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O receptor de potencial transiente vanildide 1 (TRPV1) é um canal idbnico permeével a cétions
ativado por uma série de estimulos nocivos, como calor, acidificacdo e agentes irritantes como a
capsaicina. Este receptor é responsavel pela deteccdo e transmissao da dor aguda e crénica. Devido
a isso, substancias que modulem a atividade deste receptor apresentam um potencial clinico para o
tratamento da dor. Assim, este trabalho objetiva a possivel interacdo do flavondéide eriodictiol com o
receptor TRPVL1. Inicialmente, observamos que o eriodictiol foi capaz de deslocar o radioligante [3H]-
resiniferatoxina, em ensaio de unido especifica, do receptor TRPV1 com uma concentragdo inibitoria
50% (ICsp) de 46.9 (20.70 - 118.9) nM. Ao mesmo tempo, o eriodictiol também inibiu o influxo de
célcio estimulado por capsaicina com ICsq de 44,4 (15,6 — 125,1) nM, sugerindo que este aja como
um antagonista do receptor. Além disso, também observamos que o eriodictiol induz antinocicepcéo
no teste da capsaicina intraplantar com efeito maximo de 49,0+10.5 e 63,9+4.0 % de inibicdo maxima
para o tratamento oral e intratecal, respectivamente, e com uma dose efetiva 50% (DEsg) de 2,4 (1,0 —
5,5) mg/kg 2,2 (1,6 — 2,9) nmol/site, respectivamente. Além disso, ndo observamos alteracdes na
atividade locomotora ou temperatura corporal dos animais. A administracdo oral de eriodictiol também
foi capaz de prevenir a nocicepgdo induzida por capsaicina intratecal (71,7+5,7 % de inibi¢cdo). Ao
mesmo tempo, o eriodictiol também aboliu a hiperalgesia térmica e reduziu a alodinia mecénica
(62,4+9,2 %) induzidas por adjuvante completo de Freund. Da mesma forma, o eriodictiol também
preveniu totalmente a diminuicéo de tiois ndo protéicos e formagéo de 3-nitrotirosina (3-NT) espinhais
induzidas por capsaicina, ao passo que apresentou atividade antioxidante direta no texto de
neutralizacéo do radical ABTS. Em conclusdo, nossos resultados mostram que o eriodictiol age como
um antagonista do receptor TRPV1, com atividade antioxidante, induzindo antinocicepcdo sem o0s

efeitos colaterais e limitacdes esperados para antagonistas do receptor TRPV1.

Palavras-chave: 3-NT; ensaio de ligagdo especifica, Influxo de calcio, eriodictiol, dor,
TRPV1, tiois.
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The transient receptor potential vanilloid 1 (TRPV1) is a calcium permeable channel
responsible for the transduction and modulation of acute and chronic pain signaling, being a potential
target for treatment of different pain disorders. In spite of that, AMG517, a TRPV1 antagonist, presents
several clinical limitations, such as the development of severe hypertermia. The aim of this study was
to investigate the possible interaction of the flavonoid eriodictyol with the TRPV1 receptor and its
putative antinociceptive and hyperthermic effect. Eriodictyol was able to displace the [3H]-
resiniferatoxin binding (ICso = 47 (21 - 119) nM) and to inhibit the calcium influx mediated by capsaicin
(ICso = 44 (16 — 125) nM), suggesting that eriodictyol acts as a TRPV1 antagonist. Moreover,
eriodictyol induces antinociception in the intraplantar capsaicin test, with maximal effect of 49+10 and
64+4% of inhibition for oral (EDsy = 2 (1-5) mg/kg) and intrathecal (EDs, = 2 (1-3) nmol/site) routes,
respectively. Concomitantly, eriodictyol did not induce any alteration on body temperature or
locomotor activity. Orally administered eriodictyol (4.5 mg/kg) prevented the nociception induced by
intrathecal injection of capsaicin (72+6% of inhibition), the non-protein thiol loss and the 3-nitrotyronise
(3-NT) formation induced by capsaicin in spinal cord. Eriodictyol (4.5 mg/kg, p.o.) also reduced the
thermal hyperalgesia (100% of inhibition) and mechanical allodynia (62+9% of inhibition) elicited by
complete Freund’s adjuvant (CFA) paw injection. In conclusion, Eriodictyol acts as an antagonist of
TRPV1 receptor and an antioxidant, inducing antinociception without some side effects and limitations

expected for TRPV1 antagonists, as hyperthermia.

Keywords: 3-NT, Binding, Calcium Influx, Eriodictyol, Pain, TRPV1, Thiol.
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1. APRESENTACAO



Apresentacao 2

Os resultados que fazem parte desta dissertagdo estdo apresentados sob a
forma de artigo, o qual se encontra no item artigo. As secdes Materiais e Métodos e
Resultados, encontram-se no proprio artigo.

Os itens discussao, conclusdes e referéncias bibliograficas encontram-se no
final desta dissertacao.

As referéncias bibliograficas referem-se somente as citacbes que aparecem
nos itens introducéo, revisédo de literatura e discussao desta dissertacao.

O artigo esta estruturado de acordo com as normas da revista cientifica

Biochemical Pharmacology a qual foi submetido.



2. INTRODUCAO



Os receptores de potencial transitorio (TRP) sdo uma superfamilia de canais
ibnicos formados por seis dominios transmembrana permedveis a cations,
principalmente calcio (Nilius et al., 2007). O receptor TRPV1 pertence a subfamilia
vaniloide e é ativado por uma série de estimulos nocivos, como calor, acidificacédo e
agentes irritantes quimicos como a capsaicina (principio ativo da pimenta vermelha)
Este receptor é estimulado também por diferentes substancias endégenas, como a
anandamida e leucotrieno B4. Atualmente, tem-se observado a participacdo deste
receptor em uma série de condi¢bes patoldgicas, como processos inflamatoérios e
neuropéaticos (Caterina et al., 1997; Montell, 2005).

De fato, ja foi demonstrado que antagonistas do receptor TRPV1 apresentam
um grande potencial antinociceptivo em diferentes modelos de dor em animais, tanto
em dores inflamatérias crénicas quando de origem neuropatica (Honore et al., 2005;
Pomonis et al., 2003). Além disso, sua participacdo também ja foi demonstrada no
processo de integracdo e transmissdo espinhal da dor (Caterina et al., 2000;
Bolcskei et al., 2005; Ta et al., 2010). Desse modo, a modulacédo farmacolégica do
receptor TRPV1 tem sido apontada como uma importante terapia para o controle de
dores de dificil tratamento, como neuropatias (Wong et al., 2009).

Recentemente foi realizada uma triagem em humanos utilizando o
antagonista AMG517. Antes da concluséo do trabalho, os testes foram interrompidos
devido ao desenvolvimento de efeitos adversos graves, como hipertermia (Gavva et
al., 2008). Por isso, a procura por novas substancias que sejam capazes de atuar
sobre o receptor TRPV1 com o desenvolvimento de nenhum efeito adverso, ou
efeitos menos graves é necessaria. Como esse intuito, nosso grupo de pesquisa
vem desenvolvendo triagens com compostos isolados de plantas com atividade
antinociceptiva para descobrir moléculas naturais que atuem sobre este receptor.
Durante estes testes, descobrimos o composto eriodictiol (3, 4', 5, 7-
tetrahidroxiflavanona), um flavondide com algumas caracteristicas estruturais
geralmente encontradas em ligantes do receptor TRPV1 (Figura 1). Comparando
suas estruturas, é possivel identificar regifes bioisostéricas entre as duas moléculas
(Figura 1: destaque em azul) localizadas na regido A, responsavel por conferir
afinidade ao sitio vanildide, e também na regido B, responsavel por conferir uma
conformacao estruturar favoravel a interacdo da molécula com o receptor (Walpole
et al.,, 1993a; Walpole et al., 1993b). Além disso, o eriodictiol também apresenta

atividade antioxidante (Koleckar et al., 2008) e alguns trabalhos indicam que



compostos com esse tipo de atividade, como a N-acetilcisteina (NAC) induzem
antinocicepgao em diferentes testes de dor em animais (Hacimuftuoglu et al., 2006).
Assim, esse efeito poderia contribuir para uma possivel atividade antinociceptiva do
eriodictiol.

Devido a isso, 0 objetivo deste trabalho foi caracterizar a possivel interacéo
do eriodictiol com o receptor TRPV1 e caracterizar sua atividade antinociceptiva e

hipertermiante.

" ) O OH
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® (59
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Figura 1: Estrutura quimica dos ligantes do receptor TRPV1 (A) capsaicina e (B) o flavondide
eriodictiol (3', 4', 5, 7- tetrahidroxiflavanona). As regides destacadas em azul representam as regides
bioisostéricas entre as duas estruturas, o circulo preto indica a regido A e o circulo cinza indica a

regido B.
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3.1. Objetivo geral

Investigar a possivel interagdo do flavondide eriodictiol com o receptor TRPV1

e caracterizar sua atividade antinociceptiva e hipertermiante.

3.2. Objetivos especificos

> Investigar se o eriodictiol desloca o radioligante [°H]-resiniferatoxina do sitio

vaniléide do receptor TRPV1 em ensaio de ligacédo especifica;

» Avaliar se o flavondide eriodictiol inibe o influxo de calcio estimulado por

capsaicina, em sinaptossomas;

» Averiguar se o eriodictiol prevene a nocicepcdo induzida por capsaicina

guando administrado por via oral e intratecal,

» Verificar se o eriodictiol apresenta efeito anti-hiperalgésico e anti-alodinico em

um modelo de inflamacgé&o cronica induzida por adjuvante;

» Pesquisar se o eriodictiol promove alteracdes na temperatura corporal dos

animais tratados

» Investigar a possivel atividade antioxidante in vitro e in vivo do eriodictiol.
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4.1. Canais de potencial transitério - TRP

A histéria dos receptores de potencial transitério (TRP) comeca na década de
1960, quando Cosens e Manning (1969) descreveram pela primeira vez a existéncia
de uma variante mutante de Drosophila meganobaster que se apresentava cega.
Analisando seu sistema visual, foi observado que o fotoceptor apresentava uma
resposta transiente a estimulacéo luminosa prolongada, enquanto que o fotoceptor
normal apresentava uma resposta continua. Vinte anos ap0s esta descoberta, 0s
pesquisadores Montell e Rubin (1989) descreveram a presenca de uma proteina
composta por 1275 aminoacidos dispostos em aproximadamente oito segmentos
transmembra, sem homologia a outros receptores descritos até entdo.
Posteriormente foi encontrado o gene que codificava esta proteina, denominado trp-
like (trpl), e observado que esta proteina apresentava homologia com a regido do
sensor de voltagem de alguns canais de célcio, indicando que este gene codificasse
subunidades de um canal permeével a calcio (Phillips et al. 1992).

A primeira homologia para o TRP descrito em vertebrados foi feita na década
de 1990, quando Peterson e colaboradores (1995) descreveram a existéncia de TRP
em od6citos de Xenopus e também em camundongos. Posteriormente, Wes e
colaboradores (1995) também identificaram uma proteina homéloga ao TRP em
humanos, e este foi denominado TRPC1 (canbnico). Esta primeira descoberta
impulsionou a pesquisa por outras proteinas e canais homoélogos do TRP em
humanos e outras espécies. Até hoje, ja foram descritos isoformas TRP em 29
vertebrados, divididos inicialmente em trés subfamilias (C — candnico V - vaniléide e
M — melastatina; Harteneck et al. 2000), e posteriormente em outras 4 subfamilias (P
— policistina, ML — mucolipina, A — anquirina, N — ndo sensivel a estimulo mecéanico
C; Clapham, 2003).
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Figura 1: Diviséo das subfamilias dos canais TRP. Adaptado de Peters et al/ Science STKE, 2005.

