of sodium

channels.
R1 R2
aconitine CH; OH
mesaconitine CH, OH
3-acetylaconitine CH, CH,CO0
R1
lappaconitine NHCQCH,
N-deacetyliappaconitine  NH,
Hedyosmum 13-Hydroxy-8.9-dehydroshizukanolide Produces antinociception  Trentin et al. [132)
brasiliense against acetic acid and unpublished resuits
x 0 capsaicin in mice and
glutamate induced
H B N\ OH nociception.
Mw
Feverfew Parthenolide Prevent the TNF-a-induced Hehner et al. [114]
(Tanacetum induction of ixB kinase Fukuda et al. {107]
partheniurm) M and IKKB. Inhibit inducible  Wong & Menendez (113]
nitric oxide synthasc gene Jain & Kutkarni112)
0 4 and exhibits

antinociceptive and anti-
nffarnmatory efiects in
mice and rats.
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Tabie 1. Phamacological properties of some plant-derived compounds.

Plant Compound Activity Reference
Phyllanthus sp. Exhibit antinociceptive Calixto et a/. {17,134}
effect in several chemical ~ Santos et al. [135]
SH.OH __~oH models of pain in mice.
r3
OTQ—OH
9
CO Cco
r..—..l OHJ=
O=X Ho
Ho n
Fuosin
OoH
OCH,CH,
o
o Ay
OH

Gallic acid ethylester

wod

\ 2—0H
N/

HO, .~ 0. ™
N N~

Z
ORha-glu
oH O
Rutin
P

HO ™

Stigmasterol

Drimys winteri Polygodiai Induces antinociceptive Mendes et al. (128.130]
action against scveral

models of nociception in

mice.
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Table 1. Phamacological properties of some plant-derived compounds.

Plant Compound

Activity Reference

Drimys winteri Drimanial

Polygala cyparissias 1,7-dihydroxy-2,3-dimethoxy xanthone

o] oM
\/‘\ o = OCH,

Smilax sieboldii Smilaxin B

OH .

ts]
WOCH, W
[e) i
0 H
{ o o

v

N

HOH,C O O
ol

OH Yoy

Ocotea suaveolens  24-Hydroxytormentic acid

Exhibits antinociceptive
action against several
maodels of nacicention in
mice and caused graded
inhibition on [*H]-
giutamate binging in
cerebral cortical
membranes from mice.

Malheiros et af. {131]
unpublished resuits

Exhibits pronounced
antinociception against
acetic acid model of pain
in mice.

De Campos et al. (154)

Exhibits antinociceptive
effects by interaction with
GABA, or NMDA

~. reeeptors and activating
descending noradrenergic-
neurones against tail flick

model.

Suh et al. [158]

Exhibits pronounced
antinociception against
several models of pain in
mice.

Beirith et al. {157)

and the carrageenan-induced paw oedema in rats. Such effects
and the reported inhibition of the transcriptional factar NF-
KB caused by parthenolide, might account, at least in part, for
the use of feverfew extract in the treattment of certain pain dis-

orders, mainly migraine.

2.7 Aconitum species

Preparations of Aemnitum sp. (Rammentaceae) (mostly A
Japonicum Thunberg and A. carmichaeli Debeaux) roots are
employed in Chinese and Japanese traditional medicine as
analgesics and antitheumatics and for the treatment of neuro-
logical disorders [123]. Various plant extracts and preparations
containing Aconitum sp. have been reported to possess analge-
sic activity but the obtained results have been somewhat

| I,

tnconsistent (for review see [iz3). The pharmacological effecis

of preparations containing Acgnitum roots are attributed to
the presenice of several diterpenoid alkaloids in this plant. Sev-
eral Aconitum alkaloids, such as aconitine, mesaconitine, 3-
acetylaconitine, hypaconitine, heteratisine, songorine, lappa-
conitine and lappacodine (see Table 1) have revealed antinocic-
eptive effects in thermal, mechanical and chemical nociceptive
tests in animals {(for review see (123}). Studies to explore the
mechanism of action of Amnitum alkaloids have revealed that
they bind, with different affinities, to site Il of Na* channels.
Some of them exhibit high affinity Na* channel ligands {such
as aconitine, 3-acetylaconitine and hypaconitine} and exhibit
antinociceptive action, besides strong arrhythmogenesis [{124].
However, these pharmacological effects are accompanied by
high acute toxicity {124]. It has been reported that certain dit-

erpenoid alkalolds isolated from the plant specles of Acanitum

Expert Opin. Emerging Orugs (2001} 8{2)
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are less toxic and have cardiac effects quite opnosite to those
of aconitine, 3-acetylaconitine, mesaconitine and hypaconi-
tine. The members of this group of alkaloids, lappaconitine,
N-desacetyllappaconitine, 6-benzoylheteratisine, heteratisine
and napelline have an affinity for Na* channels which is an
order of magnitude lower and also have a lower antinocicep-

tive and cardiotoxic activity, acting in the manner of local

such as lappaconitine and oxydelcorine, fail to exhibit antino-
ciceptive effect [124] and this strongly suggests that their anti-
nociception correlates with their ability to interact with Na*
channels. In addition, mesaconitine and 3-acetylaconitine
have been shown experimentally to possess anti-inflammatory
activity {123]. Although several alkaloids isolated from Aconi-
tum sp. with antinociceptive and anti-inflammatory actions
have been identified, their cardiotoxic actions have hampered
potential clinical interest in their use as analgesics.

