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LISTA DE ABREVIATURAS

ATPase — adenosina trifosfatase

ARD — dominio de repeticdo de anquirina

OCR — osmoreceptor-9 and capsaicin-related
PKC - proteinocinase C

PLA2 — fosfolipase A2

SNC - sistema nervoso central

TRPA — transient receptor potential — ankyrin
TRPC — transient receptor potential — canonical
TRPM — transient receptor potential — melastatin
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RESUMO

O receptor da capsaicina TRPV1 (transient receptor potential channel —
vanilloid 1) € um canal de cations nao-seletivo que promove o influxo de calcio em
neurbnios, quando ativado por estimulos nocivos. O caracol terrestre
Megalobulimus abbreviatus apresenta comportamento aversivo, elevando seu
complexo cabeca-pé quando colocado sobre substratos nocivos, e serve como um
modelo simples e util em experimentos de nocicepcédo. O objetivo deste estudo foi
medir a resposta nociceptiva (laténcia aversiva) do M. abbreviatus apds exposicao
a capsaicina topica (solu¢bes aquosas a 0,1% e 0,5%), e compara-la aquelas
obtidas em um modelo prévio de estimulo térmico nocivo (50°C). Foi também
testado se o vermelho de ruténio (doses de 3 mg/kg e 6 mg/kg, 5 min antes da
exposicado) e a capsazepina (doses de 1 mg/kg e 3 mg/kg, 5 min antes da
exposi¢cdo), respectivamente antagonistas inespecifico e especifico do receptor
vaniléide 1, poderiam modificar tanto as respostas evocadas pela capsaicina
quanto aquelas obtidas com estimulo térmico aversivo. Finalmente, os animais
foram injetados com salina, morfina (20 mg/kg), naloxone (5 mg/kg) ou morfina
mais naloxone, 15 min antes da exposicdo a capsaicina 0.5%. As laténcias foram
medidas quando o animal elevava seu complexo cabeca-pé a 1 cm do substrato.
Os dados foram comparados por analise de variancia de uma via (ANOVA) e teste
post hoc de minima diferenca significativa (LSD), e por teste T de Student
(p<0,05), em software SPSS 7.0. Resultados (média +/- EMP): a capsaicina tdpica

provocou comportamento de retirada intenso de forma dose-dependente (25.4 +/-



20 s, 15.3 +/- 1.9 s e 9.1 +/- 1.0 s para veiculo, capsaicina a 0.1% e a 0.5%,
respectivamente). A capsazepina inibiu significativamente a resposta a capsaicina
(19.2 +/- 1.8 s para concentracdo de 1 mg/kg; 5.3 +/- 0.4 s para o veiculo), e a
resposta ao calor nocivo (28.1 +/- 1.8 s, 48.8 +/- 3.6 s, 20.4 +/- 1.2 s para
concentracdes de 1 mg/kg, 3 mg/kg e veiculo, respectivamente). O vermelho de
ruténio (6 mg/kg and 3 mg/kg, respectivamente) atenuou tanto as respostas de
retirada a capsaicina (23.1 +/- 1.9 s) e ao calor (55.4 +/- 6.5 s) , quando
comparadas ao veiculo (16.8 +/- 2.6 s e 33.9 +/- 6.4 s, respectivamente). A
morfina aumentou as laténcias induzidas pela capsaicina (26.5 +/- 3.4 s). O
naloxone, tanto sozinho (8.1 +/- 1.1 s) quanto em combinacdo com a morfina (8.7
+/- 1.3 s), diminuiu marcadamente as laténcias provocadas pela capsaicina
quando comparado a morfina apenas, ou a salina (18.2 +/- 2.6 s). Estes resultados
indicam que o receptor TRPV1 desempenha um papel no comportamento aversivo
do M. abbreviatus e evidencia um mecanismo regulado por opidides nas respostas

induzidas pela capsaicina.



Introducéo

O ion célcio desempenha funcgbes criticas na fisiologia celular, incluindo a
expressao génica, a proliferacéo, a secrecdo, e morfologia. As concentracdes de
ions célcio nos diferentes compartimentos intracelulares dependem de precisa
regulacdo. Em geral, o aumento do ion no citoplasma decorre tanto da sua
liberacdo por locais de estoque (principalmente dos reticulos endoplasmatico e
sarcoplasmatico, através de canais ativados por inositol trifosfato ou de receptores
rianodinicos), como do influxo de ions célcio através da membrana plasmatica,
oriundos do meio extracelular, por meio de canais ativados e/ou regulados por
uma diversidade de elementos. A remoc¢do de ions calcio do citoplasma ocorre
pelo seu transporte para dentro do reticulo endoplasmatico por bombas de célcio-
ATPases ou por mecanismos de simporte ou antiporte com outros ions,
especialmente o sddio (Carafoli, 2002).

A descoberta de uma nova classe de canais de célcio, a Superfamilia de
Receptores Transient Receptor Potential (TRP) permitiu um maior entendimento
dos mecanismos de influxo de célcio em uma grande variedade de células. Canais
TRP sdo expressos em células excitaveis e ndo excitaveis, tanto em vertebrados
quanto invertebrados, e representam vias primarias de entrada do ion. O primeiro
receptor TRP foi identificado como um componente central do complexo de
fototransducdo da mosca drosdfila (Cosens et al., 1969; Cosens, 1971; Hardie et
al., 1992). A subsequente descoberta de homologos em mamiferos e nematédeos

levou a identificacdo de mais de 25 canais (Figura 1), que apresentam homologia



com o0s genes Nan presentes na drosofila, e com as proteinas OCR
(Osmoreceptor-9 and capsaicin receptor-related) do nematédeo Caenorhabditis
elegans. Atualmente, os receptores TRP sdo agrupados nas seguintes subfamilias
principais: TRPCs (classicos, ou candnicos), TRPVs (vanildides), TRPMs
(melastatinicos), TRPPs (policistinicos - referentes a proteina da doenca do rim
policistico tipo 2), TRPMLs (mucolipinicos), TRPAs (anquirinicos) e TRPNs
(NOMP: no-mechano-potential; O’Neil et al., 2003; Nilius et al., 2005; Clapham et

al., 2005; Minke, 2006).
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Figura 1. A éarvore filogenética dos canais TRP. A figura mostra as sete
subfamilias que constituem a familia TRP. As quatro diferentes espécies sao
indicadas em diferentes cores. Apenas alguns membros da Drosofila e C. elegans
sdo incluidos (adaptado de Nilius et al, 2005)