Atualmente, compreende-se que 0s receptores de potencial transitorio (TRP)
sdo uma familia de canais i6nicos com a capacidade de permear cétions,
principalmente célcio. Apesar das teorias iniciais descreverem a existéncia de oito
dominios transmembrana, técnicas de imagem por microscopia eletrbnica e
bioguimica demonstraram que na verdade, os canais TRP sdo formados por seis
dominios transmembrana com a regido formadora do poro entre as regides cinco e
seis, e a regido sensor de voltagem entre as regides um e quatro (Latorre et al,
2009). A cauda C e N terminal apresentam-se voltadas para o lado intracelular, com
carater fortemente hidrofébico (Figura 2) (Gaudet, 2009).

A regido C terminal apresenta variacdo dentre os diferentes tipos de canais
TRP, apresentando diferentes sitios e também uma regido conservada (dominio
TRP ou TRP box). Esta udltima regido apresenta-se conservada em 11 das 13
isoformas conhecidas em mamiferos atualmente, sendo utilizada como marcador
para o rastreamento destes canais. Além disso, alguns canais ainda apresentam

sitio de ligacédo para calmodulina, como o TRPV, ou dominios enzimaticos, como 0s
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TRPM (Zhu, 2005). Acredita-se também que estes canais possam se apresentar
como homdmeros tetraméricos (Stribing et al., 2001).

A regido N terminal apresenta-se formada por uma série de residuos de
anquirina, presente na maioria dos canais TRP. Estes residuos estdo dispostos
como tijolos empilhados, formando uma superficie estavel e rigida para o
acoplamento de diversas proteinas ao receptor. Além disso, estes dominios servem
como ancoras para o transito do receptor de vesiculas até a membrana plasmaética,
e também para a sua estabilizacdo com a mesma e o cito esqueleto celular. Para
alguns receptores, como os TRPVs, alterac6es nesta regidao implicam em uma nao

funcionalidade do mesmo (Montell et al., 2005).

TRPC TRPV TRPM TRPA TRPN
TRPC1 TRPV1 TRPM7

Intracelular

”L

l Residuos de anquirina
| Dominio TRP

I Dominio para quinases
(Poro

— <

Figura 2: Representacéo espacial da estrutura das diferentes familias de receptores TRP. Adaptado

de Montell / Science's STKE: signal transduction knowledge environment, 2005.

A maioria dos TRPs age como sensores fisioldgicos a estimulos externos,

sejam estimulos térmicos, quimicos (variagbes de pH e osmolaridade), sonoros ou
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luminosos. Apesar disso, também sdo capazes de responder a uma gama de
substancias endégenas como lipidios, nucleotideos, produtos do estresse oxidativo
e acucares (Jara-Oseguera et al., 2008). Apesar dessas diferencas, os canais TRP,
com excecao do TRPM4/5, possuem como fungdo controlar a concentracdo de
célcio (Ca™) intracelular. Com isso, a ativacdo destes canais leva a ativacdo de uma
série de enzimas sensiveis a calcio, como 6xido nitrico sintase (NOS) e outras
enzimas do tipo quinase, bem como transcricdo génica (Tai et al., 2007).

Apesar de se localizarem principalmente na membrana celular, alguns TRP
podem ainda ser encontrados em algumas organelas, como reticulo endoplasmatico

e mitocondria (Nelson et al., 2010).

4.2. Receptor de potencial transitério vanildide 1 — TRPV1

4.2.1. Caracterizacao histérica

Desde 7000 a.C., diferentes preparag0es de plantas e produtos naturais sao
utilizadas para o tratamento de diferentes sintomas e doencgas. Classicamente, sabe-
se que o extrato da pimenta vermelha, quando aplicado topicamente provoca
vermelhiddo, inchaco e dor, muitas vezes descrita como queimacdo. Além desses
aspectos negativos, aplicacbes repetidas desse extrato levavam a perda de
sensibilidade dolorosa, 0 que muitas vezes culminou na aplicacdo do extrato como
tratamento para diferentes tipos de dores. Apesar disso, 0 mecanismo pelo qual isso
ocorria permanecia incerto (Calixto et al., 2005).

Pesquisando pelos componentes ativos dessa preparagdo, em 1846 foi
isolado pela primeira vez a substancia responsavel pela pungéncia da pimenta, bem
como pelas alteracfes fisioldgicas observadas apds a aplicacdo deste extrato de
pimenta, que foi denominada capsaicina. Em 1919, foi descrito pela primeira vez a
estrutura quimica e o processo de sintese da capsaicina (N-vanillinonanamide)
(Para reviséo do historico de uso da capsaicina ver Calixto et al., 2005).

Buscando pelos mecanismos bioldgicos pelo qual a capsaicina apresentava
seus efeitos, Jancsé et al.,, 1977 observaram que a capsaicina era capaz de

promover a ativacdo de algumas populacdes de neurdnios em culturas de células,
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mas nado de todos de uma forma geral. Isso sugeriu a existéncia de um alvo
especifico para a capsaicina. A partir dessa observacgéao, foi sugerida a existéncia de
um receptor especifico para esta substancia que foi denominado receptor vanildide
(VR), devido ao grupamento vaniloide presente na capsaicina (Szolcsanyi e Jancso-
Gabor, 1975). A partir dessa proposta, varios experimentos foram realizados para i
iIsolamento do VR, usando diferentes radioligantes, entre eles dihidrocapsaicina, um
analogo estrutural hidrossoluvel da capsaicina (James et al., 1988). Apesar disso,
estes estudos nao obtiveram sucesso, devido a relativa baixa potencia da capsaicina
e seus analogos, e também devido a sua hidrofobicidade.

Apesar disso, Szallasi e Blumberg (1989) caracterizaram os efeitos descritos
a partir da aplicacdo de resiniferatoxina (RTX), extraida da planta Euphorbia
resinifera (Euphorbiaceae) como sendo devido a ativacdo do VR. Até entdo,
esperava-se que a RTX agisse como outros ésteres de forbol, agindo através da
ativagdo de proteinas quinase. Ao contrario do que se esperava, esta substancia
nao apresentava 0S grupos quimicos necessarios para isso (Driedger e Blumberg,
1980). Concomitantemente, a RTX era capaz de induzir alteracdes fisiologicas
semelhancas as observadas apds a aplicacdo de capsaicina (hipotermia, dor,
inflamacdo neurogénica), além de apresentar um grupo homovanilil, presente
também na capsaicina. Posteriormente foi demonstrado que a RTX é também um
possivel ligante do receptor VR, aproximadamente vinte vezes mais potente e com
maior hidrofilicidade que a capsaicina. Essa descoberta possibilitou a sintese de um
radioligante com caracteristicas quimicas proprias para o desenvolvimento de um
ensaio de unido especifica (Szallasi e Blumberg, 1990). Esse dado permitiu mapear
a distribuicdo do VR em diferentes tecidos, como medula espinhal, ganglio da raiz
dorsal (DRG) epitélio urogenital, mucosa nasal e do célon de diferentes espécies,
como ratos, camundongos e humanos (Szallasi e Blumberg, 1991; Szallasi et al.,
1993).

O proximo marco na historia do VR se deu no final da década de noventa,
guando o grupo de pesquisadores liderados por David Julius iniciou a busca pelo
gene que codificava o VR. Para isso, foi inicialmente isolado o DNA complementar
(cDNA) da proteina responsavel pela ligagdo da capsaicina. Posteriormente, células
eucaridticas foram transfectadas com diferentes fragmentos do DNA de neurdnios
de ratos responsiveis a capsaicina, separados em diferentes grupos (pools).

Utilizando ensaios de imagem para Ca’" intracelular, foram selecionadas as
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linhagens tranfectadas responsivas a capsaicina. Apds, 0s pools utilizados nessas
linhagens foram novamente divididos em pools menores e novamente tranfectados
em células eucaridticas. Esse processo foi repetido até o isolamento de um anico
gene responsavel pela proteina com afinidade pela capsaicina, que promovia 0
aumento na concentracgdo intracelular de Ca™. Este gene codificava uma proteina
composta por 838 aminoacidos com uma estrutura semelhante ao dos receptores
TRP, que promovia uma corrente de membrana e dessensibilizagdo dependente de
Ca' (Caterina et al., 1997). A partir desse ponto, o até entdo chamado receptor
vanildide (VR) passou a integrar a familia dos TRPs, formando um novo subtipo —

vaniléide, sendo assim chamado TRPV1.

4.2.2. Aspectos gerais

O canal TRPV1 é formado por seis dominios transmembrana e um
prolongamento hidrofébico formador do poro, localizado entre as regides cinco e
seis. Similarmente aos demais receptores TRP, o TRPV1 provavelmente forma um
homotetramero funcional, onde todos os mondémeros contribuem para a formacéo do
poro e seletividade do canal (Tominaga et al., 2005; Ferrer-Montiel et al., 2004).
Atualmente, sua expressao ja foi descrita em diferentes tecidos, como todos os
ganglios sensoriais (DRG, trigeminal e vagal) e fibras sensoriais do tipo C e Ad.
Todas essas fibras sdo peptidérgicas, contendo diferentes neurotransmissores,
como substancia P e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP)
(Caterina et al.,, 1997, Szallasi e Blumberg, 1999). O TRPV1 também pode ser
encontrado no sistema nervosa central (SNC) e outros tecidos ndo neuronais, como
queratinécitos, mastocitos, foliculo capilar, células musculares lisas, bexiga, figado,
rim, baco e pulméo (Sokabe e Tominaga, 2009).

Fisiologicamente, este receptor é responsavel pelo reconhecimento de varias
modalidades de estimulos nocivos, como aumento de temperatura (>43°C),
diminuicdo do pH (< 5.2) (Caterina et al., 1997). Até recentemente, ndo era claro
como alteracdes de temperatura eram capazes de promover a ativacdo do receptor
TRPV1. Recentemente foi proposto que a regido distal da cauda C terminal é

responsavel pelo reconhecimento deste tipo de estimulo (Vlachova et al., 2003).
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Este receptor também pode ser ativado por diferentes substancias quimicas
produzidas no organismo, de modo geral lipidios, como anandamida, acido 12-
hidroperoxi-eicosatetraenéico (12-HPETE), N-araquidonoil dopamina (NADA) e
metabolitos do acido linoléico oxidado (Hwang et al., 2000; Shu et al., 2009;
Patwardhan et al., 2010), e diferentes lipidios, como prostandides e anandamida
(Jara-Oseguera et al., 2008). Essa caracteristica € muito importante do ponto de
vista farmacolégico, pois o sitio de ligacdo vanildide esta localizado na face
intracelular do receptor. Assim, é necessario que as substancias apresentem
lipofilicidade suficiente para atravessar a membrana plasmatica e interagir com o
sitio. No TRPV1 de roedores, existem sitios de ligagdo para estas substancias tanto
na cauda N terminal (Argl114) quanto na C terminal (Glu761) (Jung et al., 2002).
Além disso, outros sitios, como a Tyr511 localizado no dominio transmembrana
guatro € necessario para a atividade da capsaicina, enquanto a Met547 € necessaria
para a atividade da RTX. Outros dominios também sdo necessarios para a atividade
de diferentes agonistas lipofilicos, como Thr550 (grupamento vanilil), Trp549 e
Ser512 (Chou et al., 2004).