3. New naturally-occurring substances from
pianis with antinocicepiive properties

3.1 Siphocampylus verticillatus

The plant Siphocampylus verticillatus (Campanulaceae) is a
native species of Brazil and is used in traditional medicine for
the management of asthma. The hydroalcoholic extract from
their dried stems and leaves, given systemically to mice, pro-
duces graded and long-lasting antinociception when assessed
in several chemical models of nociception (125]. Its antinocice-
ptive effect is antagonised by the opioid antagonist naloxone
and by the nitric oxide (NO) precursor L-arginine [125). The
main active substance present in the plant has been isolated
and chemically characterised as being the alkaloid denoted
cis-8,10-di-N-propyllobelidiol  hydrochloride  dihydrate
(DPHD) 1126). This alkaloid, given systemicalty (ip. or p.o.),
icv. or it. to mice, produces dose-related antinociception in
chemical, but not thermal, modcis of nociception. Like the
extract of S. verticillatus, the DPHD antinociception is
reversed by naloxone and also by the 1. 8 and K opioid antag-
onists ciprodime, naltrindole and nor-binaltrorphimine,
respectively, as well as by p-chlorophenylalanine and L-
arginine {126]. On the basis of these results it was concluded
that the antinociception produced by DPHD involves multi-
ple sites of action, mainty the interaction with 1, & and X opi-
oid receptors and serotonin, besides its interaction with L-
arginine-N() pathway. Interestingly, rhe antinnciceptive effact
of this alkaloid was prevented by the treatment of animals
with pertussis toxin, indicating the participation of G,;, pro-
teins in its action. However, DPHD, in contrast to morphine,
did not inhibit charcoal meal transit in mice, nor did it inter-
fere with electrical field stimulation of the guinea-pig ileum or
mouse vas deferens in vitro. The alkaloid, in contrast to mor-
phine, failed to produce tolerance, since when it was given
daily for up to 7 days it did not develop either tolerance to
itself or cross-tolerance to morphine (126]. Recently, we have

shown (unpublished results) that the hydroalcoholic extract

from S verticillatus, given orally to mice, elicits significant
antidepressant-like effect, according to evaluadon by the
forced swimming test and tail suspension test in mice. The
antidepressant like action of the extract of S. verticillatus
appears to be, at least in part, associated with its abiiity to
inhibit the re-uptake of the monoamines serotonin, noradren-

aline and to a lesser extent, dopamine (unpublished results).

1.2 Drymis winteri

Drymis winteri (Winteraceae), a well-known medicinal plant
found in Brazil and some of the American countries, is com-
monly used in folk medicine as an anti-inflammatory and as a
treatment for asthma and allergy. The hydroalcoholic extract
of . wintert, given orally to rats, inhibits paw oedema forma-
tion caused by various inflammatory agents or by ovalbumin
(in actively sensitised rats). The extract of D. winters greatly
increases the survival rate in anaphylactic shock assessment
using mice that have been actively sensitised to ovalbumin
(127. The main constituent present in the bark of D. winters
has been isoiated and chemically characterised as the sesquit-
erpene denoted polygodial (see Table 1) [t28]. Like the extract
of L) winteri, polygodial, administered either ip. or po. to
mice, produces dose-related and long-lasting {at least 8 h)
inhibition of abdominal constriction caused by acetic acid,
kaolin and zymosan and the neurogenic and inflammatory
pain caused by formalin and capsaicin [128.129]. Given either it.
or icv. to mice, potygodial also produces marked antinocicep-
tion against both phases of the formalin response, indicating
its spinal and supraspinal site of action. Given p.o. to rats, the
extract of [). winteri fully reverses the hyperalgesia produced
by paw injection of bradykinin and substance P but not that
caused by prostaglandin E, or carrageenan (128]. The mecha-
nism by which polygodial exerts its antinociceptive action
does not seem to be related to interaction with L-arginine-NO
or GABA, and GABA; receptors, or to activation of small
and large conductance calcium and ATP actvatcd K chan

nels. On the other hand, opioid system (namely X and L
receptor subtypes), serofonin. 0, adrenoceptor par.hways and
activation G, protein sensitive to pertussis toxin are not
involved in the mechanism by which polygodial induces anti-
nociception {129. Interestingly, polygodial action is not cross-
tolerant to morphine, nor is it affected by previous adrenalec-
tomy of the animals. In a preliminary study, Cechinet Fitho
et al. (130} and Malheiros ef al. [131] have demonstrated that the
other sesquiterpenes identifiad as I-ﬂ-(p-methnxyc}mnamy!)
polygodial and drimanial (see Table 1) isolated from the bark
of D. winteri, also cause significant inhibition of acetic acid-
induced nociceptive response in mice, although they are less
potent than polygodial. Unpublished results from our group
have shown that drimanial produces pronounced antinocicep-
tion in formalin-, capsaicin- and glutamate-induced nocicep-
tion, an effect which is not reversed by naloxone. In addition,
we found that drimanial was very effective in blocking the
hyperalgesia produced by intratecal injection of glutamate but
not by NMDA or substance P in mice {(unpublished resuits).
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Finaily, drimanial alsn produces  concentration-denendent
inhibition of [3H]-glutamate binding in mouse cortex mem-
brane (about 87% at 30 uM). Thus, D. winteri or its sesquit-
erpenes might be of great interest in the development of
potential new agents for the management of painful disorders.

3.3 Hedyosmum brasiliense
! Iedyosmuny brasiliense (Chloronthaceae) is a native plant that
grows in central and southern Brazil and it used in folk medi-

extract and active constituent, the 12-hydroxy-8,9-dehydro-
shizukanolide isolated from H. brasiliense {see Table 1), cause
pronounced antinociception in the acetic acid, formalin and
capsaicin tests, an effect which is not reversed by naloxone
(132}. In addition, the sesquiterpene lactone produces spinal
and supraspinal antinociception in mice (132]. Unpublished
rosults from our group have shown that 12-hydroxy-8,9-dehy-
droshizukanolide produces concentration-dependent inhibi-
tion of [3H]-glutamate binding in mouse cortex membrane

My 7y

{about 75% at 500 pij but it fails to biock the [*Hj-giuta-

mate release from mouse brain synaptosomes elicited by KCI.
The 12-hydroxy-8,9-dehydroshizukanolide, given systemi-
cally, was found to be very effective in blocking the hyperalge-
sia produced by intratecal injection of glutamarte in mice
{unpublished results}, a model that has been demonstrated to
be dependent on the activation of NO cGMP pathways 173,
Together, these results suggest that the sesquiterpene lactone
inhibits glutamate binding sites and consequently might be of
interest for the development of new analgesic drugs, particu-
larly for the management of neurogenic and neuropathic

pain.