Devido as suas propriedades na transducao de estimulos sensoriais e ndo

sensoriais, a subfamilia TRPV (1 a 6) tem recebido uma crescente atencdo. Os



10

membros neste grupo apresentam sensibilidades a diversos estimulos ambientais,
nocivos ou nao, incluindo pimentas e outros derivados vegetais, mediadores
inflamatorios, calor, protons, estimulos osmo- e mecano-sensoriais. Os canais
TRPVs, como os outros TRPs, sdo heterotetrameros cujas subunidades
caracterizam-se por 6 dominios transmembranares e longas terminacdes COOH e
NH2. Um curto segmento hidrofébico entre os dominios transmebranares 5 e 6 da
origem a uma alca de poro (Figura 2). A terminacdo NH2 contém 2 a 5 dominios
de repeticdo de anquirina, considerados sitios potenciais de interacdes proteicas,
e também varios sitios potenciais de fosforilagdo pelas proteina-cinases C e A
(Caterina et al., 1997; Caterina et al., 2001; Szolcsanyi, 2004; Ferrer-Montiel et al.,
2004; Rosembaum et al., 2004). Os canais TRPV apresentam uma seletividade
variada ao calcio. Apesar da maioria dos membros serem apenas modestamente
mais seletivos ao célcio que a outros anions monovalentes, dois membros (TRPV5
e TRPV6) possuem poros altamente seletivos ao ion célcio (Hoenderop et al.,

2005; Nijenhuis et al., 2005).
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Figura 2. Modelo topoldgico da estrutura do receptor TRPV. Propfe-se que o
canal possua 6 dominios transmembranares (TM1-6), uma alca de poro (PL), e
longas caudas NH2 e COOH, ambas citoplasmaticas. A terminacdo NH2 possui 2
a 5 dominios de repeticdo de anquirina (ARD; adaptado de O’Neil et al., 2003).
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A capsaicina, o principio ardente da pimenta vermelha do género capsicum,
€ um irritante natural, como o olvanil, o eugenol e a resiniferatoxina (coletivamente
denominados vaniléides), que provoca dor ativando receptores especificos em
terminacdes nervosas. A descoberta da capsaicina como ativador de fibras
nociceptivas através de um receptor especifico precedeu por décadas a sua
posterior classificacdo como um receptor TRP (Szolcsanyi, 2004; Xu et al., 2006).
Compostos vanildéides vém sendo usados ha muitos anos em estudos com
neuropeptideos e na terapéutica de disturbios dolorosos (principalmente na
neuralgia pos-herpética e artrite reumatoide, em aplicacbes topicas, com efeitos
discretos).

A despolarizacdo de nociceptores polimodais C em mamiferos, por influxo
de célcio através de canais vaniléides, causa a liberacdo neuronal periférica de
substancia P e outros neuropeptideos, como o peptideo relacionado ao gene da
calcitonina, a somatostatina e o peptideo intestinal vasoativo (Kalil-Gaspar, 2003;
Stander et al.,. 2004; Steinhoff et al., 2003). O alvo molecular especifico da
capsaicina, o receptor TRPV1 (transient receptor potential channel - vanilloid 1) foi
classificado como um TRP apds sua clonagem e caracterizacdo funcional
(Caterina et al., 1997). Constitui-se em um canal de cétions ndo-seletivo, presente
em neurdnios de vertebrados e invertebrados, que promove o influxo de calcio
quando ativado por vaniléides ou por estimulos nocivos, como temperaturas
maiores que 43°C, aumento da concentragdo de prétons (pH<6,5), e derivados de
lipideos como alguns produtos a jusante (downstream) da acdo da lipoxigenase

sobre o &cido araquiddnico, N-oleoildopamina e o endocanabindide anandamida
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(Jancso et al., 1967; Caterina et al., 1997; O'Neil et al., 2003; Van der Stelt et al.,
2004; Nilius et al., 2005).

Em mamiferos, o canal TRPV1 funciona como um receptor primario para
estimulos nocivos, apesar de outras funcbes poderem existi. O TRPV1 é
fortemente expresso em neurbnios sensoriais, incluindo aqueles nos ganglios da
raiz dorsal e trigeminais, com expressao moderada em fibras nervosas de outros
tecidos, como pancreas, encéfalo, figado, bexiga, pele, visceras e outros. Um
aspecto importante do funcionamento do TRPV1 é a sua sensibilizacdo por um ou
mais estimulos e/ou por compostos enddgenos. A exposicdo de ceélulas que
expressam TRPV1 a um meio acido sensibiliza o receptor a ativagdo por calor,
reduzindo seu limiar. Do mesmo modo, prétons sensibilizam o receptor aos efeitos
da capsaicina. Alternativamente, a capsaicina e ativadores da fosfolipase C-beta
em via PKC-dependente (aceto-miristato de éster de forbol, e bradicinina)
diminuem o limiar de ativacdo por ions H+. Tais eventos podem explicar a
hiperalgesia induzida por inflamacéo, em que prétons e bradicinina liberados pelo
tecido inflamado ativariam o TRPV1 e levariam a hipersensibilidade regional
(Caterina et al., 2001; Julius et al., 2001; Chuang et al., 2001; O’Neil et al., 2003).