O receptor TRPV1 apresenta 18 residuos de cisteina em sua sequéncia
priméria, o que levou diferentes grupos a pesquisar por possiveis modulacfes redox
de sua atividade. Neste ambito, ja foi descrito que agentes redutores como a
glutationa e o ditioteriol (DTT) séo capazes de promover uma diminui¢cdo do limiar de
ativacdo do receptor a temperaturas. Mutacdes sitio-dirigido para a Cys621
identificaram um sitio de modulacao redox extracelular, principalmente para agentes
redutores. Apesar disso, ja foi demonstrado que alguns agentes oxidantes, como a
cloramina-T, e agentes alquilantes sdo também capazes de promover uma
diminuicdo no limiar de ativagdo térmico do receptor TRPV1 (Susankova et al.,
2006). A partir desses dados, é possivel supor que o receptor TRPV1 também se
apresente como um sensor do estado redox da célula, explicando a sua participacao
em diferentes patologias, como isquemia e inflamacao, nos quais ja foi evidenciado
o desenvolvimento de estresse oxidativo (Lakhan et al., 2009; Mirshafiey et al.,
2008).

Aléem de atuar como um importante receptor para diferentes tipos de
estimulos endogenos e exdégenos, o TRPV1 também pode ser modulado por
substancias quimicas derivadas de diferentes produtos naturais (Calixto et al., 2005).

O maior exemplo disso sdo a capsaicina e a RTX, agonistas deste receptor que
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possibilitaram sua caracterizacdo e seqienciamento. Além destes ligantes, outros ja

foram descritos também, e sdo responsaveis pelas caracteristicas sensoriais

apresentadas por diferentes tipos de alimentos e resinas. Abaixo € descrito uma

série de compostos isolados de plantas que agem sobre o receptor TRPV1, tanto de

forma agonista quanto antagonista (Tabela 1).

Ligantes de origem natural de receptor TRPV1

Classe Composto Origem Atividade
Capsaicinoides Capsaicina Capsiun sp. Agonista
Capsiato Capsiun sp. Agonista
Piperina Piper nigrum Agonista
Eugenol Ostissimum grastissimum Agonista néo seletivo
Forbol RTX Euphorbia resinifera Agonista
Acidos graxos Acido ricinoléico Ricinus communis Agonista

Ginsenosideos

Canabinoides

Dialdeidos

Outros Terpenos

Gingerol

Ginsenosideo

Canabinal

Drimanial

Polygodial

Tapsigargina

Isoveleral

[8]-Gingerol

[6]-Gingerol

Panax ginses

Cannabis sativa

Drimis winteri

Polygonum hydropiper

Thapsia garganica

Lactarius
vellereus

Zingiber
officinale

Zingiber
officinale

Agonista antagonista
misto

Agonista

Agonistas ndo seletivos

Agonistas nao seletivos

Antagonista ndo seletivo

Agonista antagonista
misto

Agonista nao seletivo

Agonista néo seletivo

Tabela 1: Produtos naturais com afinidade pelo receptor TRPV1, classificados de acordo com sua

origem. Adaptado de Calixto et al. / Pharmacology & Therapeutics (2005).
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4.2.3. TRPV1 e nocicepcao

Dor é a denominacdo dada a sensacdo fisica ou emocional provocada por
uma estimulacdo desagradavel ou lesiva ao organismo. Fisiologicamente, a dor
possui um carater protetor importante, indispensavel a manutencédo da integridade
fisica (dor nociceptiva). Apesar disso, em algumas condi¢bes, a dor torna-se
desnecessario, seja por sua intensidade ou duracao, caracterizando uma condi¢cao
patolégica por si s6. Os componentes sensoriais da dor sdo denominados
nocicepcao e inclui o processo de reconhecimento e deteccdo do estimulo, a
geracdo de um potencial de acéo a partir dessa estimulacdo e a transmissao dessa
informacdo até os centros de reconhecimento da dor. Além disso, em condi¢des
patolégicas podem ocorrer alteragcdes na capacidade de percepcdo de estimulos
nocivos, fazendo com que estimulos in6cuos sejam percebidos como nocivos
(alodinia) ou desenvolvendo uma sensibilidade aumentada a estimulos dolorosos
(hiperalgesia) (Loeser e Treeder, 2008).

Na periferia do organismo encontram-se terminacdes nervosas livres
denominadas nociceptores. Estas terminacbes sdo formadas por axoénios
provenientes dos ganglios da raiz dorsal (DRG), formando em sua maioria fibras do
tipo Ad e C. Nestas terminagdes nervosas livre encontra-me uma diversidade de
receptores capazes de reconhecer diferentes tipos de estimulos, sejam estes de
ordem mecanica, quimica ou térmica. Uma vez que este estimulo nocivo seja
reconhecido pelo nociceptor, é gerado um potencial de acdo que sera transmitido
até a medula espinhal, principalmente até as laminas superficiais (I e Il) do corno
dorsal. Neste local ocorre entdo a integracdo das diferentes modalidades de
estimulos nocivos oriundos da periferia do organismo e a organizacdo de uma
resposta reflexa a este. Esta resposta é desencadeada de forma involuntaria com o
intuito de afastar o membro afetado da fonte geradora do estimulo (Scholz e Wolf,
2002).

Uma vez realizado este processo, € possivel que ocorra a geracdo de uma
resposta reflexa a esta estimulagdo nociva, com o intuito de afastar o membro
afetado da fonte de estimulo. Além disso, este sinal também é enviado a centros
supra-espinhais, como talamo, amigdala e cértex frontal, onde estes estimulos serdo

devidamente reconhecidos e discriminados como tal (Hunt e Mantyh, 2001).
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Tanto perifericamente, no nociceptor, quanto centralmente, na medula
espinhal, um dos principais receptores e realizar o reconhecimento e integragao dos
estimulos nociceptivos é o TRPV1. A expressdo deste receptor ja foi observada nos
terminais dos aferentes primarios, onde apresenta a funcdo de detectar diferentes
modalidades de estimulacdo, como elevacéo nociva da temperatura e também reagir
a presenca de alguns irritantes quimicos (Immke e Gavva, 2006). Além disso, ja
foram identificadas proje¢des vagais responsivas a capsaicina inervando diferentes
orgaos (Zhao et al., 2009). Utilizando diferentes métodos de inativacdo do TRPV1,
tanto por ablacdo génica quanto por dessensibilizacdo do receptor, é possivel
observar alteracdes na capacidade de percepcao de diferentes estimulos, bem como
no limiar da dor, reforcando a importancia do receptor TRPV1 da deteccao da dor
(Schumacher, 2010).

Apesar de sua clara importancia periférica, ja foi demonstrado que o TRPV1
participa do processo de integracdo e transmissao espinhal da dor. Isso foi
inicialmente observado pela presenca de imunoreatividade contra este receptor nas
laminas superficiais da medula espinhal. Além disso, expressdo do receptor ja foi
observada também no nucleo trigeminal e DRG (Tominaga et al. 1998)

Reforcando este fato, ensaios farmacolégicos demonstram o efeito de
antagonistas em ambos os sitios (perifericamente e centralmente), em diferentes
modelos animais e também em humanos (Gavva et al., 2008). Estudos recentes
demonstraram a participagédo deste receptor em diferentes condi¢bes patoldgicas na
qual a dor apresenta-se com um dos principais sintomas. Tanto em humanos quanto
em roedores, foi observado que a dessensibilizacdo com capsaicina é capaz de
promover uma diminuicdo da dor apresentado em quadros inflamatérios cronicos e
neuropaticos (Szabo et al., 2005). Nesses processos, sabe-se que a ativagdo V1 é
responsavel ndo s6 pelo desenvolvimento de dor espontanea, mas também de
alguns disturbios sensoriais da dor apresentados pelos pacientes, como alodinia
(reconhecimento de estimulos inGcuos como nocivos) e a hiperalgesia (percepcgéao

exagerada da dor) (Knotkova et al., 2008).
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4.3. Estresse Oxidativo

4.3.1. Fontes geradoras de espécies reativas

Durante os processos metabdlicos, a cadeia mitocondrial transportadora de
elétrons produz energia na forma de adenosina trifosfato (ATP). Durante esse
processo, a mitocondria consome oxigénio molecular (O,) como aceptor final para os
elétrons transportados durante a cadeia de transporte de elétrons. Apesar disso,
cerca de 5% de todo o oxigénio fica incompletamente reduzido, originando o anion
superoxido (O2). Este apresenta um elétron desemparelhado em sua Gltima camada
eletrbnica, o que o torna uma espécie reativa (ER), podendo interagir com outros
componentes celulares (Murphy 2009).

Além da mitocdndria, outras fontes podem formar o anion superéxido, dentre
estas, as enzimas NADPH oxidase. Esta enzima é composta por um complexo
protéico dividido em sete subunidades divididas em dois complexos: um ancorado a
membrana plasmética e outro no citoplasma. Quando ocorre a fosforilacdo do
complexo citosdlico, esse migra para a membrana, acoplando-se ao complexo da
membrana. Nesta conformacdo, a enzima passa a sua forma ativa e promove a
oxidacdo do O, a O, a custa de adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH).
Outra enzima produtora de O, e a xantina oxidase. Esta enzima promove a
oxidacdo da xantina a 4cido Urico, e consequente, no processo ocorre oxidacdo do
0, a O, (Shibata e Kobayashi, 2008).

Outra ER formada no organismo € o gas oOxido nitrico (NO), formado pela
acdo da enzima oxido nitrico sintase (NOS) através da conversdo de L-arginina em
L-citrulina, com a consequente liberagdo de NO. Esta ER difere das demais por
apresentar seu elétron desemparelhado no atomo de nitrogénio, e ndo no atomo de
oxigénio como as demais. Da mesma forma, como as demais ER, o NO é capaz de
interagir com uma diversidade de alvos, como residuos de cisteina (nitragdo
protéica), promovendo alteracdo ou perda da funcdo celular. Além disso, o NO é
capaz de reagir diretamente com o O,, formando o radical peroxinitrito (ONOQO)
(Beckman et al., 1990). Da mesma forma, esta ER pode promover alteracbes em
diversas proteinas, interagindo com residuos de tirosina, formando 3-nitrotirosina (3-

NT; nitrosinagdo protéica) (Cenini et al., 2008).
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4.3.2. Estresse oxidativo

Apesar de serem formadas durante a atividade celular normal, € de extrema
necessidade que a célula seja capaz de manter as ERs em niveis controlados, pois
estas podem interagir com diferentes tipos de biomoléculas (acidos nucléicos,
lipidios e proteinas), promovendo alteracdo em sua funcionalidade. Devido a isso, 0s
sistemas celulares desenvolveram uma série de mecanismos para neutralizar esta
espécie, convertendo-a em outras moléculas menos reativas. Nos mamiferos, existe
uma série de mecanismos desenvolvidos com o intuido de promover a neutralizacéao
ou diminuicdo da reatividade destes produtos formados. Estes mecanismos Sao
compostos tanto por diferentes tipos de substancias que sédo capazes de promover
uma reducédo direta dessas substancias quanto por sistemas enzimaticos (Valko et
al., 2006). Dentre os sistemas enzimaticos, a primeira linha de defesa sédo as
enzimas superoxido dismutase (SOD) e glutationa oxidase (GOx), que convertem o
anion superoxido a peréxido de hidrogénio (H20,). Apesar de apresentar uma menor
reatividade, o H,O, pode ainda interagir com biomoléculas, além de ser clivado na
presenca de metais divalentes, como o Fe'", formando o radical hidroxil (-OH).
Devido a isso, existe uma segunda linha de defesa contra ERs, formada pelas
enzimas catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), que promovem a reduc¢ao do
H.O, a agua (Halliwell e Gutteridge, 2000).

Além das defesas enzimaticas, nosso organismo apresenta uma série de
compostos capazes de neutralizar ER de forma independente de enzimas. Dentre
estas, destacam-se 0os compostos tidlicos nao-protéicos, como a glutationa (Moran
et al., 2001). Este composto tidlico € formado por trés aminoacidos, glutamato,
cisteina e glicina, representa a maior parte dos mecanismos antioxidantes nao
enzimaticos das células, além de atuar como substrato para atividade antioxidante
de alguns sistemas antioxidantes, como a GOx e GPx. Além da glutationa, outras
substancias podem agir de forma similar, como o acido ascérbico (vitamina C) e
também a vitamina E, sendo que esta representa a maior defesa antioxidante dos
compartimentos lipofilicos, como membranas plasmaticas (Jialal et al., 2002).