3.4 Phyllanthus species
The genus Phyllanthus (Euphorbiaceae) consists of a great
number of species widely distributed in most tropical and sub-
 tropicai ¢countries. The infusion of the leaves, stemns and roots of
the majority Phyllanthus species are largely used in folk medi-
cine in most countries to treat hepatitis, disturbances of the kid-
ney and urinary bladder, intestinal infections and diabetes {for
review see [124]). Previnus studies carried nur hy our grann have
demonstrated that the extracts obtained from leaves, stems and
roots of several species of plants belonging to this genus, namely
P, niruri, P urinaria, P carolinensts, P amarus, P tenellus, P
fraternus, P sellowianus, P orbiculatus, P stipulatus and P corro-
vadensis, exhibit a pronounced antinociception according to
assessment against chemnical pain response elicited by acetic
acid, formaliii and capsaicin but this does oecur in dwermal pain
models [17.134]. Interestingly and in contrast with most available
analgesic drugs, the extract of Phyllanthus species causes an
important inhibition of the neurogenic pain responses elicited
by formalin and capsaicin. The antinociceptive action of plants
of the genus Phyllanthus are unrelated to interaction of opioid
or serotonin or to L-arginine-NQ pathways. Furthermore, these
antinociceptive actions are independent of interference with
endogenous glucocorticoids and are unrelated with central or

Calixto, Scheidt, Otuki & Santos

nerinheral non-specific action (for review see (1241}

Phytochemical studies carried out by our group and also by
others have dermnonstrated the presence of a large number of
naturally-derived secondary substances in these plants, such as
flavonoids, alkaloids, lignans, tannins, steroids, phenols, trit-
erpenes, coumarin etc. (134]. At least six naturally-occurring
substances present in most of the plants, namely gallic acid
ethyl ester, furosin, geraniin, quercetin, rutiin and stigimastesol
{see Table1), as reported by the extract of Phyflanthus, are
effective in reducing the nociceptive response caused hy
chemical models of pain in mice {17,134135]. Most of these
compounds, when injected at the spinal and supraspinal sites
into mice, produce pronounced antinociception against sev-
eral models of chemical nociception [17,134].

We have recently shown that the antinociception response
caused by gallic acid ethyi ester depends on the activation of G,
o Proicin sensitive to portussis toxin and that it involves the act-
vation of both small- and large-conductance Ca%*-activated K*
channels and ATP-sensitive K* channel mechanisms (1351 As
reported for the extract of these plants (134], the L-arginine-NQO,
serotonin and opioid pathways, or even the non-specific acdon,
such as the disturbances of motor coordination, have appar-
ently no major participation in the gallic acid ethyl ester-medi-
ated antinociception {135, As these particuiar types of K'
channel are implicated in the regulation of most physiological
and pathological processes, including pain transmission (136},
such compounds might have potential therapeutic interest.

Also relevant is the data demonstrating that quercetin {but
not rutin and geraniin) present in the Phyllanthus species is
capable of inhibiting [3H]-glutamate binding and PH]GMP-
PNP, a GTP analogue that binds to the extracellular site mod-
ulating glutamatergic transmission in rat brain membranes
(1371. Whether or not such data could account for the antinoci-
ception caused by quercetin remains to be seen. Unpublished
results from our group have demonstrated that several lignans
isolated from Phyllanthus armarus, namely hypophyllanthin,
nirtetralin, niranthin, phyllanthin and phyltetralin, produce
pronounced antinociceptive actions when assessed by ip. route
in the formalin model of nociception. Thus, it seems quite
ohvinns that such compoinds might aceonnt for the antinoci-
ception reported for several plants belonging to the genus
Phyllanthus. Several lines of evidence now suggest that diverse
classes of naturally-occurring secondary metabalites present in
most plants of the genus Phyllanthus are involved in the anti-
nociceptive action reported for such plants. Even through it
has not yet been demonstrated experimentally, it is quite possi-
ble that the divessity of compounds that are present in low
concentration in these plants might act in a synergistic manner
in the extract. As clinical trials have demonstrated that some of
the extracts of Phyllanthus species were well-tolerated in
humans with no evidence of side effects [138-141), it is expected
that these plants should be of clinical interest to promote the
development of well-controlled and standardised phytomedici-
nals for the management of painful disorders, especiaily of
neurogenic pain. ’
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4. Preliminary antinociceptive studies with
several extracts and compounds isolated
isolated from piants

Preliminary studies of various plant-derived substances that
present antinociceptive and/or antd-inflamnmatory properties
are shown in Tabte 1. Thus, the extracts and/or constituents iso-
lated from Nepeta casearea 1142), Sophora alopeculoides 1143},
Mitragyna speciasa (1441461, Pyychotria colorata (147-148), Croton
cajucara (150-151], Nepeta italica (152), Epidendrum mosenii (153,
Polygala cyparissias (154], Croton urucurana (155), Smilax sieboldi
(1561, Ocotea suaveolens 1157), Anredera leoptostachys 1158), Marru-
bium vulgare (1591, Nigella sativa (150, Sebastiania schottiana
161, Curatella americana (162), Pterodon polygalaeflorus (163),
Sida cordifolia (164, Mangifera indica (165), Tarchonanthus cam-
phoratus 1681, Eriocephalus africanus (166}, Saposhnikovia divari-
cata 167), Cassia italica (168}, Hypericum triquetrifolium (169 and
Aconiti tuber {170], among others, produce antinociceptive and/
or anti-inflammatory actions in mice and rats. Furthermore,
the herbal medicine Catuama {consisting of a mixture of
Trichilia catigua, Paullinia cupana, Ptychopetalum olacoids and
Zinziker nfficinali§ produces nral long-lasting antinociception
when assessed against acetic acid-, formalin-, or capsaicin-
induced pain and hot-plate and tail-flick assays in mice. The
analgesic action of the herbal medicine Catuama seems to be
dependent on the synergistic action of the active prindples
present in the several plants and involves an opioid component
which is sensitive to naloxone [171]. Likewise, the Japanese
herbal medicine Sako-Keishi-To 173, Gosha-jinki-gan 173
and Kami-kihi-to [174] present antinociceptive properties in
several models of nociception. including trigeminal neuralgia,
RA and in neuropathic pain in diabetes animals. De Souza
et al. 175] have reported that methanolic extract obtained from
aerial parts of Jpomwoea pes-caprae produces antinociception
according to assessmnent against either acetic acid-induced
writhing and formalin-induced licking in mice. Furthermore,
Sampson ef al. [105] have extended these preliminary observa-
tions by demonstrating that the methanolic extract of Jpamaea
pes-caprae seed caused concentration dependent inhthition of
bradykinin (B, receptor) and NK; receptor binding. Such
results strongly suggest that, at least in part, the antinocicep-
tion caused by Jpemoea pes-caprae could be related to inhibi-
tion of the bind for B, and NK; receptors. Recently, Gentil
et al, (176} have demonstrated that resveratrol, a polyphenolic
enmpound found in grapes and wine, was ahle tn reverse the
hyperalgesia but not the swelling and oedema formation,
induced by local tissue injury provoked by carrageenan injec-
tion in the rat paw. In addition, double-blind, randomised
controlled clinical trials have demonstrated that the extracts of
Harpagophytum procumbens (Harpadol™)} 1177, Urtica dioica
(178] and the herbal medicine known as Tong Luo Kai Bi j179)
and the standaidised ayuivedic plant extract formulation (155
were able to induce a moderate analgesic effect in patients with
(A and RA when compared with placebo.