Apesar de sua presenca no SNC de mamiferos, o TRPV1, sob condi¢des
normais fisiologicas, dificiimente € ativado por pH baixo ou calor, o que sugere
uma regulacao preferencial por ligantes enddégenos, os chamados endovaniléides.
Este grupo compreende trés compostos identificados até o momento, todos
derivados do metabolismo do &cido araquidbnico (liberado de lipideos de
membrana por acdo da fosfolipase A2). Sao eles (Figura 3) o endocanabinoide

anandamida (que possui dois receptores proprios CB1 e CB2, ligados a proteina G
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e que nao se ligam a vanildides), a N-araquidonoildopamina e produtos da
lipoxigenase (15-HPETE e 12-HPETE). Tais compostos apresentam similaridades
estruturais entre si e com a capsaicina, e funcionam como neurotransmissores
atipicos lipossoluveis, que podem ser liberados tanto por células ndo neuronais
(por exemplo, na lesdo de tecidos periféricos), quanto por acdo da fosfolipase A2
(PLA2) no SNC. A forma lipossolavel dos derivados de &cidos graxos de
membrana permite a difusdo sinaptica retrograda ou anterégrada, além de
sinalizacdo paracrina ou autocrina. A extensdo de seus efeitos € estritamente
dependente da complexidade do microambiente celular em que sao liberados (Van

der Stelt et al., 2004; Minke, 2006).
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Figura 3. Ligantes enddgenos do receptor TRPV em vertebrados (adaptado de
Van der Stelt et al, 2004).

Outros trés canais vanildides, TRPV2, TRPV3, e TRPV4, também sao
abertos por calor em diferentes faixas de temperatura (>53°C, >31-39°C e >25-

33°C, respectivamente). Em mamiferos, os TRPVs 1 a 3 sdo vastamente
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expressos em ganglios das raizes dorsais e trigeminais, enquanto TRPV3 e 4 séao
expressos em queratindcitos na pele (i.e., células ndo neurais), favorecendo a
concepcao de que estes quatro receptores possuam um papel integrador na
sensacao térmica. Além disto, estes receptores desempenham muitas outras
funcdes em células excitaveis e ndo excitiveis, como a osmorrecepcado e
mecanorrecepcao, em resposta a uma variedade de estimulos. O TRPV4 é
fortemente expresso nos rins e células epiteliais da traquéia, e nas células
osmosensoriais dos 0rgados circunventriculares, no hipotalamo, nas células
cocleares pilosas mecanossensoriais, nas células de Merkel do complexo de
vibrissas, em células endoteliais, além de exibir pequena expressdo em muitos
outros 6rgaos do trato gastrointestinal. Como foi dito, os ultimos dois membros da
familia vaniléide, TRPV5 e 6, sdo altamente seletivos ao calcio e apresentam
expressdo principalmente em células epiteliais, incluindo todo o trato
gastrointestinal, prostata, mamas e glandulas sudoriparas, e parecem estar
envolvidos na reabsorcao de célcio nas membranas apicais dos epitélios (Nilius et
al., 2005; Minke, 2006).

A nocicepcdo € definida como “sensacdo produzida por dano tecidual ou
por estimulo de intensidade potencialmente lesiva, que gera comportamentos
visando a protecdo dos tecidos lesados, como reflexos de retirada ou fuga”.
(Kavaliers, 1988). Constitui-se uma caracteristica basica dos animais, implicando a
presenca de vias anatdmicas aferentes nociceptoras e vias eferentes motoras. A
dor, no entanto, € uma experiéncia perceptual complexa, definida como “uma

experéncia sensorial aversiva causada por uma injuria potencial ou real que

provoca reacdes vegetativas e motoras protetoras, resultando em averséo



15

aprendida, e pode modificar comportamentos especificos da espécie, incluindo o
comportamento social”. A maioria, sendo todos os invertebrados, tem a
capacidade de detectar e responder a estimulos nocivos ou aversivos, exibindo
respostas nociceptivas analogas aquelas mostradas por vertebrados (Sanberg et
al., 1988; Kavaliers, 1988).

O sistema nervoso mais sofisticado dos moluscos é aquele encontrado nos
cefalopodes (ex. Octopus vulgaris), que exibem vias e tratos de “dor” em seu SNC.
Apesar de exibirem sistemas neurais menos complexos que os cefalopodes,
moluscos de outras classes também sdo considerados capazes de apresentar
respostas nociceptivas. O comportamento aversivo dos moluscos a estimulos
tateis e térmicos nocivos é um conjunto de fenbmenos de comportamento
defensivo e resposta nociceptiva bem descritos. Gastrépodes como Cepaea
nemoralis, Megalobulimus sanctipauli, Megalobulimus abbreviatus e Aplysia
californica respondem a estimulos nocivos com uma reagdo de retirada
acompanhada de secrecdo de muco. Quando colocados sobre substratos
aquecidos, C. nemoralis (40°C), M. sanctipauli (52°C) e M. abbreviatus (50°C)
mostram comportamento aversivo dentro de poucos segundos, caracterizado por
elevacdo das regibes anteriores do complexo cabeca-pé (C-P). Este
comportamento ndo é detectado em caracbis a temperatura ambiente ou a
temperaturas mais baixas, como a 30-33°C (Romero et al., 1994; Walters et al.,
1987; Hirst et al., 1987; Balaban, 2002; Achaval et al., 2005).

Sobre uma placa aquecida a 22°C (estimulo ndo nocivo), M. abbreviatus
apresenta somente o comportamento denominado exploratério (complexo cabeca-

pé estendido sobre substrato, com movimentos ondulatérios lentos da regido
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parapodial, e palpos labiais e tentaculos protraidos em exploracdo do ambiente).
Nestas condicdes, o caracol apresenta discreta elevacédo da regido anterior, sem
atividade locomotora proeminente, produ¢cdo de muco ou rotacdo da concha. Ao
contrario, quando colocado sobre substrato aquecido nocivo (50°C), o M.
abbreviatus apresenta um comportamento aversivo estereotipico de duas fases:
assim que deixado sobre a chapa aquecida, imediatamente recolhe discretamente
0 corpo para dentro da concha enquanto retrai tentaculos orais e palpos labiais,
erguendo os bordos laterais do pé. Em movimento sequienciado e fluido, adquire
entdo a posicdo triangular caracteristica da primeira fase do comportamento
aversivo, em que eleva a parte mais interna (ou ventro-medial) do p€, apoiando-se
somente pelos bordos laterais e diminuindo a superficie de contato com o
substrato. Em seguida, Inicia-se a segunda fase de aversao, em que realiza ondas
parapodiais laterais e protracdo de tentaculos e palpos, e finalmente eleva a parte
anterior do complexo cabeca-pé a até 1 cm ou mais (Figuras 4 e 5). Assim como
ocorre com outros caracois pulmonados terrestres, o M. abbreviatus apresenta um
aumento da secrecdo de muco pedioso sob estimulos nociceptivos, que se torna
mais amarelado e espesso (em contraste com a forma fluida e incolor basal), por
pelo menos 30 min apds o cessamento do estimulo. Para melhor padronizacdo
dos dados observados, a laténcia, ou tempo de reacdo do comportamento
aversivo, € determinada quando o caracol eleva a parte anterior do complexo