Apesar da existéncia de um grande arsenal de substancias e sistemas
capazes de neutralizar estas espécies, em algumas situacdes patolégicas pode
ocorrer um desequilibrio neste balanco. Nestas situacdes, seja pela perda da

capacidade de neutralizar as ERs formadas ou por sua produgao excessiva, as ERs
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podem interagir com diferentes tipos de biomoléculas como proteinas e lipidios. O
processo quimico de oxidacdo pode provocar diversos tipos de alteracdo, desde um
ganho ou perda de fungéo até a inativacao total de sua funcionalidade. A esse grupo
de alteracdes funcionais causadas pela perda de controle sobre as ERs chama-se
estresse oxidativo (Starkov, 2008). Um exemplo das conseqUéncias deletérias
dessas alteracdes € o desencadeamento de necrose/apoptose celular consequente
da danificacdo do material genético ou de organelas como a mitocondria e a
inativacdo de enzimas vitais ao funcionamento celular, como a SOD (Norberg et al.,
2010; Yamakura et al., 1998). Além disso, 0 processo de oxidacdo ndo enzimatico
de algumas substancias, como acidos graxos e lipidios de membrana, promove a
formacao de varios compostos intermediarios, como diferentes tipos de perdxidos
organicos (radical peroxil), e também produtos finais, em sua maioria aldeidos
reativos como 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE) e malonildialdeido (MDA). Ao contrario
do que se achava antigamente, hoje se sabe que estas substancias ndo sdo meros
produtos secundarios ao estresse oxidativo, e sim compostos biologicamente ativos.
Ja foi demonstrado que 4-HNE € capaz de atuar em diferentes alvos, como
receptores de membrana alterando a sua funcdo ou agindo como agonistas
enddgenos (Roede e Jones, 2010).
Principais Espécies Reativas Produzidas Fisiologicamente

Espécie reativa Caracteristicas Fontes Produtoras
Anion superoxido - Estado de reducgéo Cadeia de transporte elétrons
*O- univalente do O, Xantina oxidase

- Oxidagao de ferroproteinas NADPH oxidase
Peréxido de hidrogénio - Estado divalente do O, Superéxido dismutase
H.0; - Lipossolavel Glutationa oxidase
Radical hidroxil - Estado de reducéo trivalente Reacéo de Fenton
*OH - Elevada reatividade Decomposi¢do do peroxinitrito.
Radical peroxil - Radical organico Peroxidacao lipidica
RO-
Oxido nitrico - Gas reativo Oxido nitrico sintase
NO- - Rapida difuséo Reducao dos estoques de nitrato/nitrito

- Baixo tempo de meia vida
Peroxinitrito - Gés de elevada reatividade Formado pela entre 0 *O,- e 0 NO-
OONO- - Répida difusdo

- Baixo tempo de meia vida

Tabela 2: Produgéo e caracteristicas das principais espécies reativas formadas no organismo.


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Reac%C3%A7%C3%A3o_de_Fenton&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Peroxinitrito&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Composto_org%C3%A2nico
http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%93xido_n%C3%ADtrico
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Peroxinitrito&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%93xido_n%C3%ADtrico
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4.3.3. Estresse oxidativo e nocicepgéo

O desequilibrio do estado redox celular, caracterizado como estresse
oxidativo ja foi observado em diferentes tipos de estados patologicos, como artrite
reumatoéide, lesdo da isquemia-reperfusdo, diabetes, bem como nas doencas de
Alzheimer e Parkinson. Nestes quadros, as ERs foram apontadas como mecanismos
de lesdo celular, bem como mantenedoras do processo patolégico. Da mesma
forma, foi evidenciado que o tratamento com substancias antioxidantes promove
uma melhora do quadro clinico em humanos, bem como em modelos animais (Perez
et al., 2003; Hacimuftuoglu et al., 2006). Um dos principais processos em que vem
se observando uma grande participacdo destas ERs é na transmisséo da dor.

A participacdo de ERs na producdo da dor foi inicialmente evidenciada em
estudos in vitro, onde o H,O,, O, e -OH estimularam nociceptores (terminacoes
periféricas livres de fibras sensoriais sensiveis a estimulos nocivos) cardiacos e
cutaneos, especialmente apés isquemia ou aplicacdo de mediadores inflamatérios
(Kress et al., 1995; Huang et al., 1995). Estudos in vivo demonstraram que o
tratamento sistémico com antioxidantes reduz a nocicep¢ao produzida por diferentes
estimulos agressivos (Guedes et al.,, 2006; Kim et al., 2004). Além do papel
periférico, a participacdo central das espécies reativas também ja foi evidenciada
através da administracdo intratecal de antioxidantes e observacdo de seu efeito
antinociceptivo (Wang et al., 2004, Rossato et al., 2010).

Na transmisséo da dor, a medula espinhal atua como um centro de integracéo
dos estimulos nocivos periféricos, bem como moduladora desses eventos (Scholz e
Woolf, 2002). A participacdo das ERs neste local demonstra um papel importante
como possiveis moduladores da transmissdo da dor em nivel central/espinhal. Ja
observamos que durante a estimulagdo nociva ocorre uma diminuicdo dos niveis de
tiois ndo protéicos nesse sitio, bem como um aumento destes niveis promove um
aumento da resisténcia a dor (Rossato et al., 2010). Apesar disso, pouco se sabe a
respeito dos mecanismos pelos quais as ERs atuam neste processo.

Um possivel alvo molecular sensivel a modulacdo mediado por espécies
reativas sao os transportadores de glutamato (EAAT). Ja foi previamente descrito na
literatura que espécies reativas de oxigénio (anion superéxido) bem como espécies
reativas de nitrogénio (peroxinitrito) podem reagir com o EAAT, principalmente dos

subtipos 1 e 2 (EAAT1-2; Chen et al., 2010). Nestes casos, ocorre uma diminuicéo
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na atividade do transportador, promovendo um acumulo de glutamato na fenda
sinptica, aumentando a concentracdo de glutamato na sinapse, promovendo um
aumento na ativacdo dos receptores glutamatérgicos. Dentre estes, destaca-se o
receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), um canal i6nico formado por quatro
subunidades formando um poro permeavel por cations, principalmente calcio. Além
do sitio de ligacdo para seus agonistas glutamato e glicina, diferentes subunidades
ainda apresentam outros sitios de modulacdo, incluindo um sitio redox. Ja foi
demonstrado que a modulacéo deste sitio € capaz de alterar a capacidade do canal
de promover o influxo de célcio (Scatton, 1993). Por isso, o receptor NMDA também
se mostra como um possivel alvo para a modulacao exercida por espécies reativas.

Além disso, ja foi demonstrado que a ativacdo dos receptores
glutamatérgicos, principalmente do receptor NMDA € capaz de promover um
aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (Hardingham,
2009). Desta forma, o receptor NMDA poderia apresentar como uma de suas vias de
sinalizacdo a producéo de espécies reativas, para assim promover uma estimulacdo
dolorosa. Apesar disso, as fontes produtoras de espécies reativas mediadas pela
ativacdo NMDA ainda n&o foram descritas, bem como seus alvos moleculares.

Outro possivel alvo desta modulacdo seria o receptor TRPV1, que se
encontra distribuido tanto pela periferia do organismo quanto na medula espinhal.
Este receptor, ao ser ativado promove um influxo de Ca™ e Na", levando a liberagdo
de neurotransmissores como o glutamato e substancia P, entre outros (Caterina et
al., 1997). O TRPVL1 j& foi indicado como um promotor do aumento de ERs durante
varios eventos, como a nocicepc¢ao. Ademais, ja foi demonstrado que este receptor
parece ser o responsavel pela ativacdo de nociceptores mediada por H,0,, € possui
residuo de cisteina que pode interagir tanto com espécies de oxigénio (H202, O),
quanto com espécies de nitrogénio (NO) (Yoshida et al., 2006).

Assim sendo, a modulacdo deste receptor por vias oxidativas apresenta um
novo mecanismo pelo qual substancias exdgenas podem ser utilizadas. Um exemplo
disso seria a utilizacdo de antioxidantes em quadros de dor patologica para impedir
a ativacao excessiva deste receptor e assim conseguir contornar ou amenizar estes

quadros.
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4.4. Eriodictiol

Produtos naturais, principalmente de plantas utilizadas na medicina popular,
tém sido utilizados como para o tratamento de diversas doencas e para o alivio da
dor por mais de cinco milénios em diferentes civilizacées. Atualmente busca-se
nestes produtos naturais, tanto em extratos de diferentes partes da planta como em
suas fracdes, compostos quimicamente purificados que sejam capazes de
desencadear estes efeitos descritos pela medicina popular. Estes compostos sao
utilizados diretamente como medicamentos ou entdo como moléculas protétipos
para o desenvolvimento de novos farmacos. Dentre estes compostos destacam-se
farmacos utilizados atualmente como a morfina, extraida do latex da papoula.
Apesar de possuir sua sintese quimica descrita, até € realizado o processo de
extracdo do produto natural por se mostrar mais viavel e rentavel (Calixto et al.,
2005).

Apesar de a morfina ser o mais conhecido farmaco utilizado para o tratamento
da dor de origem natural, sdo inimeras as descricoes de plantas em diferentes
preparacOes utilizadas para o combate da dor (Walker et al., 2008). Dentre estas,
pode-se destacar a planta Vernonia tweedieana, conhecida popularmente como
assa-peixe, lingua-de-vaca, chamarrita, erva-de-mula, orelha-de-mula, mata-pasto,
laguneira, comum na regido sul do Brasil, Paraguai na Argentina (Cabrera e Klein,
1980). Essa planta é utilizada popularmente para o tratamento de distUrbios
respiratorios e processos inflamatorios na forma de cha. A partir de suas folhas,
diferentes compostos bioativos ja foram descritos, dentre estes o flavondide
eriodictiol (3’, 4’, 5, 7, dihidroxiflavona).

Devido a sua presenca em diferentes plantas utilizadas na medicina popular,
e também pela sua presenca em algumas frutas citricas como o limao, diferentes
estudos ja foram realisados para descrever o seu processo de metabolizacdo e
excrecdo em humanos e roedores. Sabe-se que este composto pode ser encontrado
em sua forma livre ou como quatro diferentes isdmeros C-glicosilados (Stalmach et
al., 2009). Uma vez absorvidos intestinalmente, estes podem ser entdo ser
convertidos em sua forma aglicona e futuramente metabolizados por metilacéo,
originando os flavonoides hesperitina e homoeriodictiol, ou por conjugacédo ao acido
glicurdnico. Além disso, pode ser degradado pela flora intestinal formando o &cido
3,4-dihidroxhidro cindmico (Miyake et al., 2000).
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Como é caracteristica dos compostos da classe dos flavondides, diferentes
estudos ja descreveram a atividade antioxidante do eriodictiol, mostrando a sua
capacidade de neutralizar desde espécies reativas artificial, como o DPPH (Narvaez-
Mastache et al., 2008). Aléem disso, sabe-se também que o eriodictiol € capaz de
inibir com outros sistemas formadores de espécies reativas, como a enzima xantina
oxidase (Tan et al., 2009), e promover a ativacdo do fator de transcricdo Nrf2,
responsavel por promover a transcricdo de proteinas responsaveis pela defesa
antioxidante do organismo, como as enzimas do sistema glutationa (Johnson et al.,
2009). Através desta atividade antioxidante, varias outras acdes biolégicas ja foram
propostas e descritas, como atividade antiinflamatoria em diferentes modelos
animais (Clavin et al.,, 2007). Outros efeitos também ja foram descritos, como
atividade vaso-relaxante, apesar de seu mecanismo ndo ser completamente
compreendido (Ramon Sanchez de Rojas et al., 1999).