Although a number of studies have demonstrated that the

extracts and/or compounds isolated from various plants pro-
duced relevant antinociceptive and ant-inflammatory actions
in several models of nociception and inflammation in mice
and rats, the great majority of these reported studies are merely
preliminary. Thus, scientific evidence on the mechanism of
action, toxicoiogy and especialty randomised double-biind
clinical trials of such extracts (plants) or substances are lacking.

5. Expert opinion

Since very remote times, naturally-occurring substances, espe-
cially those derived from higher plants, have been widely used
throughout the world to treat pain disorders. The use of
extracts and/or compounds from Papaver somniferum, Canna-
bis sativa, Capsicum and Salix species are good examples
regarding the great contribution of higher plants to the devel-
opment of clinically-relevant drugs for the management of
pain. However, the tsolation and chemical idendfication of
morphine from £ somniferum, salicin from Salixsp., capsaicin
from Capsicum sp. and the AS-tetrahydrocannabinol from C.
sativa have produced remarkable progress in our understand-
ing of the molecular mechanisms of patn transmissinon and
treatment. Furthermore, the recent advances on the mecha-
nisms of action of the naturally-occurring substances of the
above plants, conjugated with the use of modern molecular
blology techniques, have, over the past decade, greatly acceler-
ated attempts to identify promising targets for the discovery
of new safe and efficacious analgesic drugs.

To date, despiie decades of use aind apait from Jis kKaowin
undesirable side effects, the plant alkaloid morphine still con-
tinues to be one of the most used drugs in clinical practice
for the treatment of pain disorders. In recent years, our
understanding of the molecular and cellular mechanisms of
pain transmission have increased dramatically and this has
lead to the discovery of most promising targets for the devel-
opment of new drugs to treat pain disorders. It is known that
the secondary metabolites derived from plants are able to
interfere directly or indirectly with most inflammatory medi-
ators (arachidonic acid metabolites, peptides, cytokines, exci-
tatory amino acids etc.) with the production or action of the
second messengers {such as PKC, PKA, among others) acting
at the level of expression of the transcriptional factors, such
as AP-1, NF-xB, proto-oncogenes (c-jun, c-fos and c-myd,
changes in gene expression, such as iNOS, COX-2, cytokines
(TIT-1B, TNF-g etr.), neurnpentides and prteases etc. Thus,
it is not surprising that widely diverse groups of naturally-
occurring plant substances described in the literature exhibit
antinoclcéptive properties. Recently, important advances
have occurred in the study of higher plants aimed at finding
new analgesic drugs. A search through the literature reveals
that although most potentially-active antinociceptive natu-
rally-occuriing subsiances from plants have been identified,
studies aimed at investigating their cellular and molecuiar
mechanisms of action and ahove-all randomised placeho-
controlled clinieal trials to prove their efficacy in humans are
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some of the standa.rdised pla.nt extracts, such as those
obtained from Salix alba (willow) or Zanacetum parthenium
(feverfew), have revealed that they possess antinociceptive
properties. However, it is becoming increasingly apparent
that agents able to block critical signalling meehanisms and
membrane receptors for neurotransmitters might offer excit-
ing anpartunity o develop safe and clinicallv-relevant drugs
for the treatment of pain disorders, including neuropathic
and neurogenic pain Thus, both natural and synthetic com-
pounds which are capable of binding to vanilloid or cannabi-
noid receptors, or even those that are able to modulate the
endogenous ligands for these receptors, are relevant targets of
current study and new analgesic drugs derived from both

Calixto, Scheidt, Otuki & Santos

pathways will certainly emerge in the near future,
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Summary

Drimanial, a new sesquiterpene 1solated from the barks of the plant Drimys winteri
(Winteraceae), given systemically, intraplantarly, or by spinal or supraspinal routes, produced
pronounced antinociception against both phases of formalin-induced licking. The systemic
injection of drimanial also inhibited, in a graded manner, the pain-related behaviours induced by
intraplantar or intrathecal (i.t.) administration of glutamate. Moreover, drimanial also caused
marked inhibition of the nociception induced by i.t. administration of metabotropic agonist
(trans-ACPD), without affecting nociceptive responses induced by ionotropic agonists (NMDA,
kainate, AMPA) or by substance P. The antinociception caused by drimanial was not influenced
by naloxone, nor did it interfere with the motor coordination of animals in the rota-rod test.
Furthermore, drimanial caused graded inhibition of [3H]g1utamate binding in cerebral cortical
membranes from mice, with an ICso value of 4.39 uM. Together, these results provide strong
evidence indicating that the sesquiterpene drimanial produces peripheral, spinal and supraspinal
antinociception in mice according to assessment against intraplantar formalin and glutamate-
induced nociception and also 1.t. glutamate induced pain-related behaviour in mice. Finally, an
interaction with glutamatergic system, more specifically with the metabotropic receptors, seems

to greatly contribute to the mechanisms underlying its antinociceptive action.

Keywords: Drimamal, Drimys winteri, sesquiterpene, glutamatergic system, antinociception,

mice.