cabeca-pé a 1 cm do substrato (Achaval et al., 2005).
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Figura 4. Representagdo esquematica do caracol Megalobulimus abbreviatus na
primeira fase do comportamento aversivo sobre placa aquecida a temperatura
nociva, com os palpos labiais e tentaculos orais retraidos e o aspecto triangular do
complexo cabeca-pé (adaptado de Achaval et al, 2005).

Figura 5. Representacdo esquematica do caracol Megalobulimus abbreviatus na
segunda fase do comportamento aversivo sobre placa aquecida a temperatura
nociva, com elevacdo da porcao anterior do complexo cabeca-pé (adaptado de

Achaval et al, 2005).
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A administracdo de sulfato de morfina, metionina-encefalina ou beta-
endorfina inibe significativamente o comportamento aversivo provocado por calor.
Ainda, o aumento de laténcia resultante da administracdo de opioides em C.
nemoralis, Limax maximus, M. sanctipauli, and M. abbreviatus antes de um
estimulo térmico pode ser suprimido pelo antagonista opidide naloxone (Walters,
1987; Romero et al., 1994; Kavaliers, 1986; Achaval et al., 2005). Em adicéo, a
imunorreatividade para encefalina ja foi identificada no sistema nervoso central de
diferentes gastropodos, como Aplysia californica, Lymnaea stagnalis, Helix
pomatia e M. abbreviatus (Elekes et al., 1993; Zancan, 1996). O naloxone, por si,
€ capaz de diminuir laténcias provocadas por estresse térmico (Kavaliers et al.,
1983; Achaval et al., 2005). Assim, nestes gastropodos, a habilidade do
antagonista opidide nao-seletivo naloxone em produzir um blogueio completo da
analgesia por morfina indica que um receptor P esta envolvido neste
comportamento. Assim como ja foi demonstrado que a analgesia a estimulos
térmicos pode ser também bloqueada com antagonista de receptor delta (Romero
et al., 1994; Nestler et al., 2001; Kavaliers, 1987).

Em moluscos, a capsaicina é capaz de provocar potenciais de acao por
correntes de célcio em neurdnios de Helix pomatia e Aplysia californica (Hernadi
et, 1995; Erdelyi et al., 1986). Entretanto, ndo h& dados semelhantes para o
género Megalobulimus. No comportamento de retirada de Helix lucorum, foi
proposto um circuito nociceptivo composto de 4 grupos de neurdnios: sensoriais
(cujos corpos estdo nos ganglios pleurais e parietais), neurénios pré-motores de
comando (ou interneurénios pré-motores de comando de retirada), os neurbnios

motores e neurénios modulatérios (Zakharov et al., 1995, Balaban, 2002). Células
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sensoriais (mecano-, termo-, quimio- e fotorreceptores) conectam-se aos
interneurénios de comando, localizados nos ganglios parietais e pleurais. Estes
sdo nove interneurdnios pré-motores que convergem aferéncias sinapticas,
disparando os componentes do comportamento de retirada, através da ativacéo
dos neurdnios motores, efetores da resposta comportamental (Balaban, 2002). Os
interneurénios de comando s&o assim considerados sob trés critérios:
“participacdo”, na qual respondem a estimulo nocivo que precede a reposta
comportamental; “suficiéncia”, onde a ativacdo intracelular dispara parte da
resposta de retirada; e “necessidade”, quando a hiperpolarizacdo do neurénio
inibe o comportamento de retirada. Um Unico grupo celular ndo controla
exclusivamente o comportamento de retirada do H. lucorum, porém, estas células
sdo fundamentais a resposta aversiva. Por fim, a ativagdo sequiencial de neurdnios
sensoriais, de comando e motores é regulada por neurdnios modulatérios

localizados nos ganglios pedais (Balaban, 2002; Figura 6).

NEURONIOS
SENSORIAIS
—> ﬂ
NEURONIOS — INEURONIOS
MODULATORIOS DE COMANDO

!

NEURONIOS
— MOTORES DE
RETIRADA

Figura 6. Representacdo esquematica do circuito de retirada proposto para Helix
lucorum (modificado de Balaban, 2002).
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Tais componentes apresentam semelhanca com aqueles encontrados em
M. abbreviatus, especialmente entre neurénios serotoninérgicos (Swarowski et al.,
2005). Apesar da auséncia de dados especificos para M. abbreviatus, especula-se
que a presenca de um TRPV neste circuito localizaria-se nos neur6nios de 1°
ordem (sensoriais), e ainda no plexo pedioso, regido de maior contato com
superficies e rica em substancia P (Zancan, 1996; Rigon et al., 1998). Entretanto,
estudos com Helix pomatia mostraram sensibilidade a capsaicina em neurénios
localizados nos ganglios visceral e parietais (principalmente LPa2) e cerebrais
(neurbnio metacerebral gigante, serotoninérgico) (Hernadi et al., 1995). A
localizagdo exata de receptores TRPV no M. abbreviatus permanece motivo de
especulacdo. A presenca de neurotransmissdo baseada em derivados de acidos
graxos, pela acdo de fosfolipases sobre lipideos de membrana em gastropodos
ainda é especulativa, porém alguns estudos demonstraram a participacao do acido
araquidénico e derivados na nocicep¢do em Limnaea stagnalis. (Kits et al., 1997;
Lopes et al., 1998) Outros trabalhos anteriores demonstraram tanto a presenca de
sinalizagdo anandamidérgica em Hermissenda quanto efeitos diretos do delta-9-
tetra-hidrocanabinol em Aplysia californica (Acosta-Urquidi et al., 1975; Pivovarov,
1995).