Recentemente, nosso grupo identificou similaridades estruturais entre a
molécula do flavondéide eriodictiol e de outro composto natural, a capsaicina,
principio ativo pungente da pimenta vermelha. Nesta analise identificamos uma
regido bioisostérica entre as duas moléculas (Introducédo, figura 1) em regides
responsaveis por conferir afinidade ao sitio vanildide do receptor TRPV1. Dessa
forma surge a possibilidade de que o eriodictiol também seja capaz de interagir com
este receptor e assim, de alguma forma, exercer uma modulagéo sobre a deteccéo e

transmissao de estimulos nocivos.
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ABSTRACT

The transient receptor potential vanilloid 1 (TRPV1) is a calcium permeable
channel responsible for the transduction and modulation of acute and chronic pain
signaling, being a potential target for treatment of different pain disorders. In spite of
that, AMG517, a TRPV1 antagonist, presents several clinical limitations, such as the
development of severe hypertermia. The aim of this study was to investigate the
possible interaction of the flavonoid eriodictyol with the TRPV1 receptor and its
putatine antinociceptive and hyperthermic effect. Eriodictyol was able to displace the
[*H]-resiniferatoxin binding (ICso = 47 (21 - 119) nM) and to inhibit the calcium influx
mediated by capsaicin (ICso = 44 (16 — 125) nM), suggesting that eriodictyol acts as a
TRPV1 antagonist. Moreover, eriodictyol induces antinociception in the intraplantar
capsaicin test, with maximal effect of 49+10 and 64+4% of inhibition for oral (DEso = 2
(1-5) mg/kg) and intrathecal (DEsp = 2 (1-3) nmol/site) routes, respectively.
Concomitantly, eriodictyol did not induce any alteration on body temperature or
locomotor activity. Orally administered eriodictyol (4.5 mg/kg) prevented the
nociception induced by intrathecal injection of capsaicin (72+6% of inhibition), the
non-protein thiol loss and the 3-nitrotyronise (3-NT) formation induced by capsaicin in
spinal cord. Eriodictyol (4.5 mg/kg, p.o.) also reduced the thermal hyperalgesia
(100% of inhibition) and mechanical allodynia (62+9% of inhibition) elicited by
complete Freund’s adjuvant (CFA) paw injection. In conclusion, eriodictyol acts as an
antagonist of TRPV1 receptor and an antioxidant, inducing antinociception without

some side effects and limitations expected for TRPV1 antagonists, as hyperthermia.

Keywords: 3-NT, binding, calcium influx, eriodictyol, pain, TRPV1, thiol.
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1. INTRODUCTION

The transient receptor potential (TRP) is a super family of ionic channel
formed by six transmembrane domains capable of permeating cations, mainly
calcium [1]. TRPV1 is a receptor member of the vanilloid subfamily activated by a
series of harmful stimuli, such as heat and acidification as well as chemical irritants,
such as capsaicin. This receptor is stimulated by a series of endogenous substances,
such as anandamide and leucotriene B4. Due to this, this receptor has been
implicated in a series of inflammatory diseases and neuropathic pain [2, 3].

In fact, it has been demonstrated that TRPV1 antagonists presented great
antinociception in several pain models, such as inflammatory and neuropathic pain
[4, 5]. Moreover, the genetic ablation of TRPV1 receptor has been also used to
demonstrate its importance in pain transmission [6, 7, 8]. However, a recent clinical
trial performed in humans using the TRPV1 antagonist AMG517 showed to be
unsatisfactory for pain treatment due to the development of some severe side effects,
mainly the development of hyperthermia [9]. This way, the search for new
compounds that modulate TRPV1 channel and have safe and efficient analgesic
effect is necessary.

With this aim, our research group has been running a triage with several
natural compounds with structural resemblance to other TRPV1 ligand. In these
tests, we selected the flavonoid eriodictyol (3', 4', 5, 7- tetrahydroxyflavanone), which
presents some characteristics commonly found in TRPV1 ligand (Figure 1), such as a
regions A (vanilyl ring, responsible for the interaction to the vanilloid site) and B
(amide bound, responsible for the structural conformation) that are present in

capsaicin (a TRPV1 agonist) [10, 11]. Furthermore, eriodictyol also presents
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antioxidant effect [12] and some studies have indicated that antioxidant compounds,
such as N-acetylcysteine (NAC), induce antinociception in several pain models [13,
14]. These findings suggest that eriodictyol possesses a good potential to exert
antinociceptive action.

Thus, the main objective of the present study was to characterize the
interaction of eriodictyol with the TRPV1 receptor and evaluate its antinociceptive

effect.
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Animals

Three-month-old male and female albino Swiss mice (25-35 g) and male Wistar
rats (200-300g) bred in our animal house were used in this study. Animals were
housed at a controlled temperature (22 + 2°C) with a 12 h light/dark cycle, and were
provided standard lab chow and tap water ad libitum. The animals were habituated to
the experimental room for at least 1 h before experiments. Each animal was used for
only one experiment. The experiments reported in this study were carried out in
accordance with current ethical guidelines for investigation of experimental pain in
conscious animals [15] and were approved by the Ethic’'s Committee of the Federal

University of Santa Maria (process numbers 23081.001086/2009-87).

2.2. Drug Treatments

To verify the possible systemic antinociceptive effect of eriodictyol, animals
were submitted to an oral administration in different eriodictyol doses (1.5 — 13.5
mg/kg, p.o.), dissolved in 5% Tween 80, 20% polyethyleneglycol and 75% saline. For
intrathecal treatment (1 — 30 nmol/site, p.o.), eriodictyol stock solution was dissolved
in the same vehicle and diluted in PBS to the desired concentration (final
concentration of (0.05% Tween 80, 0.2% polyethyleneglycol). The intratecal injection
of vehicle did not cause any effect per se. The TRPV1 antagonists AMG9810 and
SB366791 (10 mg/kg, p.o.) were also tested as positive control [16, 17] were also
administered orally, dissolved in the same vehicle (5% Tween 80, 20%

polyethyleneglycol and 75% saline). For in vitro assay, stock solution of all



Artigo 32

compounds were dissolved in ethanol and diluted in PBS. The final concentration of
ethanol was not higher than 0.1%.

The procedure for intrathecal (i.t.) administration was based on the technique
described elsewhere [18]. Briefly, the intervertebral space between L5 and L6 was
punctured directly using a 28-gauge needle attached to a Hamilton micro syringe. A
total volume of 5 yL was administered intrathecally. Mice were not anesthetized
during these procedures. A tail flick was used as an indication that the needle had

penetrated the dura.

2.3. [*H]-Resiniferatoxin Binding Assay

Once eriodictyol presents structural resemblance to some TRPV1 ligands, we
investigated the possibility of eriodictyol to bind at this receptor [10, 11]. To elicit this
possibility, we tested eriodictyol on the [*H]-resiniferatoxin ([*H]-RTX) binding assay
carried out as described previously [19]. Briefly, spinal cord rats were homogenized
in buffer A (pH 7.4, 5 mM KCI, 5.8 mM NaCl, 2 mM MgCl,, 0.75 mM CacCl,, 137 mM
sucrose, and 10 mM HEPES) and centrifuged for 10 min at 1000g in 4°C . The
supernatant was further centrifuged for 30 min at 35,000g in 4°C. The resulting
pellets were than resuspended in buffer A and frozen until assayed. The binding
mixture was made in a final volume of 500uL, containing buffer A (plus 0.25 mg/mL
BSA), membranes (0.5 mg/mL), and 2 nM [°*H]-RTX in the presence or absence of
eriodictyol (3 — 300 nM). For the measurement of the nonspecific binding, 100 uM
nonradioactive RTX were used. The reaction was started by incubating tubes at 37°C
for 60 min, and stopped by transferring the tubes to ice bath and adding 100 pg of
bovine aj-acid glycoprotein (to reduce nonspecific binding). Finally, the bound and

free membranes [°H]-RTX were separated by centrifuging for 30 min at 35,000g in
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4°C. The pellet was used to quantify the scintillation counting. Specific binding was
calculated as the difference of the total and nonspecific binding and the results were

measured as % of specific binding.

2.4. Calcium Influx Assay

Once we evaluated the ability of eriodictyol to bind on TRPV1 receptor, we
also estimated its capacity to change calcium influx by TRPV1 receptor.
Synaptosomes were prepared from rat spinal cord samples and incubated with Fura
2-AM (10 pM) for 30 min at 37°C. After, the reaction was diluted to 1.5 mL (5 mg/mL
of protein) with Krebs-Ringer medium (Ca** free) and incubated for 30 min at 37°C.
The reaction was stopped by centrifugation (30 s at 12000 xg) and the final pellet
was resuspended in 1.5 mL Krebs-Ringer medium (Ca** free). To start the reaction,
1.5 pL of 1 M CaCl, (1 mM) plus different concentrations of eriodictyol (3 — 100) were
added, followed by the addition of capsaicin (20 pM). We measured Ca®" influx by
monitoring the fluorescence at 505 nm from excitation at 382 nm in a
spectrofluorimeter (RF-5301 PC, Schimadtzu). Background fluorescence from an
equivalent sample of synaptosomes not loaded with fura 2-AM was recorded at the
beginning of the experiment. At the end of each experiment, calibration was
performed by recording the maximum fluorescence values after addition of 15 uL of
10% (w/s) Triton. Results are expressed as the percentage to the maximum

response obtained with triton [20].

2.5. Capsaicin-induced Nociception
The peripheral capsaicin test was carried out as previously described [21, 22].

Animals were habituated to the observation location, consisting of a glass chamber,
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for at least 30 min before the experiment. After, animals reveived the oral or
intrathecal and in different times after it was injected 20 pL of capsaicin (1 nmol/paw)
into the right hind paw and the total time spent licking and flinching the injected paw
for 5 min was measured and considered a nociception index. For the spinal capsaicin
test, 0.2 nmol/site of capsaicin was injected i.t. as previously described [10, 11, 22].
In this test, the total time spent licking the hind paws and tail for the 5 min following
injection was determined and considered a measure of nociception. The proper
vehicle of capsaicin (0.15% ethanol in saline for i.pl. test and PBS for the i.t. test) was
prepared and used as a control treatment and did not evoke nociceptive behavior

itself (data not shown).

2.6. CFA-Induced Inflammation

To induce de development of inflammatory thermal hyperalgesia and
mechanical allodynia, we performed the CFA-induced inflammatory pain model.
Animals were anesthetized with halothane and 20 pL of CFA (Img/mL suspension of
heat-killed Mycobacterium tuberculosis in liquid paraffin) was injected into the right

hind paw. Forty-eight hours later, the nociceptive alterations were observed [23, 22].

2.7. Thermal Hyperalgesia Measurement

Thermal hyperalgesia was recorded using the method described by [24], with
minor modifications. Briefly, animals were habituated in a Plexiglas chamber for 30
min and a radiant light bean generated by a 60 W light bulb was directed into to the
right hind paw (Plantar test, Ugo Basile, Italy). The time elapsed between the onset
of the stimulus and manifestation of the paw withdrawal response was measured

automatically and was taken as an index of the thermal nociceptive threshold.
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2.8. Mechanical Allodynia Measurement

Mechanical allodynia was evaluated using the up-and-down method, described
by [25], using von Frey filaments. Briefly, mice were placed in cages with a wire mesh
bottom which allowed full access to the paws. The paw was touched with 1 of a
series of 7 von Frey hairs with logarithmic increments (0.02, 0.07, 0.16, 0.4, 1.4, 4.0
and 10.0). The von Frey hairs were applied perpendicular to the plantar surface with
sufficient force to cause slight buckling against the paw, and held for approximately
2—-4 s. Stimuli were presented at intervals of several seconds, allowing for apparent

resolution of any behavioral responses to previous stimuli.