Introduction

The management and treatment of pain constitutes one of the most common and yet most
difficult aspects of medical practice. Analgesic therapy is currently dominated by two major
classes of analgesic drugs; namely, opioids and non-steroidal anti-inflammatory drugs. Both
classes of analgesic drugs produce serious side effects, and consequently the discovery of new
molecules designed as analgesic agents for the treatment of pain are urgently needed (Damaj et
al., 1999).

The transmission of nociceptive signals from peripheral nociceptors to secondary neurons
in the dorsal homn of the spinal cord involves several transmitter systems. Among them, the
excitatory amino acid, L-glutamate, is generally recognized as an important neurotransmitter _
released by the primary afferent fibres. Drugs which antagonize the glutamate action or block its
release from primary sensory neurons might constitute a relevant strategy for the development of
a useful new class of therapeutic analgesics (Neugebauer, 2001; Parson, 2001).

In a previous study, we reported that the hydroalcoholic extract obtained from bark of
Drimys winteri antagonizes, in a graded manner, contractions induced by several
neurotransmitters known to participate in pain transmission and inflammatory states (El Sayah et
al., 1997). In vivo experiments carried out with the extract of D. winteri and the sesquiterpene
polygodial isolated from the plant showed dose-related énd long-lasting antinociception in
several chemical models of nociception in mice and rats (Mendes et al., 1998; 2000).

Another constituent present i the bark of D. winteri has been isolated and chemically
characterized as being the sesquiterpene denoted drimanial (see Figure 1) (Malheiros et al.,
2001). In this preliminary study, it was demonstrated that drimanial exhibits antinociceptive
action against the writhing test in mice. In the present study, we therefore investigated further the

antinociception caused by drimanial in chemical behavioural models of nociception. We also



investigated, through in vivo and in vitro techniques, the mechanisms by which the sesquiterpene
drimanial exerts its antinociceptive action, particularly regarding its possible involvement with

the glutamatergic pathways.

Material and Methods
Animals

Experiments were conducted using male Swiss mice (25 - 35 g), housed at 22 + 2 °C
under a -12-h light/12-h dark cycle (lights on 6:00) and with access to food and water ad libitum.
Animals were acclimatized to the laboratory for at least 1 h before testing and were used only
once throughout the experiments. The experiments reported were carried out in accordance with
the current guidelines for the care of laboratory animals and the ethical guidelines for
investigations of experimental pain in conscious anirﬁals as specified by Zimmermann, 1983. The
number§ of animals and intensities of noxious stimuli used were the minimum necessary to
demonstrate the consistent effects of the drug treatments.

Formalin-induced nociception

- The procedure used was essentially similar to that described previously (Mendes et al.,
2000). Animals received 20 pl of 2.5% formalin solution (0.92% of formaldehyde), made up in
phosphate-buffered saline solution (concentration: NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM and phosphate
buffer 10 mM), injected intraplantarly (i.pl.) in the right hindpaw of the mouse, with a
microsyringe and a 26-gauge needle. Animals were pre-treated with drimanial via intraperitoneal
~ (i.p., 7.0-70.3 umol/kg), intrathecal (i.t., 2.3-23.0 nmol/site) or intracerebroventricular (i.c.v., 0.7-
7.0 nmol/site) routes, 30, 10 and 10 min before formalin injection, respectively, or intraplantarly

(2.3-23.0 nmol/paw, co-administered in association with formalin) as described previously



(Mendes et al., 2000). Control animals received an equal volume of vehicle by i.p. (10 ml/kg),
i.pl. (20 pl/paw), it. or i.c.v. (§ pl/site) route. After i.pl. injection of formalin, the animals were
observed from 0-5 (neurogenic phase) and 15-30 (inflammatory phase) min, and the time spent
licking the injected paw was timed with a chronometer and considered as indicative of pain.

In an attempt to investigate the participation of opioid system in the antinociceptive effect
of the drimanial, animals were pretreated with naloxone (a non-selective opioid receptor
antagonist, 13.7 umol/kg, i.p.),' 15 min before administration of drimanial (70.3 umol/kg, i.p.),
morphine (13.3 umol/kg, s.c.) or vehicle (10 ml/kg, 1.p.). The other groups of animals received
drimanial, morphine, naloxone or vehicle, 30 min before the formalin injection (Mendes et al.,
2000).

In a separate series of experiments, we also investigated the possible antinociceptive
effect of drimanial given after formalin injection. For this purpose, mice were injected
intraplantarly with formalin, and after 5 min they received drimanial (23.0 umol/kg) or vehicle
(10 ml/kg) given by i.p. route for evaluation against the second phase of the nociception caused

by the formalin.

Spinal excitatory aminoacids and substance P inducing pain-related behaviour in mice

To test the hypothesis that excitatory aminoacids (EAA) or substance P (SP) might be
involved in the drimanial antinociception, we assessed the e_ﬁ'ect of drimanial (70.3 umol/kg, 1.p.)
or morphine (13.3 pmol/kg, s.c., ﬁsed as positive control), on the EAA- or SP-induced biting
response in mice. Animals received an intrathecal injection of 5 pl of drug or vehicle solution.
Injections were given to waking animals using the method described by Hylden and Wilcox
(1980). The animals were restrained manually, and a 30-gauge needle, attached to a 50-pl

microsyringe, was inserted through the skin and between the vertebrae into the subdural space of



the Ls-Ls spinal segments. Injections were given over a period of 5 s. The nociceptive response
was elicited by SP (0.1 nmol/site, i.t.) (Sakurada et al., 1990), frans-ACPD (a metabotropic
agonist, 50 nmol/site, i.t.) (Boxall et al., 1998), AMPA (AMPA selective-agonist, 135 pmol/site,
i.t.) (Brambilla et al., 1996), glutamate (175 nmol/site, i.t.), kainate (110 pmol/site, i.t.) or N-
methyl-D-aspartate (NMDA selective agonist, 450 pmol/site, i.t.) (Urca and Raigorodsky, 1988).

The amount of time the animal spent biting or licking was evaluated following local post-
injections of one of the following agonists: glutamate: 3 min; NMDA and substance P: 5 min;
AMPA: 1 min; kainate: 4 min; and frans-ACPD: 15 min, as described previously (Urca and
Raigorodsky, 1988, Sakurada et al., 1990; Brambilla et al., 1996, Boxall et al., 1998). A bite is
defined as a single head movement directed at the flanks or hindlimbs, resulting in contact of the
animal’s snout with the target organ.