Até o momento, ndo ha dados sobre os ligantes endégenos do TRPV1 em
neurdnios de moluscos. Também n&do se dispbe de dados que impliquem o
TRPV1, notoriamente um canal ativado por calor, e outros receptores vaniloides,
nas respostas aversivas de moluscos e, em em particular, nas repostas aversivas
do M. abbreviatus, a estimulos térmicos nocivos. A perspectiva primaria dos

estudos com receptores TRPV é a descoberta de drogas analgésicas ou
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antinflamatoérias que ndo ajam sobre a cicloxigenase ou sobre receptores opidides,
e sim direta e seletivamente sobre fibras nociceptoras. A presenca do canal
TRPV1 no Megalobulimus abbreviatus reforcaria sua utilidade como modelo de
estudos em nocicepcéao.

O objetivo deste estudo foi medir a resposta nociceptiva (laténcia aversiva)
do M. abbreviatus apds exposicao topica a capsaicina. De modo a testar se as
respostas provocadas pela capsacina ou pelo calor nocivo seriam mediadas por
receptores vaniléides, nos utilizamos o vermelho de ruténio, um antagonista nao-
seletivo de receptores vanildides, e a capsazepina, um antagonista especifico do
receptor vanildide TRPV1 (Bevan et al.,, 1992; Maia et al., 2006; Santos et al.,
1997). Posteriormente, foi testado se as respostas aversivas induzidas pela
capsaicina poderiam ser moduladas pela morfina e naloxone de formas similares

aquelas observadas em estudos anteriores com estimulo térmico nocivo.
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OBJETIVOS

1) Medir a resposta nociceptiva (laténcia aversiva) do caracol terrestre
Megalobulimus abbreviatus apos exposicao tdpica a capsaicina, de modo a testar
se as respostas provocadas pela capsacina ou pelo calor nocivo seriam mediadas
pelo receptor vaniléide TRPV1. Para isto, foi realizada uma abordagem indireta
(farmacoldgica), utilizando a capsaicina (agonista do receptor TRPV1), vermelho
de ruténio (antagonista ndo-seletivo de receptores vanildides), e a capsazepina

(antagonista especifico do receptor vaniléide TRPV1).

2) Demonstrar que as respostas aversivas induzidas pela capsaicina séo
moduladas por morfina e naloxone de formas similares aquelas observadas em

estudos anteriores com estimulo térmico nocivo (50°C).

3) Uma vez demonstrada a participacdo do receptor TRPV1 através de
evidéncias farmacoldgicas, discutir a sua participacdo como canal ativado por
calor em um modelo de estudo de nocicepc¢éao utilizado em nosso laboratério e em

outros centros.

4) Até o momento, ndo ha dados sobre os ligantes endégenos do TRPV1
em moluscos. A partir da comprovacao da presenca do receptor TRPV1, espera-

se que se inicie a procura de novos TRPVs e endovaniléides no M. abbreviatus.
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Abstract

The aim of this study was to measure the nociceptive response (avoidance
latency) of the land snail Megalobulimus abbreviatus (N = 8 in each group) after
capsaicin topical exposure (0.1% and 0.5% in 20% ethanol) and to compare it to a
well-studied stressfull (50°C) thermal stimulus model. We also tested if ruthenium
red, and capsazepine, respectively nonselective and selective TRPV1 receptor
antagonists, could modify both capsaicin- and thermal-evoked responses. Finally,
animals were pretreated with morphine, naloxone or morphine plus naloxone prior
to capsaicin stimuli. Latencies were measured when the animal lifted its head-foot
complex 1 cm from the substrate. Data were compared by ANOVA and LSD post
hoc, and by Student T Test (p<0.05). RESULTS: capsaicin elicited withdrawal
behavior in a dose-dependent manner. The capsaicin vehicle (20% ethanol) also
evoked a less intense but significant avoidance reaction. Capsazepine and
ruthenium red attenuated both capsaicin and heat withdrawal responses, when
compared to vehicles. Morphine increased, and naloxone, either alone or in
combination with morphine, reduced capsaicin-evoked latencies when compared to
morphine or saline. These results indicate that TRPV1 receptor play a role in the
M. abbreviatus nociceptive circuits.

Keywords: avoidance behavior, capsaicin, capsazepine, morphine, nociception,

mollusc, ethanol
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Introduction

Capsaicin, the pungent ingredient of red hot pepper, is a naturally-occuring
irritant, like olvanil and resiniferatoxin (collectively referred to as vanilloids), that
elicits pain by activating specific receptors on sensory nerve endings. The
molecular target of capsaicin, the TRPV1 receptor (transient receptor potential
channel - vanilloid 1), belongs the Transient Receptor Potential Channel
Superfamily, which shares homology to Drosophila Nan gene and to
Caenorhabditis elegans OCR proteins. The TRPV1 receptor is a nonselective
cation channel which promotes calcium influx in vertebrate neurons when activated
by vanilloids and noxious stimuli, such as heat (>42°C), low pH, some lipoxigenase
products, N-oleoyldopamine and the endocannabinoid anandamide (Jancsé et al.,
1967; Caterina et al., 1997; O'Neil et al., 2003; Van der Stelt et al., 2004;
Szolcsanyi, 2004).

The avoidance behavior of snails to noxious tactile and thermal stimuli is a
well described phenomenon. Molluscs like Cepaea nemoralis, Megalobulimus
sanctipauli, Megalobulimus abbreviatus and Aplysia californica respond to noxious
stimuli with a withdrawal reaction accompanied by mucus secretion. When placed
on heated substrates, C. nemoralis (40°C), M. sanctipauli (52°C) and M.
abbreviatus (50°C) show aversive behavior within a few seconds, characterized by
lifting the anterior regions of the head-foot (H-F) complex. This behavior is not
detected in snails at lower temperatures, such as 30-33°C or at room temperature
(Hirst et al., 1987; Zakharov, 1994; Romero et al., 1994; Achaval et al., 2005).