2.9. Locomotor Activity

In order to evaluate a possible non-specific muscle-relaxant or sedative effect
of the compound mice were submitted to the motor impairment evaluation [26].
Firstly, we examined mice spontaneous motor coordination at the open-field test. The
apparatus consisted of a Plexiglas box measuring of 40x60x50cm with the floor
divided into 12 equal squares. The numbers of squares crossed with all paws and the
hearing behavior were counted in a 5-min session. The forced motor activity was also
evaluated at the rotarod test. Briefly, 24 h before the experiment, all animals were
trained in the rotarod (3.7 cm in diameter, 8 rpm) until they could remain in the
apparatus for 60s without falling. On the day of the experiment, animals were injected
with eriodictyol (4.5 mg/kg, p.o.) or vehicle (10 ml/kg, p.o.) 1h before and subjected to
the rotarod test 1 h after the administration of the drug. The number of falls and

latency to first fall from the apparatus was recorded up to 240 s.
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2.10. Body Temperature

Once some TRPV1 ligands induce hyperthermia, we verified if eriodictyol may
induce changes in the body temperature of oral treated animals [16]. To do this,
rectal temperature was determined and the animal were orally treated with vehicle,
eriodictyol (4.5 mg/kg), SB366791 (10 mg/kg) or AMG9810 (10 mg/kg). In different
times after administration, new measurements were taken and the difference
between pre-injection and post-injection values was calculated (A°C), as previously

described [27].

2.11. Antioxidant Activity

2.11.1 In Vitro ABTS Assay

To determine if eriodictyol had antioxidant activity, we performed the ABTS
radical reduction test [28, 29]. Briefly, 1 mL of ABTS solution (7 mM) was incubated
with potassium persulphate (140 mM) during 16-18h in dark at room temperature.
After, this solution was diluted (1:88) in phosphate buffer (10 mM, pH 7.0). To
perform the reaction, 1 mL of diluted ABTS solution was incubated with 0.1 mL of
sample for 30 min in dark. Rutin was used as positive control and water was used as

blank and considered as 100% of absorbance.

2.11.2. Estimations of Thiol Levels in vivo

Right after the nociception model, animals were sacrificed with halotane and the
lumbar portion of the spinal cord was collected to estimate non-protein thiol content
[30]. Tissue was homogenized in 1.0 mL of 0.02 M EDTA and the homogenate was
centrifuged at 4,000 g for 15 min at 4°C. The supernatant (300 uL) was incubated

whit 50 pl of 50% TCA at 4°C for 60 min and centrifuged at 12,000 g for 5 min at 4°C.



Artigo 37

The supernatant was collected to determine the non-protein thiol content in the
sample. To this, 200 ul of Tris/HCI (200 mM, pH 8.9) and 20 ul of DTNB (2.5 mM)
were added to a 100 yl sample in a microplate and incubated at room temperature
for 5 min. The resulting color formed was measured at 405 nm with a FisherBiotech
Microkinetics Reader BT 2000. Cysteine was used as a standard to determine the
thiol (SH) content in the samples, and its levels were corrected for its protein
contents. Protein was measured using Comassie-Blue dye using bovine serum

albumin as a standard [32].

2.11.3. Slot Blot Assay for 3-Nitrotyrosine in vivo

Peroxinitrite is one of the most reactive nitrogen specie formed during oxidative
stress and can attack proteins and alter its function, producing 3-Nitrotyrosine (3-NT).
Thus, 3-NT levels were measured after capsaicin or vehicle paw injection in lumbar
spinal cord samples as a marker of reactive specie production [22]. Briefly, 5 uL of
sample was added to 5 pL of 12% SDS and 5 pL of Laemmli buffer (0.125 M Tris, pH
6.8, 4% SDS and 20% glycerol) and incubated for 20 min at room temperature. The
resulting solution was loaded in a nitrocellulose membrane under vacuum using a
slot blot apparatus. The membrane was blocked in blocking buffer (3% bovine serum
albumin) for 1 h and incubated with a 1:2000 dilution of anti-3-NT polyclonal antibody
in PBS (0.05 mM, pH 7.4) containing 0.01% sodium azide and 0.2% Tween 20 for 1
h. The membrane was washed three times in PBS and was incubated for 1 h with an
anti-rabbit 1gG alkaline phosphatase secondary antibody diluted in PBS (1:8000).
Blots were dried, scanned with Adobe Photoshop, and quantified with Scion Image
(PC version of Macintosh compatible NIH image). The 3-NT blot had a faint

background that was corrected in image analysis.
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2.12. Drugs and Reagents

Eriodictyol and Capsaicin was purchased form Sigma, tricloroacetic acid (TCA)
and cysteine were purchased from VETEC (Rio de Janeiro, Brazil) and diluted in
water prior use. Sodium dodecyl sulphate (SDS), bovine serum albumin (BSA),
tween 20, anti-rabbit IgG alkaline phosphatase secondary antibody, anti-3-NT
polyclonal antibody, a;-acid glycoprotein, DTNB (5,5’-dithiobis(2-nitro-benzoic acid)),
CFA, SB366791, AMG9810 and fura 2-AM (stock solution 1 mM in dimethyl
sulphoxide - DMSO) were all purchased form Sigma. [*H]-RTX was purchased from

Perkin Elmer and diluted in buffer A just before use.

2.13. Statistical Analysis

The results are presented as the meantS.E.M., except the EDsg value (i.e. the
dose of compound that induces antinociceptive effect to the order of 50% relative to
the control value) and the ECs (i.e. the concentration of compound that inhibited the
calcium influx or binding to the order of 50% relative to the control value), which is
reported as geometric means accompanied by respective 95% confidence limits. The
EDso and ECso values were determined by non-linear regression analysis with a
sigmoid dose-response equation using GraphPad Software 5.0 (Graph Pad, USA).
The percentages of inhibition are reported as meanzS.E.M. of inhibitions obtained for
each individual experiment in relation to the control values. The level of significance
was set as P<0.05. Data were analysed by Student “t” test, by one or two-way

analysis of variance (ANOVA) followed by the Student-Newman-Keuls’s (SNK.
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3. RESULTS

3.1. Characterization of TRPV1 Antagonism

3.1.1. [*H]-Resiniferatoxin Binding

Initially we verified the possible interaction of eriodictyol with the TRPV1
receptor. A binding assay was performed using [°H]-RTX, which is a ligand of the
vanilloid site of TRPV1 receptor. Eriodictyol was able to displace [*H]-RTX from
spinal cord rat membranes with an ICso of 47 (21 - 119) nM and Enax of 68.9+9.0

inhibition (Figure 2A).

3.1.2. Effects of Eriodictyol on Intrasynaptosomal Calcium Influx

To elucidate if this binding leads to agonism or antagonism, we investigated
the capacity of eriodictyol to alter the calcium influx mediated by capsaicin, a TRPV1
ligand. In this study, eriodictyol inhibited the influx elicited by capsaicin in spinal cord
synaptossomes with an 1Csy of 44 (16 — 125) nM (Figure 2B). Eriodictyol (300 nM) in

absence of capsaicin did not alter the calcium influx (results not shown).

3.2. Characterization of Eriodictyol Effects in Vivo

3.2.1. Antinociceptive Effect of Eriodictyol

Once we observed that eriodictyol acts as a TRPV1 antagonist, we
investigated its antinociceptive effect in capsaicin-induced overt nociception test.
Initially, mice were orally administered with eriodictyol, and 1 h after the test was
performed. Eriodictyol developed an antinociceptive effect with an effective dose
50% (EDsp) of 2 (1 - 5) mg/kg, with a maximal inhibition of 49£10 %. In the time-
course study we observed that eriodictyol-induce antinociceptive effect (4.5 mg/kg,

p.o.) started 1 h after treatment and lasted for up to 2 h (Figure 3A and B).
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To further investigate this action, eriodictyol was also administered
intrathecally (1 — 10 nmol/site) and we observed a greater and faster antinociceptive
effect which started 15 min after administration, lasting until 4 h, with a DEso of 2 (1 -
3) nmol/site and a maximal effect of 64t4 % inhibition (Figure 3C and D). Once
eriodictyol acted when intrathecally administered, we performed the intrathecal
capsaicin test and administered eriodictyol orally (4.5 mg/kg) to investigate if oral
eriodictyol was able to reach the spinal cord and inhibit central nocive stimulation. In
this protocol, an inhibition of 72+6 % in the nociception induced by capsaicin was
observed (Figure 3E).

Once we did not observe any alteration over locomotor activity after eriodictyol
administration both at rotarod and open field test, we can ensure that eriodictyol
presented antinociceptive effect unrelated with alteration motor performance (Table

1).

3.2.3. CFA-Induced Nociception

Since TRPV1 receptor may be activated during the inflammatory process at
the site of inflammation and at spinal cord, we evaluated the effect of eriodictyol and
the TRPV1 selective antagonists SB366791 and AMG9810, both used as positive
control on the thermal hyperalgesia and mechanical allodynia induced by CFA. One
hour after administration, eriodictyol (4.5 mg/kg, p.o.) presented anti-hyperalgesic
and anti-allodynic effect, fully reversing hyperalgesia (100%) and partially reduced
the allodynia (62+9%). At the same time, AMG9810 (10 mg/kg, p.o.) reduced only
54.6+26.4% of the allodynia and 94+4% of the hyperalgesia induced by CFA, while
SB366791 (10 mg/kg, p.o.) reduced only the thermal hyperalgesia induced by CFA

with 89+10% of inhibition, without altering mechanical allodynia (Figure 4).
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3.2.4. Body Temperature

The major limitant for the use of TRPV1 antagonists at clinical trials was the
development of marked hyperthermia. Thus, we assessed the possible effect of
eriodictyol (4.5 mg/kg, p.o.), SB366791 (10 mg/kg, p.o.) and AMG9810 (10 mg/kg,
p.o.) on the rectal temperature in mice. Both eriodctyol and SB366791 were not able
to alter the basal temperature significantly, while AMG9810 induced an increase of

104+1% of rectal temperature (Figure 5).

3.3. Antioxidant Activity

It is known that TRPV1 activation not only elicits nociception, but also induces
the development of oxidative stress, and it seems to contribute to central pain
signaling [22]. In fact, intraplantar capsaicin test induced a decrease in the non-
protein thiol levels 5 min after capsaicin injection in the lumbar spinal cord, and the
oral pre-treatment with eriodictyol (4.5 mg/kg) prevented this loss (Figure 6A).

Another event chained by peripheral nocive stimulation is the increase in the
formation of peroxinitrite which attacks tyrosine residues forming 3-nitrotyronise (3-
NT) [31]. We also measured 3-NT levels in the lumbar spinal cord of mice treat with
vehicle or eriodictyol (4.5 mg/kg, p.o.). As described before [22], 5 min after
intraplantar capsaicin injection occurs an increased in 3-NT levels in the lumbar
spinal cord, and this event was prevented by eriodictyol pre-treatment. Eriodictyol did
not change the basal 3-NT levels in mice which received intraplantar vehicle (Figure
6B).