Measurement of motor performance

The rota-rod apparatus has potential value for testing pharmacological ageﬁts that produce
skeletal muscle relaxation, convulsion and depression of the central nervous system. In order to
exclude the possible cause of non-specific disturbances of motor coordination effect caused by
drimanial, the mice were tested on the rota-rod (Dunham and Miya, 1957). The apparatus
consisted of a bar, 2.5 cm in diameter, subdivided into five compartments by disks 25 c¢m in
diameter (Rota Rod Treadmull for mice 7600, Ugo Basile, Varese, Italy). The bar rotated at a
constant speed of 22 revolutions per min. The animals were selected 24 h previously by
eliminating those mice that did not remain on the bar for two consecutive periods of 60 s. After
the selection, animals were treated with drimanial (70.3 pmol/kg, i.p.) or with the same volume
of vehicle (10 ml/kg, 1.p.) 30 min before the experiments. The results are expressed as the time in

secs for which animals remained on the rota-rod. The cut-off time used was 60 s.



Peripheral excitatory aminoacid-induced paw nociception

In an attempt to provide more direct evidence concerning the possible interaction of the
drimanial with glutamatergic system, we also investigated whether or not drimanial antagonized
glutamate-induced licking in the mouse paw. The procedure used was similar to that described
previously (Beinth et al.,, 2002). A volume of 20 pl of glutamate (30 umol/paw made in
phosphate-buffer saline solution) was injected intraplantarly into the right hindpaw. Animals
were observed individually for 15 min following glutémate injection. The amount of time spent
licking the injected paw was timed with a chronometer and was considered as indicative of
nociception. Animals were treated with drimanial (2.3-23.0 umol/kg, i.p.) or morphine (13.3
umol/kg, s.c.), 30 min before glutamate injection.

[Hlglutamate binding assay

In an attempt to provide direct evidence concerning the possible interaction of the
drimanial with glutamate receptors, we also investigated whether drimanial action could be
associated with direct inhibition of [’H]glutamate binding sites in cerebral cortical membranes. In
these experiments, cerebral cortices obtained from mice (killed by decapitation) were dissected
and homogenized in 20 volumes of ice-cold 0.32 M sucrose containing 10 mM Tris-HCl buffer,
pH 7.4, and 1 mM MgCl,. The homogenate was centrifuged at 1000 x g, and the pellet was re-
homogenized and centrifuged again. The second pellet was discarded, and both supernatants were
pooled and centrifuged at 27000 x g for 15 min. The resulting bellet was dissolved in 1 mM Tris-
HCI, pH 7.4, for 30 min. The pellet was washed three times in 10 mM Tris-HCI buffer, pH 7.4, at
27000 x g for 15 min. The final pellet was resuspended in 10 mM Tris-HCI and the suspensions
were assayed for [3H]glutamate binding (Beirith et al, 1998). Protein concentration was

determined in aliquots of this final suspension by the method of Lowry et al. (1951), using bovine



serum albumin as the standard. Assays of ["H]glutamate binding were carried out in triplicate in a
total volume of 0.5 ml containing 0.1 ml membrane (0.2-0.3 mg protein), 50 mM Tris-HC] pH
7.4, 40 nM radioactive ligand ([*H]glutamate, 46 Ci/mmol), in the presence or absence of
drimanial (concentration in the range 0.1 to 30 uM). Unspecific binding was assayed similarly,
except that 40 pM non-radioactivate glutamate (displacer) was added to the incubation medium.
Centrifugation at 12000 x g for 25 min was used to separate [‘H]glutamate not bound to
membranes. The supernatant was discarded, and the walls of the Eppendorf tubes and the
surfaces of the pellets were quickly and carefully rinsed with cold deionized water, followed by
the procedure of counting the radioactivity. Specific binding was calculated as the difference
between binding values in the absence-and the presence of the displacer. The results represent the
means of three independent experiments (each experiment was carried out in triplicate).
Drugs

The following substances were used: formalin and morphine hydrochloride (Merck,
Darmstadt, Germany); L-glutamic acid, Kainate, Substance P and trans-ACPD (Sigma Chemical
Co., St. Louis, USA); a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole-propionic acid 2H,O (AMPA)
.and N-methyl-D-aspartate (NMDA) (Tocris Cookson, Bristol, UK); naloxone hydrochloride
(Research Biochemicals International, Natick, USA). [3H]glutamate (46 Ci/mmol) was purchased
from Amersham International (England, UK) and Tween 80 from LabSynth (Sdo Paulo, Brazil).
The drimanial was isolated from the bark of D winteri at the Chemistry Department of the
Federal University of Santa Catarina, Brazil, as described previously (Malheiros et al., 2001). Its
degree of punty was > 98%. Drugs were dissolved in 0.9% of NaCl solution, with the exception
of drimanial that was dissolved in Tween 80. The final concentration of Tween did not exceed

0.05% and did not cause any effect "per se".



Statistical analysis

The results are presented as mean + S.E.M., except the IDs; or ICsq values (i.e., the dose
or the concentration of drimanial reducing the nociceptive or binding response by 50% relative to
the control value), which are reported as geometric means accompanied by their respective 95%
confidence limits. When possible, IDso or ICsq values were calculated using at least three dosages
of drimanial, among minimum and maximal effect, determined by linear regression from
individual experiments using linear regression GraphPad software (GraphPad software, San
Diego, CA). The statistical significance of differences between groups was performed by
ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparison test. P-values less than 0.05 (P<0.05) were

considered as indicative of significance.

Results

Formalin-induced nociception

The results in Figure 2 (A and B) show that drimanial (7.0-70.3 pmol/kg, i.p.) caused a
significant and dose-relatéd inhibition of the neurogenic (0 to 5 min) and inflammatory (1'5 to 30
min) phases of the formalin-induced licking. The calculated ﬁem IDsq values for these effects
were 65.9 (60.6-71.6) and 46.5 (39.7-54.2) pmol/kg, respectively. Drimanial was more efficacy
in inhibiting the inflammatory phase than the neurogenic phase of the formalin response. The
inhibitions observed were 54 + 2 and 67 + 2%, respectively. The i.p. injection of the animals with
drimanial (23.0 umol/kg, 1.p.), given 5 min after the formalin injection, caused a more marked
inhibition of the second phase of the formalin-induced pain than when it was given before the
formalin injection, the inhibitions observed for therapeutic (pre-administered) and prophylactic

(post-administered) treatment were 69 * 3 and 38 + 3%, respectively (Figure 2, C and D).