The administration of morphine sulfate, methionine-enkephalin or -
endorphin markedly suppresses thermally-evoked avoidance behavior. Moreover,
the increased latency resulting from opioid administration to C. nemoralis, Limax
maximus, M. sanctipauli, and M. abbreviatus after a thermal stimulus can be
suppressed by the opiate antagonist, naloxone (Kavaliers et al., 1983; Kavaliers et
al., 1986; Walters, 1987; Zakharov, 1994; Romero et al., 1994; Achaval et al.,
2005). In addition, enkephalin immunoreactivity was identified in the central

nervous system of different molluscs such as A. californica, Lymnaea stagnalis,
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Helix pomatia, and M. abbreviatus (Elekes et al., 1993; Zancan, 1996). Naloxone
alone decreases latencies to thermal stress (Kavaliers et al., 1983; Achaval et al.,
2005). Thus, in these gastropods the ability of the nonselective opiate antagonist
naloxone to produce a complete blockade of morphine analgesia indicates that a p
receptor is implicated in this behavior. It was also demonstrated that thermal
stimulus-induced analgesia was blocked by a delta receptor antagonist (Kavaliers,
1987; Romero et al., 1994; Nestler et al., 2001).

Until now, there is no data on the endogenous TRPV1 ligands in snail
neurons. Also, it was not clear if TRPV1, a notorious heat-gated calcium channel,
and other vanilloid receptors were involved in terrestrial molluscs thermal
avoidance behavior. In molluscs, capsaicin is able to promote action potentials by
calcium currents in Helix pomatia and Aplysia californica neurons (Erdelyi et al.,
1986; Hernadi et al., 1995). However, there is no such data in the Megalobulimus
genus. The aim of this study was to measure the nociceptive response (avoidance
latency) of M. abbreviatus after capsaicin topical exposure. In order to test if
capsaicin- and thermally-evoked responses were mediated by vanilloid receptors,
we used ruthenium red, a nonselective vanilloid-receptor antagonist, and
capsazepine, a selective TRPV1 antagonist (Bevan et al.,, 1992; Santos et al.,
1997; Maia et al., 2006). Then we tested if capsaicin-induced aversive responses
could be modulated by morphine and naloxone in ways similar to those observed

in previous studies with heat noxious stimuli.

Materials and Methods

Animals

Adult land snails, M. abbreviatus, Becquaert, 1948, previously classified as
M. oblongus (Thomé et al., 1994), with shell lengths of 56-80 mm and weighing 29-
81 g were collected from the county of Charqueadas, State of Rio Grande do Sul,
Brazil. The animals were kept in a screened terrarium, subjected to normal annual

light and temperature variations, and fed lettuce and water ad libitum.
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Preparation of solutions

Capsaicin (Laboratorio DEG, Sao Paulo, Brazil) was primarily dissolved in
ethanol, and then in distilled water or distilled water plus ethanol for desired
concentrations. The capsaicin vehicle containing ethanol had its own control group
(distilled water), since ethanol itself is able to potentiate TRPV1 (Trevisani et al.,
2002). Ruthenium red (Merck, Germany) was dissolved in distilled water to 1
mg/mL concentration. Capsazepine (Sigma, USA) was first diluted in dimethyl
sulphoxide (DMSO; VETEC, Brazil) to 1 mg/mL, and further diluted with saline to
the final concetrations of 5% or 1.5% capsazepine. Morphine sulphate (10 mg/mL)
and naloxone hydrochloride (0.4 mg/mL) (Cristalia do Brasil S/A, Sdo Paulo, SP,
Brazil) needed no dilutions.

Experimental Procedures

0.1% and 0.5% capsaicin topical solutions: In order to test if capsaicin was able
to evoke nociceptive behavior, four groups of snails (n = 8) were tested in petri
dishes (10-cm diameter), at 22°C room temperature, containing aqueous films of
distilled water (vehicle control), 20% ethanol in distilled water (vehicle), 0.1%
capsaicin and 0.5% capsaicin solutions. Prior to capsaicin exposure, snails were
allowed to hydrate for 1 min, to allow protraction out of their shells. Nociceptive
thresholds of individual snails were determined by measuring the latency of their
aversive or withdrawal behavior (Kavaliers et al.,, 1996). The measurements of
latency started when the snail was placed on a petri dish and ended immediately
after the animal lifted the head-foot complex to a minimum of 1 cm above the plate,
or when the snail reached the time of 60 seconds with no response (Achaval et al.,

2005). The animals were then quickly washed in fresh water to avoid excessive
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exposure to capsaicin solution. Capsaicin, at 0.5% concentration, was then chosen

for the following tests, for its best uniformity in evoked latency values.

0.5% capsaicin and ruthenium red: Three groups (n = 8) were tested in petri
dishes, at room temperature, containing 0.5% capsaicin. One group received 1 mL
distilled water (vehicle), the second and the third groups received ruthenium red (3
mg/kg and 6 mg/kg body weight, respectively). Ruthenium red and vehicle were
injected into the intrahemocelic cavity through the anterior ventral zone of the foot
5 min prior to capsaicin exposure. Prior to injections and capsaicin exposure, snails
were allowed to hydrate for 1 min. Measurements of latency were obtained as

described above. The animals were then quickly washed in fresh water.

Noxious (50°C) heat and ruthenium red: Three groups (n = 8) were allowed to
hydrate for 2 hours. Five minutes before heat exposure, one group received 1 mL
distilled water (vehicle) injection, the second and the third groups received
ruthenium red injections (3mg/kg and 6mg/kg, respectively). Measurements of
latency started when the snail was placed on a 50°C hot plate (model-DS37,
Socrel, Comerio, VA, ltaly) and ended immediately after the animal lifted the head-
foot complex 1 cm (Achaval et al., 2005; Swarowsky et al., 2005). To avoid lack of
umidity on the substrate, a plastic film containing distilled water (10 mL at 50°C)
was placed over the plate.