The prevention of the oxidative stress induced by intraplantar capsaicin
injection may be not only due to the ability of eriodictyol to antagonize the TRPV1

receptor, but also to a possible antioxidant activity. To evaluate this possibility, we
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performed the ABTS radical test used to screen antioxidant compounds. In this
experiment, eriodictyol presented an antioxidant activity, similar to rutine (positive

control), with an ECsp of 1.7 (1.3 — 2.1) uM (Figure 6C).
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4. DISCUSSION

The transient receptor potential (TRP) is a super family of ionic channel
formed by six transmembrane domains capable of permeating cations, mostly
calcium, involved in the detection and transmission of painful stimuli mainly the
subtype vanilloid 1 (TRPV1) [1]. This way, such receptor has been implicated as a
promissory target to pain treatment [33]. With the aim to find new molecules that
interact with this receptor, we identified the flavonoid eriodictyol. This compound
inhibited the binding for TRPV1 receptor, at the same time that inhibited the calcium
influx mediated by capsaicin. Eriodictyol also presented antinociceptive effect in the
intraplantar and intrathecal capsaicin tests and antihyperalgesic and anti-allodynic
effects in the CFA test. Furthermore, we also observed that eriodictyol fully prevented
the oxidative stress induced by capsaicin at spinal cord, without changing motor
activity or body temperature.

To start the search for new molecules that may interact with TRPV1 receptor,
we focused on compounds found in medicinal plants that presented antinociceptive
effect. With this aim, we tested several compounds in the [*H]-RTX binding assay to
determine which one could interact with the vanilloid site of TRPVL1. In this first trial
(unpublished results), we selected the flavonoid eriodictyol, which displaces the [*H]-
RTX binding with greater potency (proximally 47 nM) than the classical TRPV1
agonist capsaicin (proximally 3200 nM) [34]. Then, the next step was to elucidate if
this interaction leads to functional modification of the receptor through a capsaicin-
mediated calcium influx assay. In this experiment, eriodictyol inhibited this influx with
a similar potency to displace the binding assay. This indicates that eriodictyol acts as

an antagonist over the TRPV1 receptor and presents greater potency to inhibit the
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calcium influx than some classical TRPV1 antagonists, such as SB366791 (651.9 nM
[35]), 5-iodoresineferatoxin (56.7 nM; [36]) and capsazepine (7.7 uM; [37]).

Currently, the TRPV1 receptor is considered the most promising target for the
development of new analgesic drugs [37]. The vanilloid receptor is largely distributed
both at the periphery of the organism, where it acts as a sensor of noxious stimuli,
and in the spinal cord, where it participates in the transmission of pain [39]. Once it
was observed that eriodictyol acts as an antagonist of TRPV1 receptor in vitro and
that this may be an important finding for the treatment of pain, our next step was to
investigate if eriodictyol could attenuate the nociception induced by capsaicin. In this
matter, eriodictyol presented antinociception with good efficacy and potency when
administered both by oral and intrathecal routes. Additionally, oral eriodictyol
administration was able to attenuate intrathecal capsaicin-induced nociception, which
may indicate that eriodictyol may reach the spinal cord and exert its antinociceptive
action. This is a very important feature for new drug development, whereas the oral
route is the main administration via used to treat painful condition in humans [40].

Despite the fact that capsaicin pain model is useful to screen possible
antinociceptive compounds that act over the TRPV1 receptor, it does not present a
good correlation with clinical painful conditions [41]. This way, we tested eriodictyol,
SB366791 and AMG9810 effect over the CFA-induced arthritis. As a result,
eriodictyol and AMG9810 presented both anti-allodynic and anti-hyperalgesic effects,
while SB366791 presented only anti-hyperalgesic effect. In addition, TRPV1 also
may be modulated in several painful processes to increase the pain sensibility. As
observed in the chronic inflammation induced by CFA, in rodents occurs an increase
in the expression of TRPV1 protein at the site of inflammation increasing the

sensibility to thermal stimulation [42]. The increase in TRPV1 expression was also
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reported in humans presenting local inflammation [43]. In chronic painful processes,
an increase in the TRPV1 function mediated by post-transcricional events, such as
phosphorylation and nitration in distinct sites of the TRPV1 receptor, was observed
[44, 45]. All these facts clearly indicate the critical role of this receptor and its
importance in painful processes. In spite of that, eriodictyol was effective to reverse
the nociception established by CFA, a fact that is very important from the clinic
aspect once patients are treated for well established painful conditions.

We also observed that eriodictyol presented no effect on the body
temperature, a common side effect of TRPV1 antagonists, while AMG9810 induced
hyperthermia in mice. Recently, it was described that AMG517, an analog of
AMG9810, presented markedly and persistent hyperalgesia (proximally 40°C) in
human in doses smaller than the necessary to elicit analgesic effect. Thus, the
hypertermia elicited by AMG517 showed to be resistant to classical treatments to
reduce fever, such as acetaminophen. This hypertermia was attributed to an increase
in the peripheral vasoconstriction, which ends up decreasing the heat loss through
the skin, increasing the body temperature [9]. As eriodictyol possesses vasorelaxig
property [46], this could explain why eriodictyol did not induce hyperthermia. These
data suggest a better safety of eriodictyol treatment over other TRPV1 antagonists.

Recently, it was described by our research group that capsaicin-induced
nociception may be attenuated by antioxidants, such as as N-acetylcysteine (NAC)
leading to the development of oxidative stress at spinal cord. Thus, it seems to be an
important mechanism of induction/transmission of pain in mice [22]. TRPV1 receptor
seems to have a critical role in the oxidative stress-mediated nociception since the
stimulation of TRPV1 may induce oxidative stress in sensory neurons and in spinal

cord as well as some oxidants may modulate TRPV1 receptor function [44, 47, 22].
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Here, we also described that eriodictyol also prevented the development of oxidative
stress at lumbar spinal cord. This effect may be due to its direct antagonism over the
TRPV1 receptor or by a direct antioxidant effect. To clarify this, we performed the
ABTS test and confirmed that eriodictyol also presents direct antioxidant effect [47].
Despite eriodictyol presents a greater potency to antagonize the TRPV1 receptor
than its antioxidant activity (proximally 38 fold), a direct antioxidant effect could
contribute, at least in part, to its antinociceptive effect.

In several animal pain models it was already described the development of
oxidative stress and it was pointed as a mechanism of induction/maintenance of pain
(Kim et al.,, 2008). This fact is strengthened by the fact that some antioxidant
substances present antinociceptive effect on both mechanical allodynia and thermal
hyperalgesia, as observed for eriodictyol [49, 22]. Some molecular targets involved in
nociception had already been described for oxidative stress, as the NMDA receptor
and the excitatory amino acid transporter 1 (EAAT:) [31]. Thus, eriodictyol could
induce antinociception by directly antagonizing the TRPV1 receptor and by protecting
other targets of reactive species.

In conclusion, the flavonoid eriodictyol induces antinociceptive, anti-allodynic
and anti-hyperalgesic effects without altering the locomotor activity or body
temperature in mice. These effects seem to be due to its combined antagonist effect
over the TRPV1 and to its antioxidant effect. Thus, eriodictyol may be considered a
good prototype for the development of more efficious and/or potent agents for the

pain treatment.
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FIGURE AND LEGENDS
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Figure 1: Chemical structures of the TRPV1 receptor ligants (A) capsaicin and (B)
the flavonoid eriodictyol (3', 4', 5, 7- tetrahydroxyflavanone). Blue marks represent
the bioisosteric regions between capsaicin and eriodictyol, the black circle represents

the region A and the grey circle represents the region B.
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Figure 2: Effects of eriodictyol on the TRPV1 receptor. Capacity of eriodictyol to bind
in the TRPV1 receptor and displace [?H]-RTX binding (A), and inhibit the calcium
influx elicited by capsaicin (20 uM) (B). Data are expressed as mean+SEM (n=3);

ICso values were calculated by non-linear regression.
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Figure 3: Antinociceptive effect of eriodictyol on the capsaicin test. Dose response
effect of eriodictyol administered orally (A) or intrathecally (C) in the intraplantar
capsaicin test. Time-course of eriodictyol administered orally (B; 4.5 mg/kg) or
intrathecally (D; 10 nmol/site) in the intraplantar capsaicin test. (E). Effect of
eriodictyol (4.5 mg/kg, p.o.) on the nociception induced by intratecal capsaicin (0.2
nmol/site). Data are expressed as meanzS.E.M. (n=5-6). *p<0.05, based on Student
‘t” test (E), one-way (A and C) followed by or two-way (B and D) ANOVA followed by

SNK post-hoc test.
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Figure 4: Effect of eriodictyol (4.5 mg/kg, p.o.), SB366791 (10 mg/kg, p.o.) and
AMG9810 (10 mg/kg, p.o.) on the nociception induced by complete Freund ’s
adjuvant (CFA). Effects of the different treatments on (A) hyperalgesia and (B)
allodynia elicited by intraplantar CFA. Data are expressed as meanzS.E.M. (n=5-6).

*p<0.05, based on two-way ANOVA followed by SNK post-hoc test.
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Figure 5: Body temperature measured after treatment with eriodictyol (4.5 mg/kg,
p.o.), SB-366971 (10 mg/kg, p.o.) or AMG9810 (10 mg/kg, p.o.). Data are expressed
as meantS.E.M. *p<0.05, two-way ANOVA followed by SNK post-hoc test, compared

with vehicle pre-treated mice (n=5).
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Figure 6: Markers of oxidative stress levels measured in lumbar spinal cord sample 5
min after intraplantar capsaicin injection (1 nmol/paw). Non-protein thiol content (SH;
A) or nitrotyrosine (3-NT; B) after eriodictyol (4.5 mg/kg, p.o.) treatment (n=4-6).
Antioxidant effect of eriodictyol or rutine in the ABTS scavenger assay (C). Data are
expressed as mean+S.E.M (n=5-6). *p<0.05, compared with vehicle pre-treated mice
(black bars) based on one-way ANOVA and SNK post-hoc. Non-protein thiol levels
are represented as free SH levels and 3-NT is represented as % of control (vehicle-

vehicle) treated group, respectively.
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Table 1: Side effects evaluated 1 h after vehicle or eriodictyol (4.5 mg/kg, p.o.)

administration.

Treatment Rotarod Open Field
(p.0.) First Fall (s) Falls Crossing Rearing
Vehicle 93.2+12.0 2.3£0.8 50.8+7.2 13.6x1.9
Eriodictyol 64.6+32.2 1.3£0.9 33.5+6.6 8.51£2.6

No significant differences were observed between groups, two-way ANOVA. Results
are expressed as the meantS.E.M (n=5).
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Os receptores de potencial transitério (TRP sdo uma super familia de canais
ibnicos formados por seis dominios transmembrana capazes de promover o influxo
de cations, principalmente célcio, envolvidos na deteccdo e transmissdo de
estimulos nocivos, principalmente o subtipo vanildide 1 (TRPV1) (Nilius et al., 2007).
Por esse motivo, este receptor tem sido apontado como um alvo promissor para o
tratamento da dor (Pal et al.,, 2009). Com o objetivo de descobrir moléculas que
interajam com esse receptor, nés identificamos o flavondide eriodictiol. Este
composto deslocou o radioligante [*H]-RTX em ensaio de unido especifica para o
receptor TRPV1 ao mesmo tempo em que inibiu o influxo de célcio estimulado por
capsaicina. Eriodictiol também apresentou efeito antinociceptivo no teste da
capsaicina intraplantar e intratecal, além de apresentar efeito também sobre a
alodinia e hyperalgesia induzidos por CFA. Adicionalmente, também observamos
gue o eriodictiol preveniu completamente o estresse oxidativo induzido por
capsaicina intraplantar em amostras da por¢ao lombar da medula espinhal de
camundongos, sem alterar a temperatura corporal dos animais.