When co-injected intraplantarly in association with formalin (Figure 2, A and B),
drimanial (2.3-23.0 nmol/paw) also produced a dose-related inhibiﬁon of both the neurogenic
and the inflammatory phases of the formalin test. The calculated mean IDs, values for the early
and the late phase were: 5.9 (4.2-8.4) and 5.4 (4.9-5.9) umol/site, and the inhibitions observed
were 58 + 4 and 60 * 1%, respectively. Given by i.c.v. (0.7-7.0 nmol/site) or i.t. (2.3-23.0
nmol/site) routes, drimanial produced dose-dependent inhibition of both phases of the formalin-
induced licking (Figure 2, A and B). The calculated mean IDs, values for these effects for the
i.c.v. route were 0.9 (0.8-1.0) and 4.1 (3.8-4.4) nmol/site, and for the i.t. rdute they were 18.7
(16.6-21.1) and 19.1 (17.3-21.1) nmol/site, against the early and the late phase of the formalin
response, respectively. The inhibitions observed for the early and the late phase were 53 + 3 and-
73 + 7% for the i.c.v. route, and for the i.t. route they were 53 + 2 and 49 + 3%, respectively.

The previous treatment of the animals with naloxone (13.7 umolkg, i.p.), given '15 min
beforehand, did not significantly reverse the antinociception caused by drimanial (70.3 pmol/kg,
i.p.) against either of the phases of formalin-induced nociception (data not shown). However, the
antinociception produced by morphine (13.3 pmol/kg, s.c.) was significantly reversed (results not
shown).

Spinal excitatory aminoacids and substance P inducing pain-related behavioural in mice

Drimanial (70.3 umol/kg) given by i.p. route significantly inhibited glutamate and trans-
ACPD-induced biting responses in mice (49 + 6 and 93 * 2%, respectively) (Figure 3 A). In
contrast, at the same dose, drimanial had no significant effect against the NMDA, kainate, AMPA
or SP-mediated biting response (Figure 3 A). Morphine given by subcutaneous route (13.3
pumol/kg, 30 min prior) significantly inhibited the glutamate, kainate, trans-ACPD and SP-

mediated biting responses. The inhibitions observed were 78 + 2,55+ 7,58 £ 2 and 81 £ 5 %,



respectively. However, like drimanial, morphine did not significantly inhibit the NMDA and
AMPA-induced biting responses (Figure 3 A). The results in Figure 3 B show that drimanial
(7.0-70.3 umol/kg, i.p.) dose-dependently inhibited the nociceptive response caused by
intrathecal injection of ¢rans-ACPD (metabotropic agonist). The calculated mean IDs, value and
inhibition observed were 23.2 (18.3-29.5) pmol/kg and 93 + 2%, respectively.
Rota-rod test

Drimanial (70.3 pmol/kg, i.p.), given 30 min beforehand, did not significantly affect the
motor response of the animals. The control response in the rota-rod test was 53.3 = 1.7 s versus
54.8 = 1.6 s in the presence of the tested compound (n= 7).

Peripheral excitatory aminoacid-induced paw nociception

Figure 4 A shows that drimanial (2.3-23.0 pmol/kg), given by i.p. route, dose dependently
inhibited the peripheral nociception induced by intraplantar injection of glutamate. The calculated
mean [Dsp value and inhibition observed were 12.3 (10.1-15.0) pmol/kg and 75 + 3%,
respectively. The previous treatment of the animals with morphine (13.3 pmolkg, s.c),
significantly inhibited (93 + 4%) the nociception caused by intraplantar injection of glutamate.

[*H] glutamate binding

The results depicted in Figure 4 B show that drimanial (0.1-30 puM) produced a
significant and concentration-dependent inhibition of [3H]glutamate binding in cerebral cortical
membranes of the mice. The calculated mean ICsy value (and 95% confidence interval) for this
effect was: 4.39 (2.66-7.25) uM, and the maximal percentage of inhibition was 87 = 7 % at 30

uM.



Discusssion

In this study, we show that thé sesquiterpene drimanial, isolated from the bark of the
Brazilian plant Drimys winteri, produces systemic, spinal and supraspinal potent antinociception
according to testing by different models of nociception in mice. However, the antinociceptive
action of drimanial was not reversed by the non-seiéctive opioid antagonist naloxone. In this
respect, the drimanial antinociception seems likely to be independent of the interaction with
opioid pathway. These findings not only confirm but also greatly extend our previous studies
(Tratsk et al., 1997, Mendes et al., 1998; 2000; Malheiros et al., 2001) by demonstrating that both
the sesquiterpenes polygodial and the drimanial present in the bark of the plant Drimys winteri
largely contribute to the use of this plant in folk medicine.

Of great interest are the findings demonstrating for the first time that the antinociception
caused by drimanial is probably related with an action at the glutamatergic pathways, more
specifically via interaction with the metabotropic glutamatergic receptors. This observation
derives from the following results. First, drimanial, on being administered intraperitoneally to
mice, caused dose-dependent inhibition of glutamate-induced nociception when injected directly
into the hindpaw. We have shown recently (Beirith et al., 2002) that in this model of nociception
glutamate apparently acts through peripheral receptors via interaction with NMDA and non-
NMDA receptors by a mechanism, which depends heavily on the activation of L-arginine-nitric
oxide pathway. Secondly and more conclusively with regard to the evidence, drimanial
administered 1.p. markedly attenuated the biting response induced by intrathecal injection of the
metabotropic agonist trans-ACPD and, to a lesser extent, that induced by glutamate. On the other
hand, drimanial did not inhibit the biting response caused by intrathecal injections of NMDA,
AMPA, kainate or SP. These finding strongly suggest that the antinociceptive action of drimanial

depends on its selective interaction with the metabotropic receptor that is sensitive to the trans-



~ACPD. In 'céntrast with drimanial, morphine inhibited glutamate, frans-ACPD, kainate and SP-
inducéd biting. Third, drimanial produced a sigmficant and concentration-dependent inhibition of
[*H]glutamatergic binding in cerebral cortical membranes of mice, with a mean ICso value of
4.39 uM. Although drimanial has relatively low potency in inhibiting glutamate binding sites,
such moderate drimanial potency might be desirable and would‘ explain why it has no relevant
side effects commonly reported with most glutamate receptor antagonists (Parsons, 2001).
However, in contrast to that reported for several GluR antagonists, especially from those that act
at the ionotropic site (see for review Parsons, 2001), the antinocicéption caused by drimanial was
not associated with non-specific effect such as ataxia or motor incoordination, as revealed in the
rota-rod test.