0.5% capsaicin and capsazepine: Two groups of snails (n = 8) were tested in
petri dishes containing 0.5% capsaicin, at room temperature. Capsazepine (0.5%
concentration) and vehicle were injected into the intrahemocelic cavity 5 min prior
to capsaicin exposure. The vehicle consisted of DMSO in saline only. Prior to
injections and capsaicin exposure, snails were allowed to hydrate for 1 min.
Measurements of latency were obtained as described above. The animals were
then quickly washed in fresh water.
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Noxious (50°C) heat and capsazepine: Three groups (n = 8) were allowed to
hydrate for 2 hours. Five minutes before heat exposure, one group received a
0.5% capsazepine injection (1 mg/kg), the second received a 1.5% capsazepine
injection (3 mg/kg), and the third received vehicle. Latencies were measured as

described above.

0.5% capsaicin solution, morphine and naloxone: The animals were separated
into four groups (n = 8). One group received saline (control group; 1mL), the
second received morphine only (20 mg/kg), the third received naloxone only (5
mg/kg) and the fourth received naloxone (5 mg/kg) plus morphine (20 mg/kg). All
groups were exposed to 0.5% capsaicin, at room temperature. Drugs and saline
were injected into the intrahemocelic cavity 15 min (morphine and saline) prior to
capsaicin exposure. Naloxone was injected 5 min prior to morphine. Before
injections and capsaicin exposure, snails were hydrated for 1 min. Measurements
of latency were obtained as described above. The animals were then quickly

washed in fresh water.

Statistical analysis

For capsazepine versus capsaicin group, data (means + SEM) were
statistically compared by Student T test. For all other groups, data (means = SEM)
were statistically compared by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by
Least Significant Difference (LSD) post hoc test (level of significance set at P <
0.05), in SPSS 7.0 software.

Results

0.1% and 0.5% capsaicin topical solutions: Topical capsaicin elicited robust
withdrawal behavior in a dose-dependent manner (25.4 + 2.0 s, 153 + 1.9 s and

9.1 + 1.0 s, for vehicle, 0.1% and 0.5% concentrations, respectively). Vehicle (20%
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ethanol) reduced latencies in comparison to distilled water (no response).
Moreover, at 0.1% and 0.5% concentrations, capsaicin-induced latencies were
shorter than those obtained with 50°C stimuli (33.9 + 6.4 s). In contrast to the
typical yellowish mucus secretion exhibited in previous studies with noxious heat
stimuli (Achaval et al., 2005), no such component was found after capsaicin

exposure (Fig. 1).

0.5% capsaicin solution and ruthenium red: Ruthenium red injections
attenuated capsaicin-evoked responses, increasing latencies at higher (6 mg/kg;
23.1 £ 1.9 s), but not lower doses (3 mg/kg; 12.7 £ 1.4 s; nonstatistically
significant), when compared to vehicle (16.8 £ 2.6 s; Fig.2).

Noxious (50°C) heat and ruthenium red: Ruthenium red (3 mg/kg) increased
heat-evoked latencies (55.4 + 6.5 s), when compared to vehicle (33.9 = 6.4 s).

Higher doses of ruthenium red did not have additional effects (Fig.3).

0.5% capsaicin solution and capsazepine: Capsazepine injection significantly
inhibited capsaicin-evoked responses, increasing latencies (19.2 + 1.8 s) when

compared to vehicle (5.3 £ 0.4 s; Fig. 4).

Noxious (50°C) heat and capsazepine: Capsazepine (1 mg/kg and 3 mg/kg)
increased heat-evoked latencies (28.1 + 1.8 s and 48.8 *+ 3.6 s, respectively) in

significant dose-dependent levels, when compared to vehicle (20.4 + 1.2 s; Fig. 5).

0.5% capsaicin solution, morphine and naloxone: Morphine promoted
increased withdrawal latencies (26.5 £ 3.4 s), with partial retraction of the H-F
complex, longer than those observed in control (saline-injected) snails (18.2 + 2.6
s). The average response obtained with naloxone alone was significantly shorter
than that of the saline-control group (8.1 £ 1.1 s). Those snails pre-treated with
naloxone and injected with morphine 5 min later displayed a similar average

response latency (8.7 £ 1.3 s). The response latencies of this group did not differ
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significantly (P < 0.05) from those of the animals treated with naloxone alone (Fig.
6).

Discussion

Topical capsaicin (0.1% and 0.5% concentrations in 20% ethanol) elicited
robust withdrawal behavior in a dose-dependent manner with shorter latencies
than those obtained with thermal 50°C stimuli. Heat-induced latencies were in
agreement with previous studies (Achaval et al., 2005). Capsaicin is a specific
ligand of the TRPV1 receptor, and our results point toward a role of TRPV1-
mediated signalling in M. abbreviatus nociceptive circuits. TRPV1 is a heat-gated
channel that opens at temperatures higher than 42°C. Using capsazepine, a
specific TRPV1 antagonist, there was a significant inhibition of capsaicin-evoked
latencies. Furthermore, capsazepine also increased heat-evoked latencies in a
dose-dependent manner, implicating TRPV1 in the response of M. abbreviatus to
noxious heat.

Ethanol in the capsaicin vehicle revealed to be a confusing bias in our
capsaicin results. Unfortunately, DMSO were not available at the time of capsaicin
dilution. Compared to distilled water, 20% ethanol alone was able to evoke
statistically significant aversive behavior in M. abbreviatus. Due to its solvent
properties, the irritating effect of ethanol should include some cellular damage.
However, several studies have shown that ethanol itself can act through TRPV1
receptors, potentiating capsaicin effects on the channel permeability (Trevisani et
al 2002; Cortright, et al, 2004; Trevisani et al, 2004; Gazzieri et al, 2006; Benedikt
et al, 2007). Therefore, it is reasonable to consider the responses to capsaicin as
also responses to ethanol, although 0.1% and 0.5% capsaicin concentrations
elicited responses in a dose-dependent manner, with the same vehicle
concentrations.