Para iniciar a busca por novas moléculas que possam interagir com o receptor
TRPV1, n6s focamos nossa atencdo em compostos presentes em plantas utilizadas
popularmente para tratar dores e inflamacdes. Neste primeiro momento, buscamos
por substancias de diferentes classes quimicas presentes em plantas como a
Vernonia tweedieana (assa-peixe), utilizada popularmente para o tratamento de
inflamacodes cujas atividades foram confirmadas em trabalhos de nosso grupo de
pesquisa. A partir do fracionamento do extrato bruto de diferentes partes desta
planta, pudemos evidencias sua atividade antinociceptiva em diferentes testes
comportamentais com animais. Utilizando as fragdes com atividade antinociceptiva
no teste da capsaicina intraplantar, realizamos o isolamento de diferentes
compostos, como a,B-amirina, B-sitosterol, estigmasterol, lupeol, espinasterol, entre
outros. Além disso, analisamos possiveis indicios quimicos nessas estruturas que
possibilitassem a interacdo dessas moléculas com o receptor TRPV1 e os testamos
em ensaios de unido especifica para o receptor TRPV1 para determinar quais
poderiam interagir com o sitio vaniléide deste receptor. Neste processo de triagem
selecionamos o flavonoide eriodictiol. Analisando sua estrutura quimica, observamos
gue o composto eriodictiol apresenta similaridades estruturais bioisostéricas com o
ligante TRPV1 capsaicina (Introducédo, figura 1). Um destes pontos de relagao

bioisostéricas pode ser observado no fechamento do anel acil-N-vanilil presente na
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molécula da capsaicina (circulo preto, regido A). Esta modificacdo forma um anel
5,7-dihidroxicroman-4-ano na molécula do eriodictiol. Esta regido é responsavel por
apresentar as caracteristicas elétricas necessarias a interagcdo da molécula com o
sitio vaniloide do receptor TRPV1. Além disso, é possivel observar a troca de um
radical metoxil (-OMe) da molécula da capsaicina por um radical hidroxil (-OH) na
molécula do eriodictiol. Essa caracteristica estrutural pode ser observada em outros
compostos antagonistas do receptor TRPV1, como a capsazepina (Docherti, 1997).
Outra modificacdo néo-classica € observada na troca da ligacdo amida (-COM-)
presente na capsaicina por um grupamento cetona (-COC-) na molécula do
eriodictiol (circulo cinza, regido B). Esta regido € responsavel por conferir um
dobramento espacial da molécula favoravel a interacdo com o receptor TRPV1. Esta
estratégia tem sido utilizada na quimica medicinal para o desenvolvimento de novos
compostos com o principal objetivo de manter caracteristicas eletrbnicas necessarias
para a interacdo com diferentes alvos farmacolégicos, visando alterar pontos de
possiveis interacfes inespecificas ou indesejaveis para a obtencdo de compostos
mais eficazes e/ou seguros (Patani e LaVoie, 1996; Lima e Barreiro, 2005).

Para investigar se estas caracteristicas quimicas refletiiam em uma possivel
interagcdo com o receptor TRPV1, avaliamos primeiramente sua atividade em um
ensaio de unido especifica, no qual observamos que este foi capaz de inibir o0 ensaio
com poténcia de aproximadamente 47 nM, maior que o ligante classico do receptor,
como a capsaicina (aproximadamente 3200 nM) (Szallassi et al.,, 1999). Uma vez
que observamos este fato, nosso préximo passo foi averiguar se esta ligagdo ao
receptor promoveria alguma alteracdo funcional sobre o TRPV1. Para isso
realizamos um ensaio de influxo de calcio estimulado por capsaicina. Neste
experimento, observamos que o eriodictiol foi capaz de promover uma diminui¢do no
influxo estimulado por capsaicina, com potencia similar ao que interage com o
receptor. Este resultado indicou que o eriodictiol é capaz de se ligar ao receptor
TRPV1 e atuar como um antagonista sobre o mesmo. Neste experimento também foi
possivel observar que a capacidade do eriodictiol de inibir o influxo de calcio € maior
que o de alguns antagonistas classicos do TRPV1, como SB366791 (651,9 nM;
Varga et al.,, 2005), 5-iodoresineferatoxina (56,7 nM; Shimizu et al., 2005) e
capsazepina (7,7 uM; Docherti, 1997).

Atualmente, o receptor TRPV1l € considerado como um dos alvos

farmacoldgicos mais promissores para o tratamento da dor (Wong et al., 2009). O
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receptor vanildide é amplamente distribuido no organismo, onde age como um
sensor para diferentes tipos de estimulos nocivos, bem como na medula espinhal,
onde participa da transmissao do estimulo doloroso (Patapoutian et al., 2009). Como
observamos que o eriodictiol atua como um antagonista do receptor TRPV1 in vitro,
decidimos investigar se o eriodictiol seria capaz de atenuar a nocicepcéo induzida
por capsaicina. Observamos que o eriodictiol apresenta efeito antinociceptivo com
boa eficacia e potencia quando administrado tanto por via oral quanto por via
intratecal. Adicionalmente, a administracdo oral de eriodictiol também foi capaz de
atenuar a nocicepc¢ao induzida por capsaicina intratecal, o que pode indicar que o
composto consegue transpor a barreira hemato-encefélica e atuar diretamente no
sistema nervoso central. Estas sdo caracteristicas muito importantes para o
desenvolvimento de um novo farmaco utilizado para o combate da dor, pois a via
oral € a principal via de administracdo para farmacos utilizados no combate da dor
em humanos (Buxton, 2006).

Apesar de o teste da nocicepcao induzida por capsaicina ser um bom modelo
animal para ensaios pré-clinicos, ndo apresenta boa correlacdo com diversas
condicbes clinicas (Haanpaa et al, 2009). Devido a isso, investigamos
posteriormente a acdo do eriodictiol sobre a nocicepgéo cronica induzida por CFA
intraplantar, um modelo experimental de artrite. Como resultado, constatamos que 0
eriodictiol e o AMG8910 (antagonista TRPV1 usado como controle positivo)
apresentaram tanto efeito anti-hiperalgésico quanto anti-alodinico, enquanto o
SB366791 (outro antagonista TRPV1 usado como controle positivo) apresentou
apenas efeito anti-alodinico. Adicionalmente, o TRPV1 pode ser modulado em
diferentes processos dolorosos para ampliar a sensibilidade a dolorosa. Como
observado durantes os eventos crénicos (como a inflamacéo induzida por CFA),
ocorre um aumento da expresséo do receptor TRPV1 tanto no local da inflamagéo
quanto na medula espinhal, aumentando a sensibilidade a estimulos nocivos,
principalmente de ordem térmica (Yu et al., 2008). Em humanos apresentando
processo inflamatorio € evidenciado um aumento ta expresséo do receptor TRPV1,
bem como da sensibilidade a estimulos térmicos (Shieeh et al., 2010). Além disso,
em diferentes tipos de processos dolorosos cronicos € observado um aumento da
funcionalidade deste receptor devido a alteracfes pds-transcricionais (Yoshida et al.,
2006; Chuang et al., 2009). Todos esses fatos claramente indicam a importancia

deste receptor em eventos dolorosos. Neste mesmo contexto, observamos que o
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eriodictiol foi capaz de desencadear um bom efeito antinociceptivo em um processo
doloroso estabelecido, condigdo essa que mimetiza a prética clinica do combate a
dor.

Também verificamos que o eriodictiol ndo apresentou nenhum efeito sobre a
temperatura corporal dos animais, enquanto que o AMG9810 induziu um aumento
significativo e duradouro na temperatura corporal dos animais. Recentemente foi
descrito em uma triagem com humanos que o antagonista AMG517, um analogo do
AMG9810 desenvolveu hipertermia duradoura (aproximadamente 40°C) e pouco
responsiva a farmacos como paracetamol e dipirona. Ainda, este efeito foi
observado em doses menores que as necessarias para desencadear efeito
antinociceptivo. Este efeito hipertérmico foi atribuido ao fato de o receptor TRPV1
controlar o tébnus de contracdo/relaxamento dos capilares periféricos. A inibicao
deste receptor neste sitio promoveria uma vaso-constricdo, diminuindo a perda d
calor pela periferia do organismo e aumentando a temperatura corporal (Gavva et
al., 2008). Como o eriodictiol apresenta atividade vaso-relaxante (Ramém Sanches
de Rojas et al., 1998), este efeito poderia contrabalancar a vaso-constricao induzida
pela antagonizacdo do receptor TRPV1, sugerindo um melhor perfil em termos de
seguranca que os demais antagonistas TRPV1 para utilizacao clinica.

Recentemente, nosso grupo descreveu que a nocicepc¢do induzida por
capsaicina intraplantar pode ser atenuada por substancias antioxidantes como a
NAC, e essa estimulagao leva ao desenvolvimento de estresse oxidativo na medula
espinhal. Assim, parece que as ERs participam do precesso de sinalizacao espinhal
de inducao/transmissdo da dor em camundongos (Rossato et al., 2010). Diversos
trabalhos tém sugerido o importante papel do receptor TRPV1 na nocicepcéo
induzida por estresse oxidativo uma vez que a sua estimulacdo pode levar
diretamente a um aumento do estresse oxidativo em células neuronais e na medula
espinhal, bem como alguns agentes oxidantes sdo capazes de ativar este receptor
(Yoshida et al., 2006; Ma et al., 2009; Rossato et al., 2010). Neste trabalho
demonstramos que o eriodictiol, além de induzir antinocicepcdo, preveniu o
desenvolvimento de estresse oxidativo na medula espinhal de camundongos. Este
efeito pode se dever ao fato de o eriodictiol impedir a ativacdo do receptor TRPV1,
um importante estimulador da producdo de ERs, ou pelo fato de o eriodictiol
apresentar uma boa capacidade antioxidante. Para confirmar essa hipétese,

realizamos o teste de neutralizacdo do radical ABTS, utilizada para triar substancias
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com capacidade antioxidante, e confirmamos sua atividade antioxidante (Narvaez-
Mastache et al., 2008). Apesar disso, eriodictiol apresentou uma afinidade pelo
receptor TRPV1 muito maior que a sua capacidade antioxidante (38 vezes,
aproximadamente). Assim, é possivel que sua atividade antioxidante ndo seja critica
para o efeito global do eriodictiol, mas contribua para a sua antinocicepcao.

Em diferentes modelos dor utilizando animais de laboratorio ja foi descrito o
desenvolvimento de estresse oxidativo e isso foi apontado como um importante
mecanismo de inducdo/manutencdo da dor (Kim et al., 2008). Este evento é
reforcado pelo fato de compostos antioxidante como a NAC apresentarem tanto
efeito anti-hiperalgésico quando anti-alodinico em modelos animais de dor, como
observado para o eriodictiol (Kim et al, 2004; Rossato et al, 2010). Alguns alvos
moleculares ja foram descritos para a atividade das ERs, como o receptor NMDA e o
EAAT; (Chen et al., 2010). Assim, seria possivel que o eriodictiol apresentasse
atividade antinociceptiva por agir em outros alvos que néo o receptor TRPV1.

Concluindo, o flavonodide eriodictiol apresenta efeito antinociceptivo, anti-
hiperalgésico e anti-alodinico, sem alteracbes na coordenacdo motora ou
temperatura corporal de camundongos. Esses efeitos se devem ao efeito combinado
da atividade antagonista sobre o receptor TRPV1 e sua capacidade antioxidante.
Assim, o eriodictiol pode ser considerado um bom protétipo para o desenvolvimento

de moléculas mais eficazes e/ou potentes para o tratamento da dor.
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A partir dos dados obtidos neste trabalho, concluimos que o flavondide
eriodictiol é capaz de se ligar ao receptor TRPV1 no sitio vanildide, e atuar sobre
este como um antagonista. Devido a este efeito, o eriodictiol desencadeia efeito
antinociceptivo no teste da capsaicina e efeito anti-alodinico e anti-hiperalgésico no
teste da inflamacédo crénica induzida por CFA, sem induzir hipertermia ou alteracéo
na atividade locomotora. Concomitantemente, o eriodictiol apresenta efeito
antioxidante in vivo, prevenindo o estresse oxidativo na medula espinhal induzido

pela capsaicina, bem como no teste de neutralizacdo do radical ABTS in vitro.
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