An increasing amount of experimental evidence now indicates that glutamate receptors
(GluRs) are located in the periphery on the nociceptive primary afferent terminals and that they
play a relevant role in the transduction of sensory input at the periphery. Thus, NMDA, AMPA
and kainate receptors are present in dorsal root ganglions (Budai and Larson, 1998; Jia et al,,
1999; see for review Carlton, 2001; Parsons, 2001). Furthermore, injection of L-glutamate or the
selective glutamate agonists NMDA, AMPA or kainate into the rat or mouse hindpaws produces
nociception and mechanical hyperalgesia (Carlton et al., 1995; Zhou et al, 1996; Lawand et al.,
1997; Omote et al., 1998, Beirith et al, 2002).

Pharmacological and electron microscopic studies indicate that group I mGluRs (mGluR1
and mGluRS) are present in peripheral tissues and that the activation of these receptors leads to
increased sensitivity to noxious heat which in turn causes hyperalgesia (Fishér and Coderre,
1996; Boxall et al., 1998; Bhave et al., 2601; Walker et al., 2001 a,b). Fundytus et al. (2001)

showed that knockdown of spinal mGluR1 significantly reduces cold and heat hyperalgesia and



mechanical allodynia in the hindpaw of neuropathic rats. There are-also indications that mGluR 1
is critically important in the inflammation-induced hyperexcitability of spinal cord neﬁrones
(Neugebauer et al., 1994). However, the possibility of the drimanial acts selectivity in mGlul or
mGlu5 receptors remains to be seen in future studies.

The result showing that drimanial given systemically or locally, or by spinal or
supraspinal routes, produces graded inhibition against both phases of the formalin-induced pain
1n mice ils also relevant. There is a great amount of experimental evidence indicating that GluRs
are implicated in formalin-induced nociception (Davidson et.al., 1997; Omote et al., 1998; Vetter
et al., 2001; Yashpal et al,, 2001). Fisher and Coderre (1996) reported that it. injection of
mGluR 1/mGluR S5 agonist dose-dependently enhanced the second phase of formalin-induced pain.
Very recently, using anatomical and pharmacological evidence, Zhou et al. (2001), reported that
peripheral mGlula receptor is present in peripheral cutaneous axons and that activation of these
receptors largely contributes to formalin-induced nociception in the rat. The great inhibition
caused by drimanial, when administered after formalin injection into the hind paw, is very
interesting, since it was not only prophylactic (i.e. producing preemptive analgesia when it was
pre-administered), but was also therapeutic (i.e. effective when post-administered). These
findings might have additional therapeutic implications for the development of a new drug to
treat inflammatory pain.

In conclusion, the results of the present study have shown consistent evidence for the first
time indicating that the sesquiterpene drimanial, given locally into the paw, by systemical,
intrathecal or intracerebroventricular routes, produces dose-related inhibition of formalin-,
glutamate- and frans-ACPD-induced nociception in mice and also glutamate binding in cerebral

_ cortical membranes from mice. In contrast, at the same range of dose, drimanial fails to affect the



NMDA-kainate-AMPA and SP-mediated behaviour pain responses. Taken together, our results
indicate that drimanial or its derivatives might be of potential interest in the effort to develop
glutamate-target therapeutic drugs with improved safety and efficacy for the treatment of

inflammatory and neurophatic pain.
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Legends to-figures
Figure 1 — Molecular structure of the sesquiterpene drimanial.

Figure 2 - Effect of i.p. (O, umol/kg), i.pl. (@, umol/paw), i.c.v. (O, umolssite) or i.t. (O,
umol/site) injection of drimanial against formalin-induced licking (first phase, panel A, and
second phase, panel B) in mice. Panel C and D shows the time-dependent effect of drimanial
against the first and second phase of formalin nociception. Each group represents the mean of 6
to 8 animals and the vertical lines indicate the S.E.M. Control values “C” indicate the animals
injected with the vehicle and the asterisks denote the significance levels, when compared with
control groups (ANOVA) *P < 0.05, **P < 0.01. In some cases, the error lines are hidden within
the symbols. ## Denote the significant levels of mice pre-administered with drimanial when
compared with post-administered, P <0.01 (one-way ANOVA followed by Dunnett’s test).

Figure 3 — Effect of drimanial and morphine on the biting response caused by i.t. injection of
glutamate, NMDA, SP, AMPA, kainate and frans-ACPD in mice (panel A). Panel B shows the
dose-dependent effect of drimanial on the biting response caused by i.t. injection of trans-ACPD
in mice. Each column represents the mean of 6 to 10 animals and vertical lines show S.EM.
Asterisks denote the significance levels in comparison with control group values (one-way
ANOVA followed by Dunnett’s test). **P <0.01.

Figure 4 — Panel A shows the effect of drimanial (O, 2.3-23.0 umol/kg, i.p.) and morphine (8,
13.3 umol/kg, s.c.) on the nociception caused by i.pl. injection of glutamate (30 pmol/paw) in
mouse paw. The asterisks denote the significance levels in comparison with control (glutamate)
values (one-way ANOVA followed by Dunnett’s test), **P < 0.01. Panel B shows the effect of
increasing concentrations of drimanial (0.1-30 uM) on [*H]glutamate binding in cerebral cortex
membranes from mice. Each point represents the mean of three independent experiments (each
experiment was carried out in triplicate) and the vertical lines indicate the S.E.M. The asterisks
denote the significance levels when compared with the control group, ** P <0.01. In some cases,

the error lines are hidden within the symbols.
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