Using ruthenium red, a nonspecific antagonist of vanilloid channels, there
were increases in both capsaicin-evoked and heat-evoked latencies. Although this

is indirect evidence of TRPV1 signalling in molluscal nociceptive circuits, as
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capsaicin and capsazepine are specific TRPV1 ligands, one cannot rule out the
participation of other members of the vanilloid family in heat-evoked behavior.
There are at least six distinct mammalian TRPV receptors. These receptors
frequently coexist with TRPV1 in neurons. Three of them are also opened by heat,
yet at different temperature thresholds, and are also inhibited by ruthenium red:
TRPV3 opens at 33°C, TRPV2 at 55°C and TRPV4 at lower temperatures (Julius
et al., 2001; Clapham, 2003). It is noteworthy that ruthenium red, in 6 mg/kg dose,
decreased heat-evoked latencies, which could be the result of different actions on
different heat-gated vanilloid receptors. However, demonstration of vanilloid
receptors in molluscs, except for TRPVL, is still lacking. Also, one can only
presume that vanilloid receptors are specifically expressed in M. abbreviatus nerve
cells, based on the large amount of data in other species, mainly vertebrates.
Moreover, studies with rodent skin demonstrate heat-responsive TRPV3 in
keratinocytes (Mogrich et al., 2005). Currently, a non-neuronal vanilloid receptor
signalling cannot be ruled out for terrestrial molluscs, as these animals are often in
close contact to potentially noxious substrates in their natural environments.

The M. abbreviatus nociceptive circuits are, at least in part, regulated by
opioids. Capsaicin (plus ethanol) elicited aversive behavior that could be
modulated by morphine and naloxone in the same way noxious heat was in
previous studies. Aversive capsaicin-evoked responses were delayed by morphine
and reduced by naloxone either alone or in combination with morphine (Achaval et
al., 2005). Altogether, these data suggest an important nociceptive function for
TRPV1 in M. abbreviatus and demand further investigations on TRPV1 receptor
localization and on putative endogenous ligands for TRPV1 in the nervous system

of terrestrial molluscs.
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Figures

Figure 1 — M. abbreviatus’ responses to capsaicin stimuli in 0.1% and 0.5%
concentrations: Latencies (mean + SEM) measured for stimuli with distilled water,
20% ethanol (capsaicin vehicle), 0.1% and 0.5% capsaicin topical solutions (“a”
corresponds to p<0.001 when compared to distilled water. “b” corresponds to
p<0.01 when compared to vehicle. “c” corresponds to p<0.01 when compared to

0.1% capsaicin).

Figure 2 — M. abbreviatus’ responses to 0.5% capsaicin after ruthenium red
injections: Latencies (mean + SEM) measured for 0.5% capsaicin stimuli after
ruthenium red vehicle, 3 mg/kg and 6 mg/kg ruthenium red injections (“a”

corresponds to p<0.05).

Figure 3 — M. abbreviatus’ responses to noxious heat after ruthenium red
injections: Latencies (mean + SEM) measured for noxious heat plate (50°C)
stimuli after ruthenium red vehicle and 3 mg/kg and 6 mg/kg ruthenium red

injections (“a” corresponds to p<0.05).

Figure 4 — M. abbreviatus’ responses to 0.5% capsaicin after capsazepine
injections: Latencies (mean + SEM) measured for 0.5% capsaicin stimuli after
capsazepine vehicle, and 1 mg/kg capsazepine injections (“a” corresponds to
p<0.05).

Figure 5 — M. abbreviatus’ responses to noxious heat after capsazepine
injections: Latencies (mean + SEM) measured for noxious heat plate (50°C)
stimuli after capsazepine vehicle, 1 mg/kg and 3 mg/kg capsazepine injections (“a”
corresponds to p<0.05 when compared to vehicle. “b” corresponds to p<0.001

when compared to 1 mg/kg capsazepine).
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Figure 6 — M. abbreviatus’ responses to 0.5% capsaicin stimuli after
morphine and naloxone injections: Latencies (mean + SEM) measured for 0.5%
capsaicin stimuli after saline, morphine, naloxone and naloxone plus morphine
injections (“a” corresponds to p<0.05 when compared to saline. “b” corresponds to

p<0.001 when compared to morphine).
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CONCLUSOES

1) Foi demonstrada resposta nociceptiva (laténcia aversiva) do caracol
terrestre Megalobulimus abbreviatus apds exposicéo topica a capsaicina, de modo
que as respostas provocadas pela capsacina ou pelo calor nocivo sdo mediadas,
ao menos em parte, pelo receptor vanildide TRPV1. Para isto, foi realizada uma
abordagem indireta (farmacoldgica), utilizando a capsaicina (agonista do receptor
TRPV1), vermelho de ruténio (antagonista ndo-seletivo de receptores vaniloides),
e a capsazepina (antagonista especifico do receptor vanildide TRPV1).

2) Demonstrou-se que as respostas aversivas induzidas pela capsaicina
sdo moduladas por morfina e naloxone de formas similares aquelas observadas

em estudos anteriores com estimulo térmico nocivo (50°C).

PERSPECTIVAS

Até o momento, ndo ha dados sobre os ligantes endégenos do TRPV1 em
neurdnios de moluscos. Também n&do se dispbe de dados que impliquem o
TRPV1, notoriamente um canal ativado por calor, e outros receptores vaniléides,
nas respostas aversivas de moluscos e, em em particular, nas repostas aversivas
do M. abbreviatus, a estimulos térmicos nocivos. A partir da comprovacdo da
presenca do receptor TRPV1, espera-se que se inicie a procura de novos TRPVs
e endovaniléides no M. abbreviatus. A perspectiva priméaria dos estudos com
receptores TRPV é a descoberta de drogas analgésicas ou antinflamatérias que

ndo ajam sobre a cicloxigenase ou sobre receptores opidides, e sim direta e
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seletivamente sobre fibras nociceptoras. A presenca do canal TRPV1 no
Megalobulimus abbreviatus reforca sua utilidade como modelo de estudos em

nocicepcgao.